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CONGRESO NACIONAL
DE QUIMICA CLINICA
Y MEDICINA DE LABORATORIO

MENSAJE DE BIENVENIDA

FENACQC.

La Federacion Nacional de Colegios de la Quimica Clinica, AC (FENACQC), tiene el agrado de dar la
bienvenida a la Comunidad Quimica, Técnicos de Laboratorio Clinico, Médicos, Patologos Clinicos,
Personal de Enfermeria y Estudiantes de las Licenciaturas afines al rea de la Quimica Clinica, a este
XX Congreso Nacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio Expolab 2020 que tendra
lugar del 5 al 6 de diciembre del 2020, en su modalidad virtual.

Respetuosos de las disposiciones sanitarias sobre la problemética en salud por la que atraviesa el
pais, con el fin de velar ahora por nuestra salud y con el objetivo de cumplir cabalmente con la principal
labor de nuestra FENACQC, el Comité Organizador prepar6 un programa multidisciplinario que incluye:
Cursos Pre-congreso, Conferencias y Simposios. Nuestro objetivo es abarcar todos los temas de
actualidad y novedades en las distintas areas de la Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio.

Como cada afo, contamos con el Concurso de Investigacién Dr. Manuel Rodriguez Quintanilla, con la
presentacion de Trabajos Libres.

La EXPOLAB sera una vez mas una excelente oportunidad para las Casas Comerciales de mostrarnos
la mas avanzada tecnologia aplicada al diagnéstico por el laboratorio clinico. Los Expositores tendran
una participacion activa en un sector de este evento virtual destinado a la Exposicion Comercial, y
podran estar en contacto con los asistentes al congreso para exhibir las Gltimas novedades en el
campo de laboratorio.

iLos invitamos a participar en nuestro Congreso y a disfrutarlo!

Afectuosamente

QCB. Luz Rojas Patlan
Presidenta FENACQC 2018-2021
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FENACQC.

CURSO PRE-CONGRESO

En el Marco del XX Congreso Nacional de Quimica
Clinica y Medicina de Laboratorio

Gestion de Riego en el Laboratorio Clinico
bajo las recomendaciones
ISO 31000:2018 e 1SO 22367:2019

EXPOLAB 2020

CH I 1@

.i_ Ponente: Bacteriologa
Maribel Espinoza Pulido

AVAL ACADEMICO
Facultad de Medicina, UANL. 10 hrs. de Educacion Continua

Trasmision en Linea
https://www.educon.mx/plataforma/login l
Se trasmitira en curso los dias 24 y 25

INSCRIPCIONES: ‘f

DEPOSITO A LA CUENTA FENACQC.

BANORTE CUENTA: 0261920462

CLABE: 072580002619204620 "
ENVIAR COMPROBANTE DE PAGO "Q
CON NOMBRE COMPLETO Y TITULO A: ‘L

gcb.luz.rojas@gmail.com

***Concluir su inscripcion despues del pago

enviando un correo a: educonmed@msn.com

COSTOS: -

Quimicos: $800.00 m
Técnicos / Estudiantes / Quimico Certificado: $700.00 w.

8



CURSOS PRE-CONGRESO

Clinica y Medicina de Laboratorio

Gestion de Riego en el Laboratorio Clinico
bajo las recomendaciones
IS0 31000:2018 e 1SO 22367:2019

EXPOLAB 2020

en line@

& Ponente: Bacteridloga
Maribel Espinoza Pulido

1.- Introduccién a la Gestién de Riesgos
2.- Conceptos Generales

3.- Normatividad Relacionada

4.- Integracion con Gestion por Proceso
5.- Implementacion

6.- Andlisis de Riesgos

7.- Evaluacion de Riesgos

8.- Control de Riesgos

9.- Riesgo Residual

10.- AMEF

11.- FRACAS

12.- Arbol de fallas

13.- Conclusiones

Curso 1

CURSO PRE-CONGRESO

En el Marco del XX Congreso Nacional de Quimica

INTRODUCCION: La gestion de riesgos, permite
a las organizaciones enfrentar de manera
eficiente los factores internos y externos que
pueden poner en duda el logro de los objetivos a
todo nivel en la organizacion, sean estos
administrativos, laborales, de seguridad para el
paciente, el personal y las partes interesadas.

OBJETIVO: Estructurar el sistema de gestion de
riesgos con base en lo establecido en la Nueva
version de la norma “ISO 31000 Gestion de

Riesgo Directrices.

Programa



FENACQC.
En el Marco del
XX Congreso Nacional de Quimica

Clinica y Medicina de Laboratorio

EPOLAB EY LINEA

CURSO PRE-CONGRESO I
TOPICOS EN HEMOSTASIA Y TROMBOSIS

~ -

ISRAEL HERNANDEZ LIRA ‘

MONSERRAT JIMEANEZ (ZHAVARRIA
HUGO ADRIAN JUAREZ
PEDRO LUIS MALACARA 7 NUWEMBRE 2020
ALEJANDRO MORALES DE LA VEGA : -
CARLOS VIRGEN CRUZ . .

.
AVAL ACADEMICO y ==
Subdireccion de Educacion Continua de la Facultad de Medicina. UANL.

) 2]

10 horas de Educacidn Continua. ==
.

A TRANSMISION EN LINEA

e }' https://www.educon.mx/plataformallogin %5

- Tansmisién los dias 7y8 AN
INSCRIPCIONES: MAYORES INFORMES N

R
DEPOSITO A LA CUENTA FENACAC. www_fenacqc.org.mx \ "

BANORTE 0

CUENTA: 0261920462 '}.

CLABE: 072580002619204620 .

ENVIAR COMPROBANTE DE PAGO CON '
NOMBRE COMPLETO Y TITULO A: ]
qcb.luz.rojas@gmail.com ¢ COSTOS:

***Concluir su inscripcion después del QUIMICOS: $800.00 wx.
pago enviando un correo a: TECNICOS/ESTUDIANTES Y

educonmed@msn.com QUIMICO CERTIFICADO: $700.00 M.

LSRR
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CURSOS PRE-CONGRESO (Continuacion...)

Curso 2

CURSO PRE-CONGRESO Il

PONENTES:

ISRAEL HERNANDEZ LIRA
MONSERRAT JIMENEZ CHAVARRIA
HUGO ADRIAN JUAREZ
PEDRO LUIS MALACARA
ALEJANDRO MORALES DE LA VEGA
CARLOS VIRGEN CRUZ

)
AVAL ACADEMICO

Subdireccion de Educacion Continua de la Facuttad de Medicina. UANL.
10 horas de Educacion Continua.

INTRODUCCION

El conocimiento de la fisiologia, regulacion y
alteraciones de la hemostasia, nos invita a
incrementar nuestro empefio por realizar con
excelencia las pruebas de coagulacién. Esto
permitira una adecuada interpretacion de los
resultados y brindaremos el apoyo correcto
gue necesitan los clinicos para el diagnéstico
de los padecimientos que aquejen a los
pacientes con el fin de restaurar su buen
estado de salud.

OBJETIVO
Que los asistentes adquieran conocimientos

del funcionamiento normal de la hemostasia, las patologlas mas frecuentes que la alteran y las pruebas de

laboratorio para identificarlas.

TEMA

1.- Importancia de la fase pre-analitica en el
laboratorio de hemostasia

2.- Fisiologia de la hemostasia

3.- El laboratorio en el estudio basico de las
plaquetas: Cuantificacién, Morfologia y Funcion
(Agregometria)

4.- Pruebas de escrutinio de la hemostasia
secundaria: TP, TTPa, TT y Fibrinégeno.
Pruebas de mezclas (correcciones)

5.- Trastornos hemorragicos hereditarios
(Hemofilia y Enfermedad de von Willebrand)
6.- Aseguramiento de la Calidad en la
determinacién de Dimero D

7.- El laboratorio en el manejo y diagndstico de
la Trombofilia

8.- Coagulacion Intravascular Diseminada

9.- Datos de Laboratorio en la Coagulopatia
Asociada a Covid-19 (CAC)

10.- Inhibidores que prolongan las pruebas de
coagulacion (de interferencia y dirigidos a
factores)

11

PONENTE

Israel Hernandez Lira
Montserrat Jiménez Chavarria
Hugo Adrian Juarez

Pedro Luis Malacara

Israel Hernandez Lara
Montserrat Jiménez Chavarria
Alejandro Morales de la Vega
Carlos Virgen Cruz

Alejandro Morales de la Vega

Alejandro Morales Vargas
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FENACQC,

XX Gongreso Nacional de Quimica
Clinica y Medicina de Laboratorio

EXPOLAB EN LINEA 2020

Curso-Pre-Congreso Il
IADENOVIEMBRE;

PONENTES: -
¥ MASS. Luis Alberto Huesca Pizarro Gasometrlas Fase

rd B}
¥ Dr. Juan Miguel Teran Soto Pre-Analltlca’ e
@ Dra. Diana Gabriela Gémez Delgadillo Interpretaclon

Transmision en linea
https://www.educon.mx/plataforma/login
Transmision los dias 14y 15

INSCRIPCIONES:
DEPOSITO A LA CUENTA FENACQC. AVAL ACADEMICO

BANORTE CUENTA: 0261920462 - s .
CLABE: 072580002619204620 Facultad de Medicina, UANL. 10 hrs. de Educacion Continua
ENVIAR COMPROBANTE DE PAGO

CON NOMBRE COMPLETO Y TIiTULO A: COSTOS:
qcb.luz.rojas@gmail.com Quimicos: $800.00 w

***Concluir su inscripcion despues del pago

enviando un correo a: educonmed@msn.com Técnicos / Estudiantes / Quimico Certificado: $700.00 w

12



CURSOS PRE-CONGRESO (Continuacion...)
Curso 3

XX Congreso Nacional de Quimica
Clinica y Medicina de Laboratorio

EXPOLAB EN LINEA 2020

Curso-Pre-Congreso Il

14 08
PONENTES:

-
¥ MASS. Luis Alberto Huesca Pizarro Gasometrl?? Fase
[ Dr. Juan Miguel Teran Soto PrE'Analltlca’ e

-
[ Dra. Diana Gabriela Gomez Delgadillo Interpretaclon

INTRODUCCION

La gasometria es una técnica de monitorizacion
respiratoria invasiva que permite, en una muestra
de sangre, determinar el pH, las presiones de
oxigeno y dioxido de carbono y la concentracion
de bicarbonato.

OBJETIVO

Que los asistentes adquieran conocimientos del
funcionamiento normal de la hemostasia, las
patologias mas frecuentes que la alteran y las
pruebas de laboratorio para identificarlas.

PROGRAMA

1.- Introduccion sobre la importancia del pre andlisis en la determinacion de los Gases en sangre

2.- Materiales y dispositivos de recoleccion adecuados.

3.- Toma de muestra: Requisitos minimos, sitios y tipo de puncion para una Gasometria arterial,

venosa y capilar.

4.- Transporte, conservacion y manipulacion de la muestra: Recomendaciones

5.- Criterios de aceptacion y rechazo de una gasometria arterial, venosa y capilar.

6.- Variaciones en la afinidad HB-Oxigeno. Gases sanguineos y equilibrio Acido-base y sistema

buffer.
7.- Acidosis y alcalosis metabdlica y respiratoria.
8.- Trastornos &cido-base

9.- Resolucién de casos.

9.- Activacién endotelial y trombosis asociada a COVID-19

10.-El laboratorio en la era del COVID-19 (realmente necesitamos mas pruebas?)

13



FENACQC.

XX Gongreso Nacional de Quimica
Clinica y Medicina de Laboratorio

EXPOLAB EN LINEA 2020

Curso Pre-Congreso lll
21 DE NOVIEMBRE

Fundamentos y Avances de Inmunologia
en la era COVID

PONENTE: Dr. C. Carlos Alberto Nufiez Alvarez

Transmision en linea
https://www.educon.mx/plataforma/login
Transmision los dias 21y 22

INSCRIPCIONES:
DEPOSITO A LA CUENTA FENACQC. AVAL ACADEMICO

BANORTE CUENTA: 0261920462 o - .
CLABE: 072580002619204620 Facultad de Medicina, UANL. 10 hrs. de Educacion Continua
ENVIAR COMPROBANTE DE PAGO

CON NOMBRE COMPLETO Y TiTULO A: COSTOS:
qcb.luz.rojas@gmail.com Quimicos: $800.00 v

***Concluir su inscripcion despues del pago

enviando un correo a: educonmed@msn.com Técnicos / Estudiantes / Quimico Certificado: $700.00 .
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CURSOS PRE-CONGRESO (Continuacion...)
Curso 4

XX Congreso Nacional de Quimica
Clinica y Medicina de Laboratorio

EXPOLAB EN LINEA 2020

Curso Pre-Congreso lll

21 DE NOVIEMB

Fundamentos y Avances de Inmunologia
en la era COVID

PONENTE: Dr. C. Carlos Alberto Nufiez Alvarez

TEMA PONENTE
1.- De Jenner a la inmunologia actual Dr. Julio Granados Arriola
2.- HLA asociado al SARS-CoV2 Dr. Julio Granados Arriola
3.- Respuesta inmune celular. Papel del Dra. Diana GOmez Martin

linfocito T asociada al SARS-CoV2

4.- Respuesta inmune innata. Participacion del  Dr. Jiram Torres Ruiz

neutrofilo asociada al SARS-CoV?2

5.- Respuesta inmune humoral. Participacion de Dra. Elizabeth Olivares Martinez
los linfocitos B y anticuerpos

6.- Citocinas. De tormentas y huracanes Dr. Diego F. Hernandez Ramirez
7.- Endotelio vascular. Inmunotrombosis: QC. Brenda Sarai Zufiga Ascencio
Mecanismo de defensa en COVID-19

8.- Inmunologia y nutricién. Estado Dr. Ivan Torre Villalvazo

proinflamatorio asociado a la nutricion en

tiempos de COVID

9.- Laboratorio y COVID. Pruebas para SARS-  Dr. C. Carlos Alberto Nufiez-Alvarez
CoV2. ¢ Realmente necesitamos mas pruebas?

15



Educacion Continua

FENACQC Medicina UANL
CONGRESO NACIONAL
DE QUIMICA CLINICA
Y MEDICINA DE LABORATORIO

PROGRAMAACADEMICO

MODALIDAD VIRTUAL
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CONGRESO NACIONAL
DE QUIMICA CLINICA
Y MEDICINA DE LABORATORIO

Sabado 5 de Diciembre del 2020

PROGRAMA

Panorama Actual del COVID-19 en México y el Mundo
Dr. Arturo Galindo Fraga

Guia; Conservacion y Transporte de Muestras en Areas Criticas
QFB Arturo Neftali Vivas Rauda

Endotelio vascular: protagonista de la activacion hemostética y trombosis en
COVID-19
QC Brenda Sarai Zufiiga Ascencio

De la Hemorragia a la trombosis: manejo integral de pruebas viscoelasticas
Aplicados a la clinica
Dra. Diana Gabriela Gémez Delgadillo

Genética de las Neoplasias Hematoldgicas
Dr. C. Oreth Montero Ruiz

Interpretacion de las Alarmas en los Equipos Automatizados
LQC. Elizabeth Le6n Moreno

Lesiéon durante el almacenamiento de Eritrocitos, Plaguetas y Plasma
MC. Guillermo Escamilla Guerrero

Biomarcadores de la Funcion Hepatica
Dr. C. Sergio I. Alva Estrada

Utilidad de las Tecnologias Omicas en la Enfermedad del Higado Graso
Dr. C. Paula Cordero Pérez

Vision Integral de la Hepatitis C: Deteccion Temprana y Calidad Diagnéstica
Para su Control
QFB. Juan Moreno Espinoza

17



CONGRESO NACIONAL
DE QUIMICA CLINICA
Y MEDICINA DE LABORATORIO

Domingo 6 de Diciembre del 2020

PROGRAMA

Recomendaciones para el Informe de Resultados Microbiol6gicos
QBP. Domingo Sanchez Francia

Resistencia a Antibidticos
Dr. Salvador Gregorio Vazquez Figueroa

Estados pro-inflamatorios asociados a la nutricion en tiempos de COVID-19
Dr. Ivan Torre Villalvazo

El ABC de la Microscopia
Ing. Sergio Alejandro Galvan Paez

Métodos para Evaluar la Fragmentacion del ADN Esperméatico
MC. Martha Merino Ruiz

La Bioseguridad y la Biocustodia en tiempos de COVID-19
MC. Luis Ochoa Carrera

Estrategias para mejorar la eficiencia de laboratorio a partir del plasma como
innovacion pre analitica
Bact. Jhoana Hernandez Casallas

Utilidad clinica de las pruebas genéticas moleculares en el Alzheimer
Dr. Eduardo Garza de la Penia.

Panorama Mundial de las Enfermedades Emergentes
Dr. Javier Ramos Jiménez

Diagnéstico y Seguimiento por el Laboratorio de Arbovirus
Dr. Héctor Vivanco Cid

18
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FENACQC

CONGRESO NACIONAL
DE QUIMICA CLINICA
Y MEDICINA DE LABORATORIO

Premio de Investigacion

“Dr. Manuel Antonio Rodriguez Quintanilla”

SESION DE

TRABAJOS LIBRES

RESUMENES IN EXTENSO
MODALIDAD EXPOSICION VIRTUAL

19



CONGRESO NACIONAL
lﬁggg DE QUIMICA CLINICA
Y MEDICINA DE LABORATORIO

FENACQC

SESION DE TRABAJOS LIBRES
MODALIDAD VIRTUAL

Trabajos Participantes

En la plataforma de la pagina del Congreso habra una pestaia para
los trabajos, al abrir se veran como cuadros, se elige uno y se abre el
poster para poder leerlo, también tendran en la parte inferior un
recuadro para escuchar la presentacion en forma oral con
diapositivas. Los audios tienen una duracién maxima de diez
minutos.

No se dispone de audio para los trabajos 1,5y 7

Los trabajos de investigacion estaran disponibles en la pagina del Congreso a
partir de las 12:00 horas del viernes cuatro hasta el martes ocho de diciembre.

20



INTEGRACION, SUPERACION Y SERVICIO

FENACQC

NO.

C1

C2

C3

C4

TRABAJOS PARTICIPANTES

TITULO DEL TRABAJO
ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA Y
ANTIFUNGICA IN VITRO
DE CURCUMA LONGA L.
FRENTE A
MICROORGANISMOS DE
IMPORTANCIA CLINICA
FACTORES
PREDICTORES DE LA
CALIDAD DE LOS
CONCENTRADOS
PLAQUETARIOS
OBTENIDOS A PARTIR
DE SANGRE TOTAL.
REPORTE DEL BANCO
DE SANGRE DEL
HOSPITAL
UNIVERSITARIO “DR.
JOSE E. GONZALEZ”
EVALUACION DE LOS
ALGORITMOS
PREDICTIVOS DEL
EQUIPO Trima Accel v.6 Y
CORRELACION CON EL
CONTROL DE CALIDAD
DE CONCENTRADOS
PLAQUETARIOS Y
CITOMETRIA HEMATICA
POST-AFERESIS
CORRELACION DE LAS
CONCENTRACIONES
SERICAS DE FERRITINA
CON PARAMETROS
DEMOGRAFICOS Y DE
LABORATORIO Y SU
ALTERACION POR
DIVERSAS CONDICIONES
CLINICAS EN PACIENTES
CON HEPATOPATIAS

AUTORES

Eloisa Dominguez Trejo®,
Eduardo Rivadeneyra
Dominguezz, Juan Francisco
Rodriguez Landa®

Eduardo Cienfuegos Pecina®?*;
Erika Rubi Leal Nava'*; Luz
Elena Avilés Rodriguez’; Jorge
Martin Llaca Diaz"; Fernando
Pérez Chavez'; Rogelio Cézares
Tamez'; Erik Alejandro Diaz
Chuc.

Eduardo Cienfuegos Pecina™?;
Erika Rubi Leal Nava®; Luz
Elena Avilés Rodriguez’; Jorge
Martin Llaca Diaz'; Fernando
Pérez Chavez'; Rogelio Cézares
Tamez"; Erik Alejandro Diaz
Chuc.

Ramiro Tijerina Mérquez *,
Oscar Humberto Mendoza
Hernandez, Eduardo
Cienfuegos Pecina’ Jes(s
Alejandro de la Torre
Hernandez, Gustavo Rafael
Govea Torres', Linda Mufioz
Espinosa’, Paula Cordero Pérez*

21

INSTITUCIONES

Maestria en Laboratorio Clinico,
Universidad Veracruzana®; Facultad de
Quimica Farmacéutica Biol6gica,
Universidad Veracruzana®; Instituto de
Neuroetologia, Universidad
Veracruzana®

Departamento de Patologia Clinica,
Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez”, Universidad Autonoma de
Nuevo Leon'; Unidad de Higado,
Departamento de Medicina Interna,
Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez”, Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn®

Departamento de Patologia Clinica,
Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez”, Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn'; Unidad de Higado,
Departamento de Medicina Interna,
Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez”, Universidad Autonoma de
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y ANTIFUNGICA IN VITRO DE CURCUMA LONGA L.
FRENTE A MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA CLINICA
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1. Introduccién

Las infecciones bacterianas y las fungicas se presentan con mayor frecuencia fuera del ambiente
hospitalario (Daza-Pérez, 1998). Las infecciones son de etiologia maltiple, inician de forma aguda y
pueden evolucionar a un estado crénico. Las bacterias y sus mecanismos de resistencia a numerosos
farmacos se localizan en diversos cuadros clinicos (Zurita, 2017). Las infecciones fungicas, afectan
aproximadamente a 300 millones de personas de todos los grupos de edad; el cuadro clinico provocado
por estos microorganismos es variado, va desde una infeccion de la piel, infeccidn en la cornea hasta
infeccion pulmonar grave (Zurita, 2017). EI aumento de la resistencia de los microorganismos a los
antimicrobianos y a los antifungicos es una problematica presente en la atencién de infecciones
asociadas al cuidado de la salud. En este sentido se ha propuesto que una posible alternativa a este
problema podria encontrarse en compuestos naturales con actividad “antioxidante” ampliamente
utilizados en la industria alimentaria, los cuales son usados como complemento o suplemento
alimenticio en la dieta habitual (Falco et al., 2011; Méndez Alvarez et al., 2016) Durante mucho
tiempo, las plantas medicinales se utilizaron como tratamiento en diversas enfermedades infecciosas.
La busqueda, caracterizacion y evaluacion de moléculas con actividad bioldgica, aisladas de fuentes
naturales, es cada vez méas frecuente. La identificacion de nuevos compuestos con actividad
antimicrobiana es una rama de la investigacion que cobra mayor fuerza dentro de la medicina
tradicional (Falco et al., 2011). Es necesario indagar de una forma méas profunda la actividad
antimicrobiana ya que, puede existir una variacion entre cepas de una misma especie bacteriana o de un
hongo. Numerosos estudios indican que los extractos hidroetandlicos de algunas plantas tienen
actividad antimicrobiana y/o antifingica, por ejemplo, los compuestos catecol, pirogalol, acidos
cinamico y cafeico obtenidos del tomillo (Thymus vulgaris), la manzanilla (Matriarca chamomilla) y la
gayuba (Arctostaphylos uva ursi), se utilizan en infecciones urinarias (Domingo, 2003). EI mismo caso
sucede con los aceites esenciales, como el de mentol obtenido de la menta (Menta piperita) y la
capsaicina proveniente del pimiento rojo (Capsicumm annuum). La busqueda de nuevas moléculas de
origen natural con actividad antimicrobiana y/o antifungica se ha realizado en afios recientes; tal es el
caso de Curcuma longa L., la cual ha sido utilizada desde la antigiiedad como condimento, colorante y
estimulante aromatico; ademés de conferirle propiedades antifingicas, antimicrobianas,
antiparasitarias, antivirales, antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas.
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Gupta y colaboradores (2015) reportaron la eficacia de las fracciones de curcuma y su efecto
inhibitorio sobre las cepas de origen clinico de S. aureus; en otro estudio realizo por Méndez Alvarez et
al., (2016), describieron el efecto potencial antimicrobiano y antifungico de los extractos de clrcuma,
utilizaron las cepas de E. coli, S. aureus, Salmonella typhi y Candida albicans las muestras inhibieron
el crecimiento de E. coli y Salmonella typhi. En su estudio, utilizaron las cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus sp., Salmonella sp. y Bacillus sp., asi como
las cepas de referencia de S. aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923, P.
aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 y K. pneumoniae ATCC 700603. Dentro de sus
resultados destacan la actividad antimicrobiana en el 50% frente a K. pneumoniae ATCC 700603 y E.
coli, los otros microorganismos presentaron un 17 y 42% de actividad antimicrobiana.

Debido a esto, en el presente trabajo se utilizé el suplemento alimenticio Turmeric (GNC Herbal Plus)
Curcuma con la finalidad de determinar su potencial actividad antimicrobiana y antifungica en
microorganismos de importancia clinica.

2. Metodologia

Material y equipo. Se utilizaron cépsulas del suplemento alimenticio a base de Curcuma longa L.
(extracto estandarizado de raiz de cdrcuma 350mg).

Cultivo de microorganismos y otros reactivos. El cultivo se llevo a cabo en tubos inclinados con
agar de soya y tripticaseina (Marca DIBICO). Las bacterias que se utilizaron fueron donadas por
el cepario de la Facultad de Bioanalisis de la Universidad Veracruzana Region Xalapa, siendo las
siguientes: Gram positivas Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus epidermidis, Sarcina lutea, Enterococcus
faecalis; las bacterias Gram negativas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Proteus mirabilis, Proteus sp., Serratia marcescens, los hongos fueron los siguientes:
Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Candida sp.,
Candida dubliniensis, Candida famata, Candida krusei.

Ensayo de la actividad antimicrobiana y antifungica. La actividad antimicrobiana y antifungica se
evalu6 frente a cepas de los microorganismos descritos anteriormente. Se determind por la técnica de
difusién en agar de acuerdo al protocolo establecido en el manual The Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), para obtener los respectivos halos de inhibicion de crecimiento de los
microorganismos (Cona, 2002). Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana y antifungica se hizo
con el método de difusion en disco de papel-agar de acuerdo a lo descrito por Balier-Kirby (1966). Las
cepas de los microorganismos se cultivaron en cajas con medio de cultivo segln sea el caso (Agar de
soya Yy tripticaseina para las bacterias y Agar biggy para los hongos) durante un periodo de 18 a 24 h
(Cona, 2002). De cada cepa se tom0O una muestra representativa y se coloc6 en un tubo con solucion
salina para obtener una turbidez igual a la del tubo 0.5 de la escala de McFarland (concentracion de 1.5
X 10® cel/mL). La suspension bacteriana se aplico en placas de agar Miieller-Hinton utilizando un
hisopo estéril, por siembra masiva con la finalidad de distribuir de forma homogénea sobre la superficie
de la placa (Cona, 2002). Se prepard una solucion stock con el suplemento alimenticio disuelto en
etanol en diferentes concentraciones (30mg/ml, 27mg/ml, 24mg/ml, 21mg/ml, 18mg/ml) después, los
discos de papel filtro tipo Whatman del No. 42, de 6 mm de diametro se impregnaron en cada solucion.
Posteriormente, se colocaron sobre la superficie los discos previamente impregnados con los
suplementos de Curcuma longa L; se incubaron durante un periodo de 18 a 24 h a 37° C (Cona, 2002).
La actividad antimicrobiana y antifangica se determind midiendo el halo de inhibicion en milimetros.
Como control positivo se utilizaron los antibiéticos: Ciprofloxacina para las bacterias Gram negativas y
para las bacterias Gram positivas se utilizo el antibiotico Vancomicina (Cona, 2002) Todos los ensayos
se realizaron por triplicado.
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Disefio experimental. El tipo de disefio del estudio fue experimental (Donis JH, 2013) El anélisis
estadistico se realizo de forma descriptiva y se determinaron frecuencias absolutas usando el software
JMP version 14.0.

3. Resultados

La actividad antimicrobiana de Curcuma longa L., se probd en un total de 21 cepas (100%). En la tabla
1 se presenta el resultado de la actividad antimicrobiana de Curcuma longa L., frente a bacterias Gram
positivas. El 42.85% presento actividad antimicrobiana sélo con la concentracion de 30mg/dl.

Tabla 1. Resultado del ensayo de actividad antimicrobiana para bacterias Gram positivas

Bacteria/ Control 30mg/dl  27mg/dl 24mg/dl 21mg/dl 18mg/dI Control
Tratamiento negativo positivo
Disco de Vancomicina
papel filtro (30pg)
Staphylococcus - + - - - - ¥
aureus
Streptococcus - - - - - - +
pyogenes
Streptococcus - - - - - - +
agalactiae
Staphylococcus - + - - - - I

saprophyticus

Staphylococcus - + - - - - +
epidermidis
Sarcina lutea - - - - - - I
Enterococcus - - - - - - ¥
faecalis

Fuente: Construccion a partir de datos propios

-: Sin actividad antimicrobiana

+: Con actividad antimicrobiana

En la tabla 2 se muestran los resultados de la actividad antimicrobiana de Curcuma longa L., frente a
bacterias Gram negativas. El 16.66% presentd actividad antimicrobiana en la concentracion de
30mg/dl.
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Tabla 2. Resultado del ensayo de actividad antimicrobiana para bacterias Gram negativas

Bacteria/ Control  30mg/d 27mg/d 241mg/d 21mg/d 18mg/d  Control
Tratamient negativo I I I | | positivo
0 Disco de Ciproflox
papel acina
filtro (5pg)
Escherichia - + - - - - +
coli
Pseudomon - - - - - - +
as
aeruginosa
Pseudomon - - - - - - +
as
fluorescens
Proteus - - - - - - +
mirabilis
Proteus sp. - - - - - - +
Serratia - - - - - - +
marcescens

Fuente: Construccidn a partir de datos propios
-1 Sin actividad antimicrobiana
+: Con actividad antimicrobiana

En la tabla 3 se describen los resultados de la actividad antimicrobiana de Curcuma longa L., frente a
hongos. El 50% presento actividad antimicrobiana en la concentracion de 30mg/dl.

Tabla 3. Resultado del ensayo de actividad antifingica

Hongo/ Control 30mg/dl 27mg/dl 241mg/dl 21mg/dl 18mg/di
Tratamiento negativo
Disco de papel
filtro
Candida albicans - + - - - -
Candida - - - - - -
parasilopsis
Candida tropicalis
Candida - - - - - -
guilliermondii
Candida sp. - + - - - -
Candida - + - - - -
dubliniensis
Candida famata - - - - - -
Candida kruseli - + - - - -
Fuente: Construccion a partir de datos propios
-: Sin actividad antimicrobiana
+: Con actividad antimicrobiana

29



4. Discusion

De acuerdo a lo reportado por diversos estudios (Gupta, A., et al., 2015; Gul, P., y Bakht, J. 2015);
(Méndez Alvarez et al., 2016) los resultados descritos en el presente trabajo, coinciden en el efecto de
la actividad antimicrobiana de Curcuma longa L., frente a microorganismos de importancia clinica, sin
embargo, la metodologia propuesta es diferente ya que, se utilizaron distintas cepas y concentraciones,
por lo que los datos que se describen en los resultados son una aportacion novedosa con respecto a lo
reportado en la literatura.

5. Conclusiones

La actividad antimicrobiana y antifingica de Curcuma longa L., quedd demostrada en los
microorganismos en una concentracion de 30mg/dl. Para estudios posteriores, se aumentara la
concentracion para verificar hasta qué punto sigue siendo eficaz la actividad antimicrobiana.
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1. Introduccion

Los concentrados plaquetarios (CP) son el tercer hemocomponente mas transfundido en Meéxico,
después del concentrado eritrocitario y del plasma fresco congelado; tan solo en el afio 2010, se
transfundieron 505,417 CP en el territorio nacional™. Estos se componen de plagquetas obtenidas de un
donador, dispersas en alrededor de 50 mL de plasma mezclado con anticoagulante®. Ademés de la
plaquetoféresis, los principales métodos para su obtencion son el método del plasma rico en plaquetas
(PRP) y el método del buffy coat (BC)E!. A pesar de la ventaja terapéutica que implican los CP
obtenidos por aféresis (al provenir de un solo donante, el riesgo de aloinmunizacion disminuye
drasticamente), el costo de obtencion de estas unidades es mucho maés alto que el de los CP obtenidos a
partir de sangre total, aunado a una mayor incomodidad para el donadort. La evidencia a favor del uso
del BC en lugar del PRP no es concluyente, aunque se ha reportado que los CP obtenidos a partir del
BC suelen ser de mejor calidad. Dado que la extraccién a partir del BC implica un periodo
prolongado de reposo de la unidad de sangre antes del fraccionamiento, las plaquetas pueden revertir el
proceso de agregacion desencadenado en la flebotomia, obteniendo una cuenta plaquetaria superior con
respecto a unidades de sangre fraccionadas inmediatamente!®!.

A pesar de la mejora en las tecnologias empleadas para el fraccionamiento de hemocomponentes, la
tasa de CP que no cumplen los requisitos de calidad sigue siento alta. Un estudio realizado en el afio
2009 mostrd que solo un 78.2% de los obtenidos a partir del PRP y un 83.9% de los obtenidos a partir
del BC cumplen con un requisito de calidad de >5.5x10™ plaquetas por unidad®. Por ende, es
imperativo el estudio de las causas de esta alta tasa de rechazo para implementar acciones correctivas
que impacten en la eficiencia de la produccion de CP. Se sabe que la cuenta plaquetaria basal del
donador es un factor predictivo del rendimiento final de concentrados plaquetarios obtenidos por
aféresis”), sin embargo, hasta nuestro conocimiento, no se han estudiado de forma exhaustiva las
variables que influyen en la calidad de los CP obtenidos a partir de sangre total en poblacién mexicana.
El objetivo de este proyecto fue determinar si la cuenta plaquetaria o leucocitaria basal es capaz de
predecir la calidad de los concentrados plaguetarios obtenidos a partir del BC.
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2. Metodologia

Este estudio se llevé a cabo en el Banco de Sangre del Departamento de Patologia Clinica del Hospital
Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon. Se evaluaron los
registros de control de calidad de CP, abarcando el periodo que va de enero de 2018 hasta enero de
2020. Para tomar la decision de si un CP cumple o no los requisitos de calidad, se siguieron las
especificaciones de la NOM-253-SSA1-2012, Para la disposicion de la sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos, considerandose como aceptable un contenido de plaquetas mayor
a 6.0x10" células por cada CP, un recuento de leucocitos residuales totales menor a 0.05x10° células
por cada CP. Asi mismo, se consideré como aceptable un volumen >40 mL por cada CP®!.

Tanto las biometrias hematicas de los donadores, como la cuantificacién de plaquetas y leucocitos
residuales en los CP, se realizaron en equipos Cell-Dyn Emerald (Abbott). Las unidades analizadas
fueron obtenidas en bolsas cuddruples GRIFOLS CPD — 450 con sistema top & bottom, conteniendo
solucién de citrato-fosfato-dextrosa como anticoagulante y solucion de cloruro de sodio-adenina-
glucosa-manitol como solucién preservadora para el CE. Después de la flebotomia, se permitié que las
unidades reposaran un periodo de por lo menos 60 minutos a temperatura ambiente. Tras este periodo,
las unidades de sangre fueron centrifugadas en una centrifuga Beckman Coulter J6-MI o en una
centrifuga Presvac DP-2065R Plus. Se realiz6 una centrifugacion inicial (3,500 rpm, por 14 min a 22
°C), con el objetivo de obtener el CE, el PFC y el BC. Para obtener el CP, se permiti6 al BC un periodo
de reposo de entre 2 y 6 horas a temperatura ambiente, para favorecer la disociacion de los agregados
de plaquetas. Posteriormente, los BC fueron centrifugados por 6 minutos, a 1,000 rpm, a 22 °C. Todas
las unidades fueron fraccionadas en equipos GRIFOLS Fractiomatic Plus 2. Los CP se mantuvieron
bajo agitacion constante y suave, a 22 °C hasta su evaluacion.

Para correlacionar el contenido de plaquetas y leucocitos en el CP con las cuentas plaquetaria y
leucocitaria basal, se realizé una prueba de correlacion de Spearman. La evaluacion de la eficacia
predictiva de la asociacion entre las plaquetas y leucocitos basales con el rendimiento plaquetario y
leucocitos residuales en los CP se realiz6 mediante un andlisis de las areas bajo la curva de la
caracteristica operativa del receptor (AUROC), y se estableci6 un punto de corte 6ptimo de la cuenta de
plaquetas de un donador para predecir si el CP obtenido cumplira el requisito de calidad mediante el
método de maximizacion del indice de Youden. Para comparar los valores basales de plaguetas y
leucocitos entre unidades aceptadas y rechazadas se realiz6 una prueba t de Student. Con el objetivo de
comparar las proporciones de CP aceptados y rechazados empleando o no el punto de corte 6ptimo, se
empled una prueba exacta de Fisher. Los datos fueron analizados en el software GraphPad Prism v.
7.04, considerandose como significativa una p < 0.05.

3. Resultados

Se analizaron un total de 196 CP, todos obtenidos a partir del BC. Sus caracteristicas generales se
describen en la Tabla 1. Del total de CP, 151 (77.04%) cumplieron con el requisito de calidad de
6.0x10" plaquetas por unidad. Asi mismo, 138 (70.41%) cumplieron con el requisito de menos de
0.05x10° leucocitos por unidad. Solo un CP (0.51%) no cumplié el requisito de calidad de un volumen
mayor a 40 mL. De forma global, solo 98 CP (50.00%) cumplieron con todos los parametros de la
evaluacion de calidad.

Correlacion entre cuentas plaquetaria y leucocitaria basales y finales

Se observé un coeficiente de correlacion de Spearman de 0.3840 (C195%: 0.2538 — 0.5005; p < 0.0001)
al correlacionar la cuenta plaquetaria basal con el rendimiento plaquetario del CP. No se observo una
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correlacion significativa entre la cuenta leucocitaria basal y los leucocitos residuales en los CP (r =
0.0345; C195%: -0.1103 — 0.1778; p = 0.6314).

Tabla 1. Caracteristicas generales de los concentrados plaquetarios evaluados.

Parametro Valor
Rendimiento plaquetario (IQR) — plaquetas/unidad* 7.86x10™ (6.09x10™ — 9.80x10™)
Cuenta plaquetaria del CP — plaguetas/mm® 1.46x10° + 0.46x10°
Aceptable — No. (%) 151 (77.04)
No aceptable — No. (%) 45 (22.96)
Cuenta plaquetaria basal — plaquetas/mm® 260,755 £ 52,610
Leucocitos residuales (IQR) — leucocitos/unidad* 3.51x10" (3.16x10" — 5.18x10")
Cuenta leucocitaria del CP (IQR) — leucocitos/mm® 600 (600 — 900)
Aceptable — No. (%) 138 (70.41)
No aceptable — No. (%) 58 (29.59)
Cuenta leucocitaria basal — leucocitos/mm® 7,436 = 1,452
Volumen (IQR) — mL* 56.5 (53.8 — 58.5)
Aceptable — No. (%) 195 (99.49%)
No aceptable — No. (%) 1 (0.51%)
Unidades aprobadas 98 (50.00)

*Expresado como mediana (rango intercuartil). Los demas valores estan expresados como media +
desviacion estandar. CP: Concentrado plaquetario; IQR: Rango intercuartil.

Evaluacion de las cuentas plaguetaria y leucocitaria como predictores de calidad

El uso de la cuenta plaguetaria basal como predictor presentd una AUROC significativa de 0.6040,
mientras que la cuenta leucocitaria basal no presentd una AUROC significativa, siendo esta de 0.5222
(Figura 1). Al comparar los valores de la cuenta plaquetaria basal de los donadores de quienes se
obtuvieron CP con un rendimiento plaquetario aceptable y no aceptable, se encontré una diferencia
significativa, con una p = 0.0179 (Figura 2). Por otro lado, al comparar la cuenta leucocitaria basal de
los donadores de quienes se obtuvieron CP con leucocitos residuales aceptables y no aceptables no se
observo diferencia significativa, con una p = 0.7637 (Figura 2).

A) Plaquetas Basales B) Leucocitos Basales

1.0 1.0

0.8 0.8
2 2
S 0.6 = 0.6
> B
& 0.4- S 0.4
7] (72}

0.2 0.2

0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Specificity 1 - Specificity
AUROC: 0.6040 (0.5013-0.7066) AUROC: 0.5222 (0.4358-0.6087)
p =0.0344 p =0.6234
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Figura 1. Analisis de las AUROC para la evaluacién de las cuentas plaquetaria y leucocitaria basales
como predictores del rendimiento plaquetario del CP o de la cuenta de leucocitos residuales,
respectivamente.
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Figura 2. Comparacion de cuentas plaquetarias y leucocitarias basales entre CP con rendimientos
plaquetarios o leucocitos residuales totales aceptables o0 no aceptables. Valores expresados como media
+ desviacion estandar.

Valores predictivos de la cuenta plaquetaria basal como predictor de calidad

Se estableci6 un punto de corte 6ptimo de 231,000 plaquetas/mm? para predecir si un CP cumpliré o no
el requisito de calidad. El uso de la cuenta plaquetaria basal como predictor mostrd una sensibilidad del
78.81% (CI95%: 71.62 — 84.57%), una especificidad del 46.67% (CI195%: 32.94 — 60.92%), valor
predictivo positivo del 83.22% (C195%: 76.24 — 88.45%) y un valor predictivo negativo del 39.62%
(C195%: 27.59 — 53.06%). Al comparar la proporcion de aceptados y rechazados para el parametro de
rendimiento plaquetario empleando el punto de corte (119 aceptados, 45 rechazados) con la proporcién
sin emplearlo, no se observé una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.1744).

4. Discusion

Diversos reportes en la literatura indican que la produccién de CP a partir del BC tiene ventajas
sustanciales comparado con la obtencién a partir del PRP™ % En Ila actualidad, el fraccionamiento
semiautomatizado mediante tecnologias de tipo top & bottom permite acelerar el proceso de obtencién
de CE, PFC y BC para la posterior obtencion de CP, sin embargo, dichas metodologias implican
errores aleatorios por parte del equipo y por parte del operador, los cuales, sumados con la variabilidad
biol6gica de los donadores, afectan a los parametros de control de calidad. Por ende, la busqueda de
estrategias para mejorar la calidad de los CP es de vital importancia. La NOM-253-SSA1-2012 no
detalla los requisitos que debe de cumplir un donador para que los CP obtenidos de su sangre total
cumplan lineamientos de control de calidad™®, por lo que la identificacion de factores del donador
asociados con la calidad de los CP es crucial para identificar a los candidatos para obtener CP a partir
de su sangre total, evitando producir CP de baja calidad terapéutica. En este proyecto, se observo que el
77% de los CP cumplieron con el valor minimo de plaquetas por CP, mientras que solo el 70% de los
CP cumplieron con el valor de leucocitos residuales. Esto es comparable con estudios en los que se ha
observado que CP obtenidos a partir del BC presentan rendimientos plaquetarios aceptables en el 70 —
90% de los casos® *°!. Por otro lado, se ha reportado que mas del 90% de los CP presentan leucocitos
residuales aceptablesi*®, lo cual difiere considerablemente con los resultados de este estudio.

Se observé que las plaquetas basales del donador estan correlacionadas con la cuenta plaquetaria del
CP, no asi los leucocitos del donador. También se observé que la cuenta plaquetaria del donador tiene

34



una moderada capacidad predictiva significativa del rendimiento final de plaquetas en el CP. Sin
embargo, no se puede predecir el valor de leucocitos residuales en el CP basandose en el valor de
leucocitos del donador. La capacidad predictiva de las plaquetas basales se ha observado en estudios en
los que se evalua el control de calidad de CP obtenidos por aféresis, obteniéndose valores comparables
a los de este estudiol”. Por otro lado, se puede inferir que la contaminacién del CP con leucocitos se
lleva a cabo de forma aleatoria, ya sea por error en el equipo de fraccionamiento o por error por parte
del operador. El uso de un punto de corte de 231,000 plaquetas/mm?® para decidir si realizar o no el
fraccionamiento implica que alrededor de un 83% de las unidades provenientes de un donador con
cuenta plaquetaria aceptable aprobarian el control de calidad. Al comparar la proporcion de unidades
aceptadas si se empleara dicho punto de corte con la proporcion global observada en este estudio, no se
observé un beneficio estadisticamente significativo. Esto puede deberse al error aleatorio que presenta
el equipo de fraccionamiento, aunado con el error propio del operador. EI uso de equipos de
fraccionamiento automatizados disminuiria esta variabilidad, permitiendo utilizar la cuenta plaquetaria
del donador como criterio para decidir si se fraccionaran CP 0 no.

5. Conclusiones
e Lacuenta plaquetaria basal de un donador se correlaciona con el rendimiento plaquetario en el
CP, prediciéndolo significativamente, no asi la cuenta leucocitaria con los leucocitos residuales
enel CP.
e El punto de corte 6ptimo de la cuenta plaquetaria basal de un donador es de 231,000
plaguetas/mm?®, sin embargo, el emplearlo no produce un beneficio significativo en la
proporcion de CP aceptados y rechazados obtenidos mediante fraccionamiento semiautomatico.
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EVALUACION DE LOS ALGORITMOS PREDICTIVOS DEL EQUIPO Trima Accel v. 6 Y
CORRELACION CON EL CONTROL DE CALIDAD DE CONCENTRADOS
PLAQUETARIOS Y CITOMETRIA HEMATICA POST-AFERESIS
Eduardo Cienfuegos Pecina™?; Erika Rubi Leal Nava®; Luz Elena Avilés Rodriguez®; Jorge Martin
Llaca Diaz*; Fernando Pérez Chavez'; Rogelio Cézares Tamez*; Erik Alejandro Diaz Chuc’.
Departamento de Patologia Clinica, Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”, Universidad
Auténoma de Nuevo Leén®; Unidad de Higado, Departamento de Medicina Interna, Hospital
Universitario “Dr. José E. Gonzalez”, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn?.

1. Introduccion

Los concentrados plaquetarios (CP) son el tercer hemocomponente mas transfundido en el territorio
nacional, después de los concentrados eritrocitarios y del plasma fresco congelado™. Estos representan
una herramienta terapéutica de vital importancia, para pacientes que padecen de una trombocitopenia
severa, siendo cruciales Fara mantener la hemostasia cuando la cuenta plaquetaria desciende por debajo
de 10,000 células/mm?® 1. Asi mismo, son una parte esencial de la terapia de control de dafios en el
caso de hemorragia masiva, con el fin de mantener la funcién hemostatica™. La guia clinica de
transfusién plaquetaria de la Asociacién Americana de Bancos de Sangre recomienda la transfusion de
CP en pacientes con trombocitopenia iatrogénica y pacientes con terapia antiplaquetaria que desarrollen
hemorragia intracraneal™!.

Los CP son obtenidos mediante tres metodologias principales: a partir del buffy coat (BC), a partir de
plasma rico en plaquetas (PRP) y mediante aféresis plaquetaria®®. Tanto la metodologia del BC como
del PRP permiten obtener los CP a partir de unidades de sangre total. Sin embargo, solo se obtienen
valores de alrededor de 6x10%° plaquetas por CP, un valor muy por debajo de la dosis terapéutica®.
Esto implica que, para tratar a un paciente, deben de transfundirse varios CP, aumentando el riesgo de
aloinmunizacion. La aféresis plaquetaria es un procedimiento que integra la recoleccién de la sangre
del donador, su centrifugacion y extraccion diferencial de plaguetas, y su posterior retorno, logrando
obtener una gran cantidad de plaquetas de forma selectival®. Mediante esta metodologia, puede
obtenerse el equivalente a 10 o mas CP a partir de un solo donador. A pesar de la ventaja terapéutica
que implican los CP obtenidos por aféresis (dado que provienen de un solo donante, el riesgo de
aloinmunizacién disminuye drasticamente), el costo de obtencion de estas unidades es mucho mas alto
que el de los CP obtenidos a partir de sangre total, aunado a una menor incomodidad para el donador!”.
Se han desarrollado algoritmos para predecir el rendimiento plaquetario final tras una donacion por
aféresis a partir de los datos basales del donador, asi como también el efecto en los valores de la
citometria hematica, para extraer una cantidad de plaquetas tal que no induzca un dafio al donante, sin
embargo, la evaluacién de dichos algoritmos no estd ampliamente reportada en la literatura®® °. El
objetivo de este proyecto fue evaluar la correlacion de los algoritmos predictivos del equipo Trima
Accel v. 6 (Terumo BCT) con el control de calidad de los CP y la citometria hematica del donador.
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2. Metodologia

El presente estudio fue realizado en el Banco de Sangre del Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez”. Se analizaron de forma retrospectiva las bitdcoras de control de calidad de CP,
seleccionandose aquellos obtenidos mediante plaquetoféresis. Se analizaron los datos de 90 CP,
obtenidos en el periodo que va de enero de 2019 a enero de 2020. Se evaluaron las variables de sexo,
edad, IMC, volemia calculada, presion arterial diastolica y sistolica pre y post-aféresis, frecuencia
cardiaca pre y post-aféresis, temperatura corporal pre y post-aféresis, grupo sanguineo, cuenta
plaquetaria y hematocrito pre-aféresis, rendimiento plaquetario calculado y final, y plaquetas y
hematocrito post-aféresis calculados y finales. Se considerd un rendimiento > 6x10* plaquetas por CP
para poder ser denominado doble cosecha. Todos los donadores cumplieron con los requerimientos
estipulados por la NOM-253-SSA1-2012, Para la disposicién de la sangre humana y sus componentes
con fines terapéuticos'®.

Las citometrias hematicas de los donadores y la cuantificacion de plaquetas en los CP fueron realizadas
en un equipo Cell-Dyn Emmerald (Abbott). Los procedimientos de aféresis fueron realizados en un
equipo de separacion celular de flujo continuo Trima Accel v. 6 (Terumo BCT). Como anticoagulante
se emple6 una solucién de citrato-fosfato-dextrosa (CPD). Los CP fueron mantenidos a una
temperatura de 25 °C en agitacion constante hasta su uso.

Se evaluo la distribucién de los datos mediante una prueba de Shapiro-Wilk. Para comparar los valores
de presion arterial, temperatura, frecuencia cardiaca, cuenta plaquetaria y hematocrito pre y post-
aféresis, se empled una prueba t de Student para muestras apareadas o una prueba de rangos con signo
de Wilcoxon para muestras dependientes, dependiendo de la distribucién de los datos. Se
correlacionaron los valores calculados de rendimiento, hematocrito post-aféresis y cuenta plaquetaria
post-aféresis con los valores reales mediante una prueba de correlacién de Pearson, asi como mediante
un analisis de regresion lineal. El sesgo de los valores calculados se evalué mediante una prueba de
Bland-Altman. Asi mismo, se correlaciond la cuenta plaquetaria basal del donador con los valores
finales de rendimiento plaquetario. El andlisis estadistico fue realizado en los software GraphPad Prism
v. 7.04 y MedCalc v. 19.1.3. Los resultados se presentan como media + desviacion estandar o mediana
(rango intercuartil), dependiendo de su distribucion.

3. Resultados

Del total de los CP, 10 (11.1%) fueron obtenidos a partir de mujeres, mientras que 80 (88.9%) fueron
obtenidos a partir de hombres. Los donadores tuvieron una mediana de edad de 31 afios (rango
intercuartil: 22.5 — 40 afios), con un IMC de 29.5 + 4.6 kg/m® Del total de donadores, 29 (32.2%)
fueron de grupo sanguineo A; positivo, 2 (2.2%) A; negativo, 6 (6.7%) B positivo, 1 (1.1%) B negativo,
47 (51.1%) O positivo y 5 (5.6%) O negativo. 26 CP (28.8%) fueron considerados como cosecha
sencilla, y 64 fueron considerados como cosecha doble. Los valores de los signos vitales y de la
citometria hematica pre y post-aféresis se muestran en la Tabla 1.

Se observé una correlacion de moderada a fuerte entre los valores calculados y finales para el
rendimiento plaguetario, cuenta plaquetaria y hematocrito post-aféresis (Figura 1). El analisis de Bland-
Altman mostré un sesgo significativo de -5,413.8 células/mm? (1C95%: 1.4053 — 9.4223; p = 0.0087)
para la prediccién de la cuenta plaquetaria post-aféresis. No se observd un sesgo significativo al
comparar el valor calculado de hematocrito post-aféresis con el valor real (sesgo = -0.1058%; 1C95%: -
0.5488 — 0.3371; p = 0.6360). Por otro lado, se observé un sesgo significativo al comparar los valores
de rendimiento calculado contra el rendimiento real, siendo este de -0.7149x10" células (1C95%: -
0.9581 — -0.4716; p < 0.0001). Asi mismo, se observd una correlacion pobre entre los valores de la
cuenta plaquetaria basal y el rendimiento plaquetario final (Figura 2).
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Tabla 1. Valores de signos clinicos y citometria hemética pre y post-aféresis

Variable Valor pre-aféresis Valor post-aféresis p
Presion arterial sistolica 110 (110 - 120) 110 (110 —120) 0.6940+
(mmHg)*

Presion arterial diastolica 70 (60 — 80) 71 (70 — 80) 0.0009+
(mmHg)*

Temperatura corporal (°C) 36.67 +0.44 36.63 £ 0.45 0.1860%
Frecuencia cardiaca 79.5 (70.5 - 85) 78 (70 — 80) 0.4798%
(latidos/minuto)*

Cuenta plaquetaria 255,000 (234,500 — 182,000 (159,000 — <0.00017
(células/mm?3)* 295,500) 212,500)

Hematocrito (%) 46.46 + 2.91 4551+ 35 <0.00013%

*Valores expresados como mediana (rango intercuartil). TPrueba de rangos con signo de Wilcoxon
para muestras dependientes. fPrueba t de Student para muestras dependientes.
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Figura 2. Correlacion de la cuenta plaquetaria basal con el rendimiento plaquetario calculado. R:
Coeficiente de correlacion de Pearson; R% Coeficiente de determinacion.

4. Discusion

Los algoritmos patentados por los fabricantes de equipos de aféresis permiten identificar de manera
oportuna a aquellos donadores de quienes se pueda realizar una extraccion de un doble producto
plaquetario, dado que el costo del instrumental necesario para realizar un proceso de aféeresis es
elevado’®. Es crucial que el proceso de donacién de hemocomponentes no cause un dafio al donador.
En el presente estudio, se observo que, de los signos vitales evaluados de rutina, solo la presién arterial
diastdlica presentd un cambio significativo antes y después de realizarse la aféresis. Se ha reportado
que entre las reacciones adversas en donadores por aféresis, son las reacciones vasovagales las que
implican una alteracion en la presion arterial sistémical''). Esta aparente discrepancia con la literatura
puede deberse a la imprecision de las mediciones de la presion sanguinea por medio de un
baumanometro convencional mas que a un efecto clinico relevante. Al evaluar los cambios en el
hematocrito pre y post-donacion, se observé una disminucion significativa de este, lo cual concuerda
con datos reportados en la literatura. Un metaanalisis publicado en 2019 mostro que la plaquetoféresis
influye negativamente en el hematocrito, hemoglobina y recuento eritrocitario, en parte debido a la
pérdida[lge pequefias cantidades de sangre durante el proceso, asi como también a procesos de lisis
celular~.

Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de los algoritmos predictivos de hematocrito y cuenta
plaquetaria post-aféresis, asi como del rendimiento plaquetario final mostraron una correlacion de
moderada a fuerte con los valores reales, sin embargo, el andlisis de Bland-Altman mostrd que los
algoritmos para el célculo de la cuenta plaquetaria post-aféresis y del rendimiento plaquetario final
presentan un sesgo negativo significativo. Esto implica que los algoritmos subestiman los valores reales
de cuenta plaquetaria y rendimiento, no asi el hematocrito post-aféresis. Esto concuerda con reportes
previos, los cuales describen que los algoritmos de los equipos Trima Accel infravaloran los
rendimientos plaquetarios finalest® **!,

Diversos estudios en la literatura han reportado fuertes correlaciones entre los valores de la cuenta
plaquetaria basal ?/ el rendimiento plaquetario, con coeficientes de correlacién de Pearson que van de
0.510 hasta 0.708!® ® | os resultados del presente reporte muestran una discrepancia importante con
la literatura, mostrando una correlacion pobre entre la cuenta plaquetaria basal y el rendimiento final. A
pesar de que el tamafio de muestra es una limitacion de este estudio, los resultados obtenidos permiten
evaluar la capacidad predictiva de los algoritmos del equipo Trima Accel, demostrando que, si bien
tienen una buena correlacion con los valores reales, no pueden reemplazar una medicion directa, como
una citometria hematica post-donacion.

. Conclusiones

e La donacion de plaquetas por aféresis produce una disminucion significativa del hematocrito y la
cuenta plaquetaria del donador.

e Existe una correlacién moderada a fuerte entre los valores de hematocrito y cuenta plaquetaria post-
aféresis y rendimiento plaquetario final y los valores calculados por el equipo Trima Accel v. 6.,
habiendo un sesgo negativo significativo en la prediccion del hematocrito y cuenta plaquetaria post-
aféresis.

e EXxiste una correlacion significativa entre la cuenta plaquetaria basal y el rendimiento plaquetario,
sin embargo, esta es menor a la reportada por otros estudios.
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CORRELACION DE LAS CONCENTRACIONES SERICAS DE FERRITINA CON
PARAMETROS DEMOGRAFICOS Y DE LABORATORIO Y SU ALTERACION POR
DIVERSAS CONDICIONES CLINICAS EN PACIENTES CON HEPATOPATIAS
Ramiro Tijerina Marquez *, Oscar Humberto Mendoza Hernandez®, Eduardo Cienfuegos Pecina® Jesus
Alejandro de la Torre Herndndez', Gustavo Rafael Govea Torres', Linda Mufioz Espinosa’, Paula
Cordero Pérez*

Centro de Hepatologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzélez” de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leon

1. Introduccion

El hierro es un micronutriente esencial con multiples funciones dentro del cuerpo humano,
principalmente: transporte de oxigeno y funciones enzimaticas. Las células pueden almacenar hasta
4,500 atomos de hierro por molécula de ferritina, una proteina multimérica soluble de 24 monémeros,
compuesta de dos tipos de subunidades, la subunidad H, la mas Pesada con respecto a la migracion
electroforética y la subunidad L siendo la mas ligera de las dos. ?! A pesar de su descubrimiento en la
década de 1930 por Laufberger !, cientifico francés, no fue utilizada como prueba de laboratorio hasta
los afios 70. ™ La ferritina se puede encontrar a nivel extracelular y a nivel intracelular (en
mitocondrias y citosol) en casi todos los tipos de tejido. Esta proteina permite la biodisponibilidad de
hierro frente a su disminucién en suero, a menudo debido a sangrado o falta de consumo dietético. La
ferritina sérica es una herramienta clinica importante para la evaluacién de enfermedades comunes
como anemia causada por deficiencia de hierro y otras poco comunes como la terapia de transfusion
cronica y la hemocromatosis. !

El higado desempefia un papel esencial en el metabolismo del hierro. Esta bien documentado que, en
las enfermedades hepéticas "', especialmente las crénicas, como la infeccién crénica por el virus de
hepatitis C (VHC), enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA), enfermedad hepética
alcohdlica (EHA) y hepatitis autoinmune (HAI), asi como en el sindrome metabolico (SM) se
presentan niveles elevados de ferritina sérica. [ También se le ha descrito como un marcador de
inflamacion aguda y cronica. Sus niveles se elevan por encima de la media estandar en una serie de
estados proinflamatorios, no obstante, éstos no reflejan verazmente la cantidad de hierro disponible en
ese momento; este almacenamiento se encuentra secuestrado y no esté listo para su uso. ! Con base en
lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue describir los niveles de ferritina sérica de una poblacion
con hepatopatia, evaluada en un centro de hepatologia del noreste de México y su posible correlacion
con otros marcadores bioquimicos y comorbilidades.
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2. Metodologia

Se realiz6 un estudio retrospectivo en pacientes que acudieron al Centro de Hepatologia del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” durante el periodo que abarco de enero de 2015 a enero de
2020. Se incluyeron 165 sujetos de ambos sexos (80 hombres, 85 mujeres) con un promedio de edad de
54.4 afios dentro de un rango de 17-80 afios, a los cuales se les cuantifico la concentracion de ferritina
sérica dentro de su evaluacion bioquimica. Asi mismo, se evaluaron los resultados de diferentes
biomarcadores tales como: glucosa, urea, creatinina, acido drico, alanina aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST), gamma glutamil transpeptidasa (GGT), lactato deshidrogenasa
(LDH), bilirrubina total (BT), bilirrubina directa (BD), fosfatasa alcalina (FA), albdmina, colesterol
total (CT), colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos (TG), indice aterogénico (COL/HDL) y
lipidos totales. Del mismo modo se analizaron parametros hematologicos tales como eritrocitos;
hemoglobina (HB); hematocrito (HTO); volumen corpuscular medio (VCM); hemoglobina corpuscular
media (HCM); concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM); plaquetas; leucocitos;
tiempo de protrombina (TP) y el cociente internacional normalizado (INR). También se evaluaron
niveles séricos de alfa-fetoproteina (AFP); asi como también se realizaron pruebas especiales tales
como FibroMax (FibroTest, SteatoTest, ActiTest, NashTest y AshTest); pruebas seroldgicas para
hepatitis B y C; y serologia autoinmune, incluyéndose pruebas como anticuerpos anti-nucelares (ANA),
anticuerpos anti-mitocondriales (AMA), anticuerpos anti-musculo liso (SMA) y anticuerpo anti-
microsoma de higado y rifion. Dentro de los parametros clinicos se evaluaron indice de masa corporal
(IMC), diabetes mellitus tipo Il (DMII), hipertension arterial sistémica (HAS), presencia de ascitis,
consumo de alcohol (gr/semana) y hallazgos endoscopicos (varices esofagicas).

Se realizaron pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para evaluar la distribucion de los datos. Se
evaluo la correlacion de variables numéricas con la concentracién de ferritina sérica mediante pruebas
de correlacion de Spearman. Se compararon las concentraciones de ferritina sérica entre ambos sexos,
asi como entre pacientes con presencia de varices esoféagicas de distinta severidad, presencia o ausencia
de ascitis, obesidad de distintos grados, presencia o ausencia de diabetes, hipertension arterial,
hipertension portal, distintos grados de fibrosis, esteatosis, esteatohepatitis y de acuerdo con su
etiologia de base, empleando pruebas de Kruskal-Wallis con analisis post hoc de Dunn, o pruebas U de
Mann-Whitney, dependiendo el caso. El analisis de los datos se realiz6 en los paquetes estadisticos
GraphPad Prism v. 7.04 y e IBM SPSS Statistics v. 23.0. Los resultados se expresan como media +
desviacion estdndar o mediana (rango intercuartil) dependiendo de su distribucién. Se considerd
estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.

3. Resultados

Se observo una diferencia significativa en los valores de ferritina sérica entre hombres y mujeres [353.0
ng/mL (170.5 — 747.5 ng/mL) contra 108.3 ng/mL (55.8 — 253.5 ng/mL), p < 0.0001]. Al correlacionar
las concentraciones sericas de ferritina, por sexo, con los diversos parametros demograficos,
bioquimicos y hematoldgicos, solo se observéd un resultado significativo en la prueba de correlacién de
Spearman para la edad, ingesta de alcohol, eritrocitos, VCM, HCM, acido urico, ALT, AST, albumina,
AFP y colesterol HDL (Tabla 1). Los demas biomarcadores no presentaron resultado significativo en la
prueba de correlacion. No se observo una diferencia significativa al comparar los niveles de ferritina
sérica entre pacientes, subdivididos por sexo, con diversos grados de varices esofagicas, obesidad,
diabetes, HTS, hipertension portal, SteatoTest, NashTest y etiologia de base (Tabla 2). Por otro lado, se
observé una diferencia significativa al comparar los valores de ferritina sérica entre mujeres con y sin
ascitis, asi como en hombres con diferente grado de fibrosis (FibroTest) y actividad necroinflamatoria
(ActiTest) (Figura 1).
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4. Discusion

Al evaluar los niveles de ferritina sérica de acuerdo con el sexo, se encontraron niveles més elevados en
el género masculino, esto concuerda con lo descrito por Cook, J. y colaboradores quienes describieron
aumentados los niveles de ferritina en género masculino, sin embargo, estos eran sujetos sanos. ™!
Aungue se encontrd una correlacion significativa de la ferritina con diversos marcadores estas fueron

correlaciones pobres a moderadas, siendo una de las mas significativas con la HCM (0.4607,
p<0.0001).

Tabla 1. Correlacién entre concentraciones séricas de ferritina y pardmetros demograficos, bioquimicos
y hematoldgicos

Parametro Mujeres (p de Spearman, p) Hombres (p de Spearman, p)
Edad 0.3185, p = 0.0030 0.0472, p =0.6776
Consumo de alcohol (g/semana) 0.0136, p = 0.9018 0.3210, p = 0.0037
Eritrocitos (células/mm®) -0.3878, p =0.0003 -0.1643, p =0.1472
VCM (fL) 0.4430, p < 0.0001 0.2044, p = 0.0708
HCM (pg) 0.4607, p < 0.0001 0.3566, p = 0.0013
Acido drico (mg/dL) 0.3235, p = 0.0034 -0.0124, p = 0.9145
BD (mg/dL) 0.2213, p = 0.0485 0.1810, p = 0.1081
ALT (NVLYS) 0.0885, p = 0.4260 0.2560, p = 0.0219
AST (NVLS) 0.1193, p = 0.2029 0.3124, p = 0.0048
Albumina (g/dL) -0.2319, p = 0.0361 -0.1653, p = 0.1429
HDL -0.3016, p = 0.0095 0.1071, p =0.3812

NVLS: Numero de veces por encima del limite superior de referencia.
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Figura 1. Concentraciones séricas de ferritina en pacientes con ascitis, diversos grados de fibrosis y
diversos grados de actividad necroinflamatoria.
Tabla 2. Concentraciones séricas de ferritina en pacientes con diversos cuadros clinicos

Cuadro clinico

Mujeres

Hombres

Vérices esofagicas

n=38

n=37

Negativo n=16; 180.9 (105.7 — 426.5) n=10; 767.5 (195.5 — 1022.0)
Grado | n=8;393.5(163.5-511.8) n=9;596.0 (118.8 -919.0)
Grado Il n=7;96.9 (49.3 — 280.0) n=8; 780.0 (278.0 — 985.0)
Grado Il n=4;74.2 (22.8 - 1134.0) n=4;88.2 (69.38 — 297.3)
Grado IV 2 =3;56.4 (4.61 —59.5) n =6; 309.0 (52.0 — 775.0)
Obesidad n =83 n=281
Negativo n=18; 68.1 (45.25 — 155.3) n=11;179.0 (76.1 — 422.0)
Sobrepeso n=30; 112.2 (47.1 — 272.5) n = 33; 548.0 (172.0 — 884.0)
Grado | n=22;149.7 (90.2 — 300.5) n =20; 300.0 (172.3 — 693.5)
Grado Il n=7;137.0 (23.7 - 637.0) n =10, 398.5 (103.8 — 948.8)
Grado |11 n=6; 157.7 (99.4 — 233.3) n=7;233.0 (194.0 — 324.0)
Diabetes n =83 n =280
Negativo n=51;99.9 (49.3 - 220.0) n=51; 346.0 (194.0 - 662.0)

Prediabetes

n = 6; 264.5 (138.6 — 459.0)

n=9; 548.0 (189.5 — 1063.0)
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DMII n =26; 129.0 (63.0 — 222.8) n=20; 179.0 (70.5 — 924.8)

HAS* n=283 n=76
Negativo n=44;100.7 (48.3 — 188.8) n=48; 367.5 (179.0 — 835.8)
Positivo n = 39; 133.0 (56.4 — 280.0) n =28; 363.0 (111.5 — 693.3)
Hipertension portal* n=_84 n=73
Negativo n=64;119.0 (51.4 —239.5) n =159; 360.0 (170.0 — 762.0)
Positivo n =20; 102.6 (55.5 — 275.3) n =14; 393.0 (64.6 — 641.5)
Etiologia de base n=284 n=80
EHGNA n=28; 145.0 (68.4 — 165.1) n=17; 302.0 (173.0 — 748.5)
EHNA n=19; 99.3 (49.6 — 196.0) n=15; 233.0 (79.2 - 901.1)
EHGA n=0 n=>5;415.0 (376.5 — 485.0)
EHA n=0 n=12; 683.0 (284.5 — 896.3)
VHC n=7;133.0 (59.9 - 270.0) n=10; 322.0 (164.5 — 785.5)
HAI n =20; 76.85 (51.08 — 248.8) n=>5; 207.0 (50.8 — 2339.0)
DOAD n=16; 157.5 (72.6 — 463.0) n=0
CBP n=>5;113.0 (28.0 - 417.0) n=29;360.0 (119.1 - 861.0)
Otras n=29; 455 (38.2-102.0) n=17;172.0 (102.0 - 576.0)

*Prueba U de Mann-Whitney. Los datos se expresan como mediana (rango intercuartil). EHGNA:
Enfermedad de higado graso no alcohdlica; EHNA: Esteatohepatitis no alcohdlica; EHGA:
Enfermedad de higado graso por alcohol; EHA: Enfermedad hepética alcohdlica; VHC: Virus de la
hepatitis C; HIA: Hepatitis autoinmune; DOAD: De origen a determinar; CBP: Colangitis biliar
primaria.

Se ha descrito que el consumo cronico de alcohol de moderado a severo estd asociado con una
elevacion de la concentracion de la ferritina sérica. *Y En el presente estudio se encontré que los
niveles de ferritina sérica también fueron significativamente mas elevados en sujetos masculinos que
consumian alcohol. Aunque que se ha descrito que en pacientes con ascitis se encuentran
considerablemente elevados los niveles de ferritina?, en el presente estudio se encontré elevacion de
este marcador solo en la poblacion hepatopata femenina. Se ha reportado que a un mayor nivel de
ferritina sérica mayor es el grado de fibrosis hepatical™, en nuestro estudio solo se observé que los
niveles elevados de ferritina se correlacionaron con el grado de fibrosis en pacientes del sexo
masculino donde a mayor grado de fibrosis mayor fueron los niveles de esta proteina. Por otro lado
Lombardi y colaboradores reportaron que el acido Urico en conjunto con la ferritina se correlaciona con
la progresion de la enfermedad hepatica ¥, sin embargo en el presente estudio solo se encontrd
correlacion de los niveles de ferritina sérica con los niveles de &cido Urico en pacientes hepatopatas
femeninos.

Conclusiones

e La ferritina sérica en la poblacion hepatOpata estudiada fue un marcador asociado con la
progresion de la fibrosis hepatica.

e Se encontro que algunos hallazgos clinicos se asociaron a los niveles de ferritina sérica
dependientes del sexo, tales como fibrosis y actividad necroinflamatoria en hombres y ascitis en
mujeres.

e Sesugiere que el laboratorio clinico establezca valores de referencia para la ferritina sérica de
acuerdo con el sexo, ya que tanto en poblacién normal reportada por otros investigadores, asi
como en la hepatOpata existe diferencia significativa de los rangos de las concentraciones para
esta proteina.
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1. Introduccion
La resistencia bacteriana a los antibidticos se ha convertido en un grave problema de salud publica, y

como consecuencia cada vez es més alto el fracaso en el tratamiento de las infecciones causadas por
estas bacterias por lo tanto el aumento en la morbilidad-mortalidad a nivel mundial es una realidad en
nuestros dias’.

En los Gltimos afios se ha observado y confirmado en diferentes estudios que en las bacterias Gram
negativas la resistencia a los antibioticos betalactdmicos se ha incrementado notablemente debido a los
mecanismos de resistencia en estas bacterias, inducida principalmente por la produccién de
betalactamasas de espectro extendido, (BLESS), los genes que codifican para estas enzimas pueden
estar en el cromosoma bacteriano o en plasmidos lo que significa que la diseminacion entre diferentes
especies bacterianas sucede con facilidad?.

Las betalactamasas de espectro extendido son enzimas producidas por la familia Enterobacteriaceae,
especialmente por Escherichia. Coli y Klebsiella pneumoniae, pero también pueden ser producidas por
otros microrganismos como Pseudomonas aeruginosa. La funcion de estas enzimas es inactivar a las
penicilinas, cefalosporinas de primera y segunda  generacion, a las oximino-cefalosporinas y al
aztreonam °

La primera enzima BLEE identificada fue en Alemania en 1983 de una cepa de Klebsiella ozaneae y se
le dio el nombre de SHV, (sulphydril variable)-con base a sus propiedades bioguimicas. Actualmente la
clasificacion de las betalactamasas esta basada en caracteristicas funcionales y genotipicas
(Clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros, 1995) y la clasificacién molecular de Amber, (1986)*.

Las BLEE llamadas clésicas provienen de las betalactamasas de amplio espectro del grupo 2b (TEM-1,
TEM-2 y SHV-1) segun la clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros (TEM hace referencia al nombre
de la paciente de donde se aislo la cepa de E. coli productora de betalactamasas), tienen actividad de
Penicilinasas e inhibidas por el Acido Clavulanico, esta clasificacion se relaciona con la clasificacion
Molecular de Amber. En los Gltimos afios se han identificado a las Cefotaximasas (CTX-M) cuya
produccidn se debe a la presencia de plasmidos que confieren resistencia a la cefotaxima cefuroxima y
cefepime®.

47



En su inicio se consideraban a las BLESS solamente de origen hospitalario, sin embargo estudios
recientes han demostrado la presencia de BLEES en la comunidad., siendo estas de alta preocupacion
ya que pueden diseminarse entre la poblacion con mayor facilidad a partir de la materia fecal, manos,
fomites y otros reservorios enddgenos como faringe y heridas colonizadas. Por lo tanto en los
hospitales y en la comunidad se ha convertido en un problema real en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas, ya que se han presentado brotes hospitalarios en donde las bacterias mas
frecuentemente identificadas como productoras de BLEES son Klebsiella sp. y E. coli. También se han
realizado estudios en portadores asintomaticos en donde se han encontrado cepas productoras de
BLEES".

Para la identificacion de las BLEES existen varios métodos microbioldgicos en este estudio se utilizara
la técnica de doble difusion con discos basandose en los criterios de CLSI (2008). La mayoria de los
métodos estan disefiados para las Enterobacterias y se basan en la caracteristica que tienen estas
betalactamasas para inhibirse por la presencia de acido Clavulanico.

Considerando que el tubo digestivo es el principal reservorio de Enterobacterias que constituye un
nicho ecologico ideal para la diseminacion de estas bacterias en la poblacion y observando que la
transmision plasmidica entre las especies es muy frecuente y de facil diseminacion es necesario
conocer la frecuencia de estas bacterias en pacientes asintomaticos que puedan portar ese tipo de cepas
bacterianas ya que incrementa el riesgo de adquirir bacterias BLEES que pueden ocasionar
infecciones en los humanos que son dificiles de tratar aumentando la mortalidad y morbilidad en la
poblacién y entre los pacientes, motivo por el cual se decidi6 llevar acabo esta investigacion®>.

Objetivo: El objetivo de esta investigacion es determinar la presencia de Escherichia coli y Klebsiella

sp. productoras de Betalactamasas de espectro extendido (BLEES), en muestras fecales en una
comunidad estudiantil asintomatica. El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de La
Universidad de Monterrey durante los meses de agosto a diciembre del 2019.

2. Metodologia
El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Monterrey durante

los meses de agosto a diciembre del 2019. Se recolectaron un total de 150 muestras de materia fecal
para realizarles un coprocultivo y pruebas de sensibilidad a los antibidticos. Las muestras fueron
obtenidas de personas asintomaticas con una edad de entre 18 a 24 afios. Cada una de ellas firmé un
consentimiento informado para participar en el estudio.

Para llevar a cabo el coprocultivo se tomé con un aplicador de madera la muestra de materia fecal y se
coloc en un tubo con solucion salina estéril, a partir de esta suspension se hicieron dos diluciones
seriadas (1:10 y 1:100), de la ultima se sembraron las muestras en agar Eosina azul de metileno,
(EMB), agar Salmonella y Shigella (S_S) y se incubaron a 37°C. por 24 horas. (primo aislamiento).
Posteriormente se llevé a cabo la seleccion de colonias sospechosas de Escherichia coli y Klebsiella
sp. Basandose en caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas., Con asa de picadura se tomo una colonia y
se diluyd en solucidn salina estéril y sembr6 nuevamente en EMB, se incubaron a 37°C por 24 horas.
Se observé la morfologia colonial y se procedi6 a realizar el sistema de reacciones para identificar a E.
coli y Klebsiella sp.

Pruebas de Sensibilidad para la Produccion de Betalactamasas.

Se realiz0 la prueba de tamizaje para determinar la produccion de betalactamasas basados en la técnica
de doble difusion de sensidisco combinado con acido Clavulanico.

Técnica de la doble difusion con discos.
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Se llevd a cabo la técnica de doble difusion de acuerdo a los criterios establecidos por el CLSI 2018.
Se confirma la presencia de BLEES cuando el halo de inhibicién de la combinacion es igual o mayor a
5 mm. Respecto de la Cefalosporina correspondiente.

Tabla 1. Criterios Establecidos (CLSI, 2008)

Difusion con discos

Criterio Antibibtico Confirmacién
<17 mm Cefotaxima/Clavulanico 30-10 Aumento > 5mm < 27
mm. Ceftazidima/Clavulanico 30-10 En los halos

3. Resultados
Se analizaron un total de 150 muestras de materia fecal, para coprocultivo y pruebas de sensibilidad a

los antibioticos, de las cuales 70, (46.6%) presentaron caracteristicas de colonias bacterianas de E. coli
y Klebsiella Sp.

De las 70, muestras seleccionadas 30 fueron identificadas con E. coli y Klebsiella sp. (42.8%), segun el
sistema de reacciones bioquimicas.. Las 30 muestras fueron sometidas a las pruebas para la produccion
de Betalactamasas de espectro extendido y Carbapenemasas.

De las 30 muestras solamente una dio positiva para Betalactamasas de espectro extendido,
correspondiendo a una muestra de Klebsiella pneumoniae (3.33 %).perteneciente segun la clasificacion
de Busch, Jacob y Medeiros al grupo funcional y subgrupo 2b -1.

4. Discusion
En este estudio se identifico solamente una especie de Klebsiella pneumoniae productora de

betalactamasas de espectro extendido de un portador asintomatico que corresponde al 3.33%del total de
muestras fecales identificadas con E. coli y Klebsiella sp. Comparados con otros estudios como el de
Aliaga C, et.al 2015, en nifios en Peru fue baja sin embargo es de vital importancia reconocer que es
posible encontrar bacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido entre la flora normal
de individuos totalmente asintomaticos, que puede generar un problema realmente serio en un futuro®.
Se debe considerar que la produccion de betalactamasas espectro extendido por bacilos Gram negativos
principalmente de las familia Enterobacteriaceae va en aumento a nivel mundial, asi lo demuestran los
estudios realizados en Europa y América Latina, Aunque realmente no se conoce el problema en su
totalidad ya que se necesitan mas estudios a nivel comunidad, El uso de los antibidticos debe de ser
solamente indicados por el personal de salud cuando es estrictamente necesario, para evitar en cierto
grado la alta resistencia que estan presentado las bacterias a los antibidticos en este caso a los
betalactamicos por parte de las bacterias Gram negativas, como Escherichia coli y Klebsiella sp®’.

5. Conclusiones
Se identifico solo una cepa de K. pneumoniae BLEES (3.33 %), comparados con otros estudios resultd

baja la incidencia de portadores asintomaticos con este tipo de bacterias Se realizaran mas estudios con
un mayor numero de participantes y con la identificacién molecular.

La resistencia bacteriana en infecciones de origen intrahospitalario o adquiridas en la comunidad por la
familia Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram negativos constituye un grave problema de Salud
Pablica y es necesario la identificacion de estas bacterias tanto en hospitales como en la comunidad.
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1. Introduccion

Las gammapatias son un grupo de enfermedades que se caracterizan por una proliferacion de células
plasmaticas, y que cuando se encuentra asociado a la aparicién de un componente monoclonal, se
denominan gammapatias monoclonales. Estos procesos pueden ser benignos o malignos.

Las gammapatias monoclonales generalmente se reconocen por la existencia de una banda de
restriccion observada al realizar una electroforesis de proteinas séricas (el estudio preferido para su
deteccion Y. Esta banda de restriccion se observa en el grafico como un pico que se caracteriza por ser
alto y con base estrecha, y que migra generalmente en las regiones de las globulinas gamma o beta, y
muy raramente en alfa 2.

Posterior a su deteccion, se recomienda la identificacion del componente monoclonal por medio de
electroforesis de inmunofijacién o inmunoelectroforesis, donde se puede determinar la presencia de una
cadena pesada y/o ligera de una inmunoglobulina monoclonal. También existen otros estudios que
permiten determinar la presencia de produccion y eliminacion de componentes monoclonales, como la
cuantificacion de proteina de Bence Jones, medicion de cadenas ligeras libres, entre otros!?..

Dentro de las causas malignas de gammapatias monoclonales se encuentran el mieloma mdaltiple (la
causa maligna mas frecuente), amiloidosis primaria, plasmocitoma, macroglobulinemia de
Waldenstrom, sindromes linfoproliferativos, leucemia linfobléstica cronica, enfermedades por
depdsitos de crioglobulinas, sindrome de POEMS y leucemia de células plasmaticas.

De las causas no malignas, se encuentran algunas enfermedades autoinmunes, inmundodeficiencias
postrasplante, hepatopatias y otras enfermedades inflamatorias, enfermedades infecciosas, entre otras!®!.
Una de las causas mas comunes de gammapatia monoclonal benigna es la gammapatia monoclonal de
significado indeterminado, de curso asintomatico, con gran importancia clinica, debido a que el 1% de
éstos anualmente progresan a mieloma multiple!™. En el mundo occidental, se ha estimado una
prevalencia del 3.2% en adultos caucasicos mayores de 50 afios™".

Debido a que es consistente la presentacion de una gammapatia monoclonal benigna antes de presentar
mieloma mdltiple u otros trastornos linfoproliferativos y discrasias de células plasméticas®, es posible
que exista alguna poblacion con criterios especificos que pudiera beneficiarse de un tamizaje temprano
y monitoreo de su enfermedad, y que se han asociado a desenlaces favorables!”.
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2. Metodologia

Estudio prospectivo, observacional, descriptivo. Se analizaron 50 muestras de suero de sujetos sanos
donadores de sangre del Banco de Sangre del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzélez”,
que fueron utilizadas para una seccion de validacion de un proyecto relacionado a patrones
electroforéticos en pacientes con gammapatias, durante los meses de marzo a abril de 2019. Como
criterio de inclusion, los sujetos debian ser adultos mayores de 50 afios. Se consideraron sanos después
de completar la valoracidn clinica para donadores de sangre. Todos los pacientes aceptaron participar
voluntariamente el estudio a través de la firma de un consentimiento informado escrito. Este estudio fue
aprobado por un comité de ética institucional y cumplio con las normatividad ética y legal
internacional, nacional y local.

Se realizaron electroforesis de proteinas séricas por medio del aparato semiautomatizado G26 Interlab,
y ademas se realizd cuantificacion de proteinas séricas totales y sus componentes por técnicas de
espectrofotometria. La interpretacion de la electroforesis de proteinas séricas fue llevada a cabo por una
quimica experimentada en el area. En caso de hallarse la restriccion de una banda monoclonal por
electroforesis, se invitaba al paciente realizar un seguimiento clinico independiente.

Para el andlisis de los datos se utilizé estadistica descriptiva, por medio de medidas de tendencia central
y de dispersion. La captura y procesamiento de datos fue realizada a través de MS Excel 2017, y fueron
analizados a través del paquete estadistico IBM SSPS Statistics version 25.

3. Resultados

La edad de los sujetos fue 55 * 4 afios, de los cuales 39 (78%) fueron varones y 11 (22%) mujeres. En
la tabla 1 se describen los pardmetros evaluados por la electroforesis de proteinas séricas. Se realizo la
cuantificacién de proteinas totales, albimina y globulinas séricas por espectrofotometria, reportandose
en 6.9 (6.7-7.3) mg/dL, 4.6 (4.3-4.7) mg/dL y 2.3 (2.0-2.5) mg/dL, respectivamente.

Tabla 1. Distribucion de las regiones electroforéticas de las proteinas séricas.

Variable Mediana (RIC)
Proteinas totales (g/dL) 6.9 (6.7-7.2)
Albdmina (g/dL) 3.8 (3.7-4.0)
Alfa 1 (g/dL) 0.2 (0.1-0.2)
Alfa 2 (g/dL) 0.8 (0.7-0.8)
Beta (g/dL) 0.9 (0.8-1.0)
Gamma (g/dL) 1.2 (1.1-1.4)

En dos (4%) pacientes detectamos un componente monoclonal en la region gamma, de 0.4 y 0.7
mg/dL. A ambos pacientes se les invitd a acudir a la consulta de hematologia para completar la
evaluacion con inmunofijacion, cuantificacion de cadenas ligeras libres en suero y aspirado de médula
0sea. En ambos casos se identifico la inmunoglobulina G como la proteina monoclonal, y con el
resultado de las cadenas ligeras y el estudio de la médula 6sea se concluyd el diagndstico de
gammapatia monoclonal de significado indeterminado, dejando programado el seguimiento clinico y
con electroforesis cada 3 meses.

4. Discusion

De acuerdo con nuestro estudio, tras evaluar la distribucion de proteinas séricas en presuntos sujetos
sanos mayores de 50 afios donadores de sangre en nuestro centro, encontramos como hallazgo que 2
(4%) presentaron gammapatia monoclonal de significado indeterminado. En este grupo etario, se ha
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reportado en la literatura una prevalencia de alrededor del 3%!®!, y aumenta con la edad, llegando a ser
tan alta como 10%%,

El interés clinico de la deteccion de proteinas andmalas en un examen general puede ser importante
para la bisqueda de procesos premalignos™*®.

Siendo un transtorno tan prevalente en los adultos mayores, y considerando el potencial de
transformacion a malignidades como el mieloma multiple, es relevante su conocimiento entre médicos
de primer nivel para su diagnostico temprano y en caso de progresion referencia oportuna al
especialista’®.

Existen pocos estudios que evaluen la prevalencia de gammapatia monoclonal de significado
indeterminado en Meéxico, y han sugerido que dada su prevalencia menor al 1% (en el centro del pais),
y hasta 2.83% (en la peninsula de Yucatan) pudiera ser que en mestizos mexicanos dicho trastorno es
menos frecuente™ 3!,

En el presente estudio, considerando que el nimero de individuos estudiados fue pequefio, resulta de
gran relevancia el hallazgo ya que indica que la prevalencia pudiera ser similar a lo ya reportado en los
paises como Estados Unidos de América y Europa y difiere de los estudios nacionales.

En la consulta de hematologia de nuestro hospital, de los pacientes atendidos con alguna gammapatia
monoclonal solo el 2% tienen diagndstico de gammapatia monoclonal de significado indeterminado,
cifra posiblemente menor a su frecuencia real. Esta discrepancia puede deberse a una verdadera baja
prevalencia en mestizos mexicanos, como han sugerido autores, falta de acceso a estudios diagndsticos
en otr0[515]centros, factores socioeconémicosi™ y una posible falta de conocimiento acerca de esta
entidad"™.

5. Conclusiones

La prevalencia de gammapatia monoclonal de significado indeterminado en sujetos sanos mayores de
50 afios donadores de sangre fue del 4%. Este resultado fue inesperado, sin embargo, estd en
congruencia con la literatura internacional. El reporte de nuestros hallazgos demuestra la importancia
del tamizaje de adultos mayores de 50 afios para la valoracion de gammapatias y la vigilancia estrecha
de éstas.
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1. Introduccién

La IU se considera la infeccion bacteriana mas comun en humanos, originada por un ndmero
restringido de bacterias conocidas como uropatogenas; la muestra de orina para urocultivo es la mas
comunmente recibida en los laboratorios.

Alrededor de 20 a 22% de los urocultivos tienen un resultado positivo. La deteccion de
microorganismos en la orina puede relacionarse con varios sindromes clinicos que poseen mecanismos
patogénicos propios, significado clinico, tratamiento, prondstico dependiendo del hospedero.
(Recomendaciones para el diagndstico microbioldgico de la infeccion urinaria 2001)

La IU se puede presentar en forma sintomatica, la cual se delimita como la presencia de sintomas
clinicos asociados al tracto genitourinario con determinacion de bacteriuria significativa o asintomatica,
definida por presencia de bacterias en las muestras de orina en un paciente sin sintomatologia urinaria.

La etiologia de estas infecciones se demuestra por la presencia en orina de 100.000 o més Unidades
Formadores de Colonias Por Mililitro (UFC/ml), esto es indicativo de bacterias en el tracto urinario v,
por tanto, recuentos bacterianos; sin embargo, cifras que oscilan entre 1.000-10.000 UFC/mI deben
considerarse significativo de U, cuando proceden de muestras obtenidas adecuadamente y con signos
clinicos en el paciente. (Capozzi, et al. 2016)

La infeccion urinaria (1U) se presentan entre el 17-20% de mujeres embarazadas, su importancia reside
en los efectos adversos, los cuales, se ha probado, ocurren durante el trabajo de parto y en los neonatos.
Los microorganismos implicados principalmente son las enterobacterias; ademas, hay algunos cocos
Gram positivos que son agentes etioldgicos frecuentes. (Pavon Goméz 2013)

El objetivo general del presente es determinar la etiologia y frecuencia de infecciones urinarias en
urocultivos procedentes de pacientes de la comunidad.

2. Metodologia

Disefio del estudio. Observacional, analitico, transversal.

Poblacion y muestra. Se trabajo con la totalidad de pacientes que acudieron a un laboratorio clinico
durante el periodo Septiembre a Diciembre de 2019, en la ciudad de Xalapa, Veracruz.

Criterios de inclusion y exclusion. Se incluyeron en el presente, a todos los pacientes que acudieron a
realizarse un urocultivo, cumpliendo con las indicaciones para la recoleccion y transporte de la muestra
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de orina. Como criterios de exclusion fueron los siguientes: muestras de orina que no cumplieron con
las indicaciones sefialadas previamente para su recoleccion.

Recoleccion de datos. Fueron obtenidos a través de un instrumento propio. Se construyé una base de
datos utilizando el programa Excel ® en donde se registré lo siguiente: edad, sexo, resultado del
urocultivo.

Recoleccion de orina para diagndstico de las infecciones urinarias. La recoleccién de orina fue
efectuada a partir de la técnica del chorro medio, indicando previa asepsia del area genital con agua y
jabdn, posteriormente se recolecto la orina en un recipiente estéril.

Criterios de diagnosticos de las infecciones urinarias.

Urocultivo positivo: crecimiento bacteriano, cultivo puro.

Urocultivo negativo: ausencia de crecimiento bacteriano.

Variables estudiadas: edad (afios), sexo (hombre/mujer), resultado de urocultivo (positivo/negativo).

Analisis de los datos. En la base de datos construida en el software Excel ® se realiz6 el andlisis en
donde se obtuvieron las frecuencias absolutas y relativas.

3. Resultados
Se recibieron un total de 20 urocultivos (100%) el promedio de edad de los pacientes fue de 38.65 afios,
16 (80%) fueron mujeres y 4 (20%) fueron hombres; un total de 8 (40%) urocultivos fueron positivos.

De los 8 (40%) urocultivos positivos, se aislaron las siguientes bacterias: E. coli y C. freundii.

Tabla 1. Etiologia de los urocultivos positivos

Cena Total
P N= 8 (40%)
E. coli 5 (25%)
C. freundii 3 (15%)

Fuente: construccidn a partir de datos propios
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4. Discusion

Los microoganismos aislados fueron enterobacterias (E. coli y C. freundii) provenientes de los
urocultivos de mujeres lo que coincide con lo descrito en la literatura. (Capozzi, et al. 2016)

5. Conclusiones

El urocultivo, es un examen de laboratorio que otorga un resultado confiable y oportuno para el apoyo
del diagndstico de infecciones urinarias; en trabajos posteriores, se aumentara el tamafio de la muestra
y se procederd a determinar el perfil de la susceptibilidad antimicrobiana.
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1. Introduccion

Existen enfermedades asociadas a cierto tipo de mutacion, como la distrofia muscular, misma que es
provocada por una mutacion en el gen que codifica para la distrofina, que ocasiona alteraciones
estructurales en dicha proteina, en consecuencia habra una pérdida parcial o total de la distrofina. Esta
proteina tiene como funcion principal dar soporte y proteccion a las células musculares durante la
contraccion y relajacion muscular, cuando hay una perdida parcial o total de dicha proteina se produce
debilidad y atrofia muscular (Diego et al, 2011).

Las distrofias musculares se clasifican clinicamente en; distrofia facioescapulohumeral (DFEH),
distrofias de cinturas (LGMD), distrofia de Emery-Dreifuss (DMED), distrofias musculares congeénitas
(DMC), distrofia distal, distrofia oculofaringea y distrofinopatias (Duchenne y Becker). La Distrofia
Muscular de Duchenne y la de Becker, se pueden diferenciar por la edad en la que se presenta la
enfermedad, su progresion y la concentracion expresada de distrofina.

(Erazo Torricelli, 2004). En el caso de la Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), la enfermedad se
presenta desde los primeros afos de vida y los pacientes generalmente pierden la movilidad, lo que los
lleva a depender de una silla de ruedas antes de los 12 afios de vida; se ha demostrado que las personas
afectadas pueden tener una vida de calidad con un tratamiento adecuado. En cambio, la Distrofia
Muscular de Becker (DMB) es una forma menos grave de la enfermedad, se manifiesta de forma tardia
y las personas que la padecen aun a los 16 afios pueden deambular. La DMD esta ligada a mutaciones
de diversos tipos (puntuales, deleciones o duplicaciones) en el gen de la distrofina, que se encuentra
ubicado en el brazo corto del cromosoma X, especificamente en la porcion Xp21 (Fonseca et al, 2009).

Esta caracterizada por un deterioro en los masculos estriados y cuando la enfermedad ya esta avanzada
se presentan complicaciones respiratorias y cardiacas, siendo esta la principal causa de muerte en estos
pacientes (Erazo-Torricelli, 2004). Se ha demostrado que algunos nifios con DMD presentan
discapacidades mentales e intelectuales (Anaya et al, 2016).

Las distrofias musculares, son enfermedades recesivas ligadas a X, afectando principalmente a varones.
La DMD afecta a 1 de cada 3500 nifios varones nacidos vivos, mientras que la DMB se presenta en 1
de cada 30 000 nifios varones nacidos vivos. La mayoria de estos casos estan asociados a madres
portadoras y 1/3 de los casos se deben a mutaciones de novo (Cammarata et al, 2008)
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Los pacientes que presentan DMD manifiestan los sintomas, pero son diagnosticados hasta los 6 afios,
cuando es mas notoria la dificultad para caminar, correr o saltar como los nifios sanos. El diagndstico
es mediante la evaluacién de la Creatina quinasa (CK) y las transaminasas (AST y ALT) ya que los
niveles de estas enzimas se incrementan hasta 100 veces de su valor normal. El estudio de PCR
(Reaccion en cadena de la polimerasa) multiple se emplea cuando se tiene sospecha de manifestar
distrofia muscular y cuando los valores de las CK, AST y ALT se encuentran elevados. ElI método de
PCR multiple permite evaluar varios marcadores de manera simultanea, permitiendo identificar los
exones en los que se encuentran las mutaciones (Baumgartner et al, 2008).

Durante los primeros meses de vida no se observan sintomas de la enfermedad, pero se puede notar un
retraso en la deambulacion con respecto a nifios sanos. Los nifios con DMD empiezan a caminar
alrededor del afio y medio, a esta edad se pueden notar los signos caracteristicos de la DMD; debilidad
y atrofia muscular, dificultad para correr, caminar, subir escalones y el signo de Gowers, este signo esta
caracterizado por la debilidad muscular, los nifios afectados colocan sus manos sobre sus rodillas,
utilizdndolo como apoyo para ponerse de pie. De 4 a 8 afios es mas evidente el dafio muscular, los
pacientes presentan lordosis lumbar y marcha de Trendelenburg. En esta etapa comienzan a haber
contracturas en las extremidades inferiores y los nifios pierden la flexibilidad de las rodillas al sostener
peso en su cuerpo, y de los 8 afios en adelante las contracturas empeoran y se pierde la deambulacion,
el paciente depende de una silla de ruedas, se presentan problemas respiratorios y cardiovasculares,
esto generalmente conlleva al deceso del paciente (Fitzgerald et al, 2004).

Actualmente se han estudiado diversos tratamientos que favorecen a los pacientes que manifiestan
DMD, el uso de corticoides, terapia muscular, intervencion respiratoria y cardiaca, son los principales
tratamientos que se emplean (Bushby et al, 2010).

Existen diversos tipos de distrofia, clasificados de acuerdo con la proteina y muasculos afectados. Los
casos de DMD son mas frecuentes que los casos de DMB, pero en ambos los nifios presentan retraso
motor, atrofia muscular, en algunos casos retraso mental y todos los nifios estan destinados al uso de
una silla de ruedas, y a una muerte temprana a causa de las complicaciones cardiacas y respiratorias. Es
por ello que el presente trabajo tuvo como objetivo identificar mediante PCR mudltiple la distrofia
muscular de Duchenne o Becker en nifios, aun cuando no manifiesten los sintomas, asi como identificar
qué tipo de mutacion tiene mayor frecuencia en pacientes y mujeres portadoras con distrofia muscular
de Duchenne/Becker en el Hospital de Alta Especialidad de Veracruz.

2. Metodologia

El presente trabajo es un estudio retrospectivo, descriptivo, observacional y transversal de dicho
Hospital, donde los pacientes que fueron diagnosticados con distrofia muscular de Duchenne/ Becker y
en mujeres portadoras, se les realizo el analisis de mutaciones del gen de la distrofina que se realizo en
el servicio de genética del Hospital de Alta Especialidad de Veracruz, mediante la recopilacion de datos
del periodo de abril de 2009 a marzo de 2019 con aprobacion de los Comités de Investigacion y Etica
en Investigacién. El diagndstico se realiz6 mediante el método de PCR mdltiple mediante la
amplificacion de 24 exones y 2 regiones promotoras, disefiados como el kit de Chamberlain, Beggs y
Kunkel. Destacando que los puntos calientes de la DMD se localizan en la region 57y la region central.
Las muestras cuando fueron procesadas, se amplifico un control de hombre sano y uno de mujer sana
para poder asegurar que los resultados fueran certeros. Para diagnosticar a mujeres portadoras se utiliza
una técnica semicuantitativa.
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3. Resultados

Se estudiaron 57 pacientes con diagnostico de distrofia muscular, de igual forma se estudio el estado de
su madre para saber si era portadora o no, e identificar la mutacion en especifico, ver Tabla 1.
Posteriormente se clasificaron como DMB y DMD con el uso de la PCR, siendo la DMD la méas
frecuente en los Gltimos 10 afios, ver Tabla 2. También se estudiaron las posibles causas de la distrofia
muscular, con delecion y sin delecion, ver Tabla 3. De los pacientes que no tuvieron deleciones se
clasificaron por el tipo de mutacidn sin delecidn en exones analizados tal como se muestra en la Tabla
4,

Tabla 1. Frecuencias de los pacientes y el estado de la madre de los pacientes.

) Frecuencia Frecuencia %

Variable
absoluta
Distrofia muscular 44 77.19
No portadoras 6 10.52
Portadoras 5 8.77
Sin dato 2 3.50
Tabla 2. Frecuencias de la Clasificacion de distrofia muscular.

) Frecuencia Frecuencia %

Variable
absoluta
Distrofia muscular de Duchenne 35 79.54
Distrofia muscular de Becker 6 13.63
Sin dato 3 6.81
Tabla 3. Frecuencias de distrofia muscular con delecion y sin delecidn en exones analizados.

) Frecuencia Frecuencia %

Variable
absoluta

Distrofia muscular con delecion 23 65.71
Distrofia muscular sin delecion 12 34.28

Tabla 4. Frecuencias del tipo de mutacion sin delecion en exones analizados.

) Frecuencia Frecuencia %
Variable
absoluta
Insercién/duplicacién 1 8.33
Sin delecidn caracterizada 4 33.33
Sin delecidén en los exones analizados 7 58.33
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Un paciente presento en el exdn 12, un producto de menor peso molecular, por lo que se secuenci6 en
un equipo ABI PRISM 3100 y se encontré una mutacion del tipo delecion/insercion no reportada en la
literatura: ¢.1438_1476delinsCCTC p.Gly480ProfsX3 delecion de 39 bases e Insercion de 4 bases.

4. Discusion

El 79.54% de los pacientes diagnosticados con distrofia muscular, tenian DMD, mientras que el 13.6%
tenian DMB. La distrofia muscular con delecion es la principal causa de DM, ya que tiene una
frecuencia del 65.7%, mientras que la distrofia muscular sin delecion solo tiene 34.2% de frecuencia.
Chamberlain y algunos colaboradores se dieron a la tarea de amplificar el gen DMD vy lograron
comprobar que la mayoria de las mutaciones en pacientes con DMD son deleciones (50- 60%). De este
34.28% que no present6 deleciones, 1 paciente (8.3%) presentaban una insercion/ duplicaciones de los
exones estudiados, el 33.3% no tenian una delecion caracterizada y el 58.3% no tenian deleciones en
los exones analizados. Respecto al paciente con el exdn 12 que fue secuenciado, se encontrd una
mutacion del tipo delecion/insercion no reportada en la literatura: ¢.1438_1476delinsCCTC
p.Gly480ProfsX3 delecion de 39 bases e Insercion de 4 bases. Esta mutacion cambia el marco de
lectura que inicia en el coddn 480 y finaliza en coddn de paro 2 posiciones después.

5. Conclusiones

La distribucién y frecuencia de deleciones observada es similar a reportes previos en poblacién
mexicana. La mutacion identificada en el paciente con delecion/insersion es en nuestro conocimiento la
primera mutacion distinta a una delecion o duplicacién completa de exones que se reporta en un
paciente mexicano con DMD/DMB. Identificar la mutacion responsable de la enfermedad permite
realizar la deteccion de mujeres portadoras utilizando la técnica de dosis génica y brindar un
asesoramiento genético de certeza a las familias afectadas.
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1. Introduccion

La enfermedad renal cronica (ERC) se define como la disminucion de la tasa de filtracion glomerular

asociada con anomalias funcionales o estructurales en un periodo mayor de 3 meses. Las opciones de

tratamiento que se le proporciona al paciente para ERC en etapa terminal incluyen didlisis peritoneal,

hemodiélisis y / o trasplante renal, entre otros *. Existen factores de riesgo importantes que pueden

afectar el exito o rechazo de un trasplante de 6rgano sélido como el nimero de trasplantes previos, la

calidad de la reperfusion, etc. ElI periodo durante el cual el 6rgano es sometido a isquemia es

probablemente el factor de riesgo mas relevante para el desarrollo de funcion retrasada del injerto 2

El dafio por isquemia-reperfusion (IR) es una condicion que se manifiesta cuando se restringe el
suministro de sangre a un 6rgano por un periodo prolongado de tiempo y es posteriormente
reperfundido con sangre oxigenada, lo cual conlleva a lesiones que generan dafio inflamatorio y
oxidativo que juntas forman un factor de riesgo importante para el desarrollo de la funcion retrasada del
injerto *. Las células epiteliales endoteliales y tubulares son muy vulnerables a la isquemia y son
gravemente dafiadas al restaurar la circulacion, ya que agrava ain mas el estado de oxidacion e
inflamacién creado por la isquemia. Dichas lesiones pueden ser tan graves que conducen a una lesién
genal aguda y al retraso en la funcién del injerto, que conlleva a perjudicar la supervivencia del injerto

La autofagia es un proceso en el cual se reciclan componentes citosélicos como organelos, proteinas y
patdgenos ° y contribuye en la proteccion contra el dafio por IR, debido a que compensa deficiencias
que ocurren dentro de la célula y reduce la actividad del proteosoma contrarrestando el dafio por IR al
mantener la proteolisis en un nivel apropiado. Ademas, compensa la crisis energética con la generacion
de ATP, mediante el reciclado de 4cidos grasos libres y amino4cidos °. Dado que las mitocondrias
tienen un papel importante en la sefializacion proinflamatoria y que estas son dafiadas en la IR, la
mitofagia (autofagia de las mitocondrias) amortigua la inflamacion .

La Loperamida es un agonista de los receptores opioides en el plexo mientérico . Este farmaco

también es un inductor de la autofagia al desfosforilar el mMTORCL, un regulador negativo de la
autofagia que fosforila algunas proteinas involucradas en la autofagia conocidas como proteinas ATG °.
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La busqueda de tratamientos para incrementar la viabilidad en un trasplante al disminuir la lesion por
IR debe ser considerada una prioridad porque representa un riesgo muy importante de rechazo del
injerto que compromete la vida del paciente, por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar la
actividad nefroprotectora de un inductor de la autofagia sobre la lesion por IR.

2. Metodologia

Dieciocho ratas Wistar macho fueron divididas aleatoriamente en los siguientes grupos: grupo sano al
que se le realizé laparotomia sin isquemia (Sham; n=6); grupo control de dafio (IR; n=6); y grupo de
dafio con Loperamida (IR+LP; n=6). Al grupo Sham e IR se les administré 1 mL de solucidn salina, al
grupo IR+LP se les administrd Loperamida 10 mg/kg durante 3 dias previos a la induccion del dafo.
Los animales fueron anestesiados con xilacina (8mg/Kg, intraperitoneal) y ketamina (90mg/kg,
intraperitoneal), para posteriormente realizar en isquemia renal bilateral de 45 minutos, seguido de 15
de reperfusion. Se evaluaron los pardmetros de creatinina sérica, nitrogeno de la urea (BUN), alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), Lactato deshidrogenasa (LDH), glucosa, y
acido Urico mediante espectrofotometria UV-Visible en un equipo ILab Aries (Instrumentation
Laboratory). Para evaluar el dafio histolégico, se analizaron los parametros de necrosis tubular,
presencia de cilindros proteicos y congestion vascular en cortes tefiidos con hematoxilina y eosina de
acuerdo con la escala de Kobuchi et al., 2009 '%:0=Sin dafio, 1=Leve, 2=Moderado (<25%), 3=Severo
(25-50%) y 4=Muy severo (>50%).

Los datos fueron analizados mediante el Software GraphPad Prism 7.0. Se utilizaron pruebas ANOVA
de una via o Kruskal-Wallis, dependiendo de la distribucion de los datos. Los resultados fueron
expresados como media + desviacion estandar, aceptdndose una p<0.05 como estadisticamente
significativa.

3. Resultados

Los resultados obtenidos al analizar los valores de BUN en suero (Figura 1A), indica una diferencia
significativa entre el grupo IR+LP y el grupo IR. De igual manera se obtuvo diferencias significativas
al comprar el grupo Sham contra IR. Al analizar los datos de los niveles de creatinina sérica (Figura
1B), se observo una diferencia significativa entre el grupo IR+LP y el grupo IR. También se observo
una diferencia significativa entre el grupo Sham e IR.
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Figura 1. A) Niveles de BUN, B) Niveles de creatinina sérica. Comparando con el grupo IR Control.
Los valores se expresan como media + DE. (*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001)

En el caso del analisis de los valores de glucosa (Tabla 1), se obtuvieron diferencias significativas tanto
del grupo Sham e IR+LP al compararlos con el grupo IR. Hubo diferencias significativas para el grupo
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Sham e IR+LP para los valores de AST. Para la ALT Unicamente hubo diferencia significativa para el
grupo Sham. Los resultados obtenidos de acido drico, LDH y FA, fueron no significativos (Tabla 1).

Tabla 1. Marcadores bioquimicos en la evaluacion de la Loperamida. Comparando con el grupo IR
Control. Los valores se expresan como media + DE.

Grupo Glucosa  AST ALT Acido Fosfatasa LDH
arico alcalina

Sham 214.3 359.5 81.33 1.45 300.5 £75.68 1980
+54.35 +107** +11** +0.3674 +842.3

IR Control 148.2 650 £67.82 193.6 1.233 340 122 1493
+35.39 +26.92 +0.647 +94.38

IR+ 87.33 530 176.1 15 240 £73.76 1130

Loperamida +87.33 +41.47* +23.38 +0.3347 +676.1

(Grupos de estudio vs grupo IR, *p<0.05, **p<0.0001)

Los hallazgos histolégicos mostraron necrosis tubular tanto en el grupo IR como en el grupo de IR +
LP, mostrandose diferencia significativa de ambos grupos contra el grupo Sham que present6 ausencia
de necrosis (Tabla 2 y Figura 2A). La congestion medular se observd en los 3 grupos experimentales,
pero con distintos grados dependiendo del grupo, como fue el caso del grupo IR donde se observo un
mayor grado de congestion medular en comparacion con el grupo Sham (Figura 3). Se evalud la
presencia de cilindros proteicos (Figura 2B), los cuales estuvieron presentes en el grupo IR e IR+LP, y
de manera aislada se observé en solo una muestra del grupo Sham, sin embargo solo se encontrd
diferencia significativa en IR versus Sham.

Tabla 2. Valores de los parametros de dafio histolégico. Comparando con el grupo IR Control. Los
valores se expresan como mediana y rango interpercentil.

Grupo Necrosis tubular Congestion medular Cilindros proteicos
Sham 0 (0) ** 1.5(1-2.25) * 0 (0-0.25) **
IR Control 4 (3-4) 3 (2.75-4) 3.5 (3-4)
IR+ Loperamida 3(2-3) 3(3-4) 3(3-4)

(Grupos de estudio vs grupo IR, *p<0.05, **p<0.001)

A) B)

Figura 2. Imagenes representativas en el Grupo IR. A) Necrosis tubular, B) Congestion medular.
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Figura 3. Presencia de cilindros proteicos en el grupo IR..

4. Discusion

La lesion renal aguda se relaciona con una disminucion en de la filtracion glomerular que a su vez esta
determinada por un mayor nivel de creatinina sérica **. En este modelo de dafio se puedo apreciar el
impacto de la creatinina sérica como un marcador de dafio renal, debido a que al comprar los niveles
séricos de creatinina entre el grupo Sham y el grupo IR, existié una diferencia significativa entre ambos
grupos (p< 0.0001), lo que indica que el rifion fue severamente dafiado en IR. La disminucion
significativa del nivel sérico de creatinina en el grupo IR+LP comparado con el grupo IR (p< 0.001),
demostro la existencia de un efecto protector por parte de la Loperamida contra este tipo de dafio. El
BUN al igual que la creatinina, es un indicador de dafio renal que refleja la afeccion en el sitio principal
de la lesion por IR renal que son las &reas de unién corticomedular *2. Se demostré el mismo efecto que
la creatinina, al ser significativamente menor en el grupo Sham comparado con el grupo IR (p<
0.0001), igualmente una diferencia significativa en el grupo IR+LP comparado con el grupo IR (p<
0.05).

El grupo Sham tuvo valores significativamente menores de AST y ALT comparado con el grupo IR
(p<0.0005), que puede indicar un dafio hepatico relacionado con el procedimiento quirdrgico o el
mismo proceso de IR renal. En el caso de los niveles séricos de glucosa, el grupo Sham presento
valores significativamente mayores de glucosa en comparacién al grupo IR (p< 0.05), esto se puede
explicar debido a la condicién del rifion del grupo IR ya que el rifion dafado excreta glucosa. Caso
contrario, el grupo IR+LP, presentd niveles significativamente menores de glucosa al compararlo con
el grupo IR (p<0.05), esto se puede explicar debido a que este farmaco disminuye los niveles de
glucosa al regula las concentraciones en plasma en ausencia de insulina *>. No se encontraron hallazgos
significativos en los marcadores de FA, &cido Urico y LDH.

Con los hallazgos histologicos, se demostrd que el modelo de dafio es efectivo al existir una presencia
de dafo significativamente mayor en el grupo IR comparado con el grupo Sham en todos los
parametros evaluados, mientras que en el grupo IR+LP se observé una tendencia a la mejora en los
parametros histologicos evaluados, aunque no fueron estadisticamente significativos.

5. Conclusiones

Se observo un efecto nefroprotector de la Loperamida contra el dafio por IR con base en la mejora de
los marcadores de dafio renal creatinina y BUN. Se puede atribuir este efecto protector del farmaco a la
regulacién del mecanismo de la autofagia descritos en la lesion por IR.
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1. Introduccion

El trasplante hepético ortotdpico es la terapia definitiva para la hepatopatia cronica terminal o aguda
fulminante™. En México, a finales del afio 2018, 327 pacientes se encontraban en lista de espera para
un trasplante hepético, quedando en espera un total de 136 pacientes por cada 100 higados
trasplantados durante el afio®. A pesar de las mejoras en los procesos de inmunotipificacion e
inmunosupresion, adn existe una incidencia significativa de disfuncion temprana del injerto, la cual se
define por un espectro de condiciones clinicas que desembocan en una falla aguda del injerto y la
necesidad de un retrasplante®. La principal causa de disfuncién temprana del injerto es el dafio por
isquemia-reperfusion (IR), el cual ocurre cuando el érgano es sometido a un periodo de isquemia
prolongado y es posteriormente reperfundido con sangre oxigenada. En la fisiopatologia del dafio por
IR intervienen mecanismos que desembocan en la produccion de grandes cantidades de especies
reactivas de oxigeno (ROS) durante la reperfusion®, causando un desbalance redox y provocando dafio
al DNA, peroxidacion lipidica y necrosis. Se han estudiado diversas técnicas para contrarrestar el dafio
por IR, haciéndose énfasis en técnicas como el preacondicionamiento isquémico (PP vy el
preacondicionamiento isquémico remoto (PIR)!®!, las cuales consisten en periodos cortos e
intermitentes de isquemia, ya sea en el drgano diana o en drganos distales. Se sabe que uno de los
principales mecanismos de proteccion involucrados en estas técnicas es la via de los factores inducibles
por hipoxia (HIF)!".

Los HIF son factores de transcripcion que actian como los principales reguladores de la homeostasis
del oxigeno. Estos se componen por una subunidad o, dependiente del oxigeno, y una subunidad B,
expresada constitutivamente!®. Durante la normoxia, la subunidad o es hidroxilada por las prolil-4-
hidroxilasas de la familia EGLN, dioxigenasas dependientes del a-cetoglutarato. Las subunidades o
hidroxiladas son ubiquitinadas por la proteina de von Hippel-Lindau y degradadas en el proteosoma.
Por otro lado, en condiciones de hipoxia, las hidroxilasas EGLN son incapaces de ejercer su funcion,
por lo que las subunidades a se estabilizan, se translocan al ndcleo y se dimerizan con las subunidades
B, favoreciendo la transcripcion de los genes dianal®. Por tal motivo, esta via metabdlica es un
potencial blanco terapéutico para el desarrollo de preacondicionadores farmacoldgicos. Un conocido
inhibidor de EGLN es el &cido 2-hidroxiglutarico (2HG). Este compuesto fue el primer oncometabolito
descrito en la literatura, descubierto en tumores que presentan una importante resistencia a la
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hipoxial?®. Dado que el compuesto es quiral, cada uno de sus enantiémeros presenta actividades
distintas, siendo el enantiémero (S) el que presenta el mayor efecto inhibitorio contra EGLN-1M. Un
estudio previo realizado en nuestro laboratorio demostrd que el (S)-2-hidroxiglutarato de sodio [(S)-
2HG] tiene un efecto nefroprotector contra el dafio por IR en ratas Wistar, con una posible implicacion
de la via del HIF-1™2. Dado el potencial farmacoldgico de este compuesto, el objetivo de este estudio
fue el de evaluar si la administracion de (S)-2HG presenta un efecto hepatoprotector contra el dafio por
IR en ratas Wistar.

2. Metodologia

Sintesis del (S)-2HG

El (S)-2HG fue sintetizado en dos pasos a partir del acido L-glutdmico, empleando la ruta sintética
optimizada por nuestro grupo de trabajo!?, a partir de la modificacién de métodos previamente
reportados*® . Brevemente, el acido L-glutamico fue sometido a una reaccion de diazotacién en
presencia de NaNO, y H,SO, por 24 h. La reaccion fue detenida con NaCl y se realiz6 extraccion con
acetato de etilo, obteniéndose el &cido 5-oxotetrahidrofuran-2-carboxilico. Este compuesto fue
sometido a una hidrolisis alcalina con NaOH a pH de 10 por 2 horas. El (S)-2HG fue obtenido por
precipitacion con metanol anhidro. La identidad del compuesto se confirmd mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear, obteniéndose los espectros de *H-RMN y **C-RMN, los cuales fueron
comparados con los reportados en la literatural™®.

Modelo animal

Se emplearon 27 ratas Wistar hembra, con un peso de 238 £ 18 g, las cuales fueron mantenidas bajo
condiciones estandar de luz y temperatura, con acceso a agua Yy alimento ad libitum. Todos los
procedimientos fueron realizados de acuerdo con las especificaciones de la NOM-062-Z00-1999!!,
Las ratas fueron aleatorizadas y divididas en los siguientes grupos:

e Grupo control de IR (IR), n = 7: Se les administr6 agua bidestilada, v. 0., dos veces al dia por
dos dias. Posteriormente fueron sometidas a una laparotomia con exposicion del hilio hepético e
induccidn de dafio por IR.

e Grupo control Sham (SH), n = 7: Se les administr6 agua bidestilada, de la misma forma que el
grupo IR. Posteriormente fueron sometidas a una laparotomia con exposicién del hilio hepatico,
sin induccion de dafio. Tras un periodo de 1 h y 20 min, las ratas fueron sacrificadas de la
misma forma que el grupo IR.

e Grupo control de no toxicidad (HGTox), n = 6: Se les administr6 una dosis de 25 mg/kg de (S)-
2HG disuelto en agua bidestilada, siguiendo el esquema del grupo SH. Posteriormente fueron
sometidas al mismo procedimiento que el grupo SH.

e Grupo experimental de hepatoprotecciéon (HGIR), n = 7: Se les administr6 una dosis de 25
mg/kg de (S)-2HG disuelto en agua bidestilada, v. 0., dos veces al dia por dos dias.
Posteriormente fueron sometidas al mismo procedimiento que el grupo IR.

Para realizar la induccion de dafio por IR, las ratas fueron anestesiadas con ketamina (100 mg/kg) y
xilacina (10 mg/kg) de forma i. p. Se les realizd una incision a lo largo de la linea media, con la
posterior oclusion del hilio hepatico mediante un clamp vascular atraumatico (maniobra de Pringle) por
un periodo de 20 min, tras el cual se retird el clamp y se permitié un periodo de reperfusion de 1 h,
después del cual se procedid a sacrificar a las ratas por exanguinacion mediante puncién en la aorta,
obteniéndose muestras de sangre y tejido. Se evalud el efecto del dafio por IR en el peso total del
higado, asi como la magnitud del dafio hepatico mediante las actividades séricas de la alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (FA) y lactato
deshidrogenasa (LDH). Adicionalmente, se evalud la concentracion sérica de glucosa y bilirrubina
total. Tales determinaciones se realizaron mediante espectrofotometria UV-visible en un equipo ILab
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Aries (Instrumentation Laboratory). Para evaluar el efecto del modelo de induccién de dafio por IR en
el sistema antioxidante celular, se determind la actividad total de superoxido dismutasa (SOD)
citosolica en homogenizados de tejido hepatico mediante el método de reduccion de sales de tetrazolio
(Cayman Chemical Company), normalizando la actividad de la SOD por mg de proteinas totales,
medidas por el método de Bradford. Los datos fueron analizados mediante una prueba ANOVA de una
via con analisis post hoc de Tukey, empleando el software GraphPad Prism v. 7.04. Los resultados se
expresan como media £ desviacion estandar, se considero significativa una p < 0.05.

3. Resultados

Con el objetivo de evidenciar cualquier efecto hepatotdxico causado por la administracion de (S)-2HG,
se compararon los valores de los biomarcadores de dafio hepatico entre los grupos SH y HGTox. No se
observo diferencia significativa en las actividades séricas de ALT, AST, FA'y LDH (Figura 1, Tabla 1),
asi como en las concentraciones séricas de glucosa y bilirrubina total. Tampoco se observé un efecto
significativo en la actividad tisular de SOD citosélica (Tabla 1). La administracion de (S)-2HG no
causé un cambio significativo en los pesos de los higados de las ratas del grupo HGTox (7.11 + 0.95 g)
comparado con el grupo SH (7.05 + 0.82 g).

La induccion de dafio por IR produjo un aumento significativo en las actividades séricas de ALT, AST
y LDH en el grupo IR comparado con el grupo SH, asi como una disminucion significativa de la
glucemia, sin afectar la concentracion sérica de bilirrubina total o la actividad tisular de SOD (Figura 1,
Tabla 1). No se observd un efecto en el peso de los higados de las ratas en el grupo IR (7.62 + 0.62 g).
El preacondicionamiento con (S)-2HG provocO una atenuacidn significativa del dafio por IR,
evidenciada por una disminucion de las actividades séricas de ALT, AST y LDH comparadas contra el
grupo IR (Figura 1). No se observo un efecto significativo en las concentraciones séricas de glucosa y
bilirrubinas totales, asi como en la actividad tisular de SOD comparado con el grupo IR (Tabla 1).
Tampoco se observo un efecto en el peso de los higados de las ratas del grupo HGIR (6.92 £ 0.57 g).

4. Discusion

El dafio por IR es un proceso bien caracterizado de dafio celular y tisular, con multiples interacciones
entre diversas vias metabdlicas y de sefializacion”. Se han desarrollado multiples estrategias para
bloguear la cascada de reacciones intracelulares, las cuales van desde el uso de antiinflamatorios,
antioxidantes, inhibidores de la xantina oxidasa, bloqueadores de los canales de calcio, entre otros. Sin
embargo, tales estrategias no impiden la acidificacion intracelular y la deplecion de ATP en las
primeras etapas del periodo de isquemia, las cuales son las causas del cambio conformacional de la
xantina deshidrogenasa a su forma oxidasal'”. La inhibicién de la actividad de EGLN favorece la
estabilizacion de la familia de los HIF, en especial de HIF-1a. Se ha observado en modelos de infarto
agudo al miocardio que la inhibicién de estas enzimas tiene un efecto cardioprotector*®. Asi mismo, se
ha observado que inhibidores de EGLN como la L-mimosina y la dimetiloxalilglicina poseen un efecto
nefroprotector contra el dafio por IR, El (S)-2HG es un potente inhibidor de la actividad de EGLN,
principalmente de EGLN-1, la principal reguladora de HIF-1a!*Y. Se ha reportado que el (S)-2HG
presenta actividad estabilizadora de HIF-1a en lineas celulares!®®. Hasta nuestro conocimiento, solo
existe un reporte del efecto del (S)-2HG en un modelo in vivo de IR renal, en el cual demostré un
significativo efecto nefroprotector™. En el presente estudio se demostré que el (S)-2HG posee un
efecto hepatoprotector, evidenciado por la atenuacion de la actividad sérica de las enzimas ALT, AST y
LDH, principales biomarcadores de dafio hepatico. Asi mismo, se demostrd que este compuesto no
posee un efecto hepatotoxico agudo, dado que su administracion no produjo cambios significativos de
ninguno de los biomarcadores de dafio hepatico comparados contra el grupo SH.
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Figura 1. Efecto del (S)-2HG en los marcadores bioquimicos. A) Efecto en la actividad sérica de la
ALT, a) p <0.0001 contra SH, b) p = 0.0002 contra IR; B) Efecto en la actividad sérica de AST, a) p <
0.0001 contra SH, b) p = 0.0465 contra IR; C) Efecto en la actividad sérica de LDH, a) p < 0.0001
contra SH, b) p = 0.0109 contra IR; D) Efecto en la concentracion sérica de glucosa, a) p = 0.0032
contra SH. Valores expresados como media + desviacion estandar.

Tabla 1. Efecto del (S)-2HG en marcadores bioquimicos y de estrés oxidativo

Biomarcador SH HGTox IR HGIR
FA (U/L) 118 + 28 129 + 32 214 +112 155 + 57
Bilirrubina 0.13+0.05 0.12 +0.04 0.27 £0.12 0.24+0.14
total (mg/dL)

SOD tisular 23.19+£3.15 27.94+£7.33 26.28 +4.98 24.58 +9.53
(U/mg de

proteina)

Valores expresados como media + desviacion estandar.

La disminucion de las actividades de estas enzimas indica una significativa disminucion de la necrosis
de los hepatocitos debida a la lesion por IR. Se observd un decremento en la concentracion sérica de
glucosa de las ratas sometidas a dafio por IR. Esto concuerda con estudios previos en modelos de dafio
por perfusién lenta, en los cuales se observd un leve incremento de la gluconeogénesis durante la fase
de isquemia, seguido de un fuerte decremento de la actividad de esta via metabolica durante la
reperfusiont® 221 No se observé una diferencia significativa en la actividad tisular de SOD, lo cual se
puede atribuir a que los tiempos de IR empleados en este modelo son de corta duracion, con el objetivo
de aumentar la capacidad de detectar compuestos con escasa y moderada actividad hepatoprotectora. Se
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ha reportado que en protocolos de IR hepatica de 60 min de isquemia y 4 horas de reperfusion, no hay
disminucién significativa de la actividad de esta enzima'®!. Son necesarios estudios adicionales para
elucidar el mecanismo hepatoprotector del (S)-2HG, tales como ensayos de expresion genética de genes
transcritos directamente por HIF-1a y medicidn directa de la concentracion de esta proteina mediante
western blot. Asi mismo, se requiere evaluacién histolégica de las muestras analizadas para demostrar
un efecto conservador de la arquitectura hepatica causado por el (S)-2HG.

. Conclusiones
e Laadministracion del (S)-2HG no presentd un efecto hepatotdxico a la dosis evaluada, debido a que
no produjo una alteracion de los biomarcadores de dafio hepatico o estrés oxidativo.
e EI (S)-2HG posee un efecto hepatoprotector, disminuyendo las actividades séricas de ALT, AST y
LDH tras la induccion de dafio por IR.
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1. Introduccion

En la actualidad, existe una tendencia en el incremento de las enfermedades hepaticas tanto en México
como a nivel mundial @. Segtin datos del INEGI las enfermedades del higado son la 4° causa de muerte
en México®. Hoy en dia, el trasplante hepético es el tratamiento de eleccién para abordar diversas
enfermedades hepaticas, tanto agudas, como cronicas entre los que se encuentran la cirrosis y el
carcinoma hepatocelular. A pesar de todos los avances en cirugia, asi como en las estrategias para el
mantenimiento de la viabilidad de los drganos, el trasplante hepatico sigue presentando un alto indice
de complicaciones, tales como el retraso en la funcionalidad del injerto o rechazo del trasplante
hepatico, por lo que la bisqueda de nuevas alternativas que logren disminuir la incidencia de éstas
continda vigente.

El acondicionamiento farmacoldgico ha demostrado tener gran utilidad terapéutica, es préactico, factible
y con estimulos no hipdxicos, capaz de proteger al 6rgano contra el dafio por isquemia-reperfusion (IR)
el cual es un fenébmeno que resulta por el corte del suministro de sangre a un érgano por un tiempo
prolongado seguido de una reperfusion con sangre oxigenada y es una de las principales causas de
rechazo del injerto®. En el dafio por IR participan una gran variedad de citocinas inflamatorias,
ademas, de metabolitos del acido araquiddénico, como las prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX).
Dicha sintesis esta regulada por la enzima ciclooxigenasa (COX), su funcién es catalizar la conversion
de &cido araquidonico en PG y TX. En particular, se ha reportado que el grupo de inhibidores de la
COX tiene una actividad protectora en diversos Organos como estomago, cerebro y testiculo en
modelos animales de dafio por IR“*®, por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar si la
administracion de inhibidores de la COX, acemetacina (ACE) y acido mefenamico (AMF), previa a la
induccidn de dafio por IR y de forma independiente, tienen un efecto hepatoprotector en ratas Wistar.

2. Metodologia

Para llevar a cabo el estudio se emplearon ratas Wistar hembras de 200-250 gramos, las cuales fueron
divididas en 4 grupos (n=6) como se muestra en la Tabla 1. Los farmacos fueron disueltos en agua
destilada y administrados via orogastrica a una dosis de 10 mg/kg por 5 dias, tras este periodo se
sometieron a los animales de experimentacion una induccién de IR hepatica.
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Para producir dafio por IR hepética, se sigui6 el procedimiento reportado por Pérez y colaboradores'”.
Se utilizo xilacina (10 mg/kg) como anestesico y ketamina (100 mg/kg) como analgesico. Se les realizé
una incision por la linea media y se hizo la reseccién falciforme y del hepatogéstrico, se expuso la
triada portal, realizandose una diseccidn en esta misma zona para asi, exponer a la vena porta, arteria
hepatica y conducto hepéatico. Mediante el uso de clamps vasculares se pinzé la triada portal por 20
minutos. Luego, se cerrd temporalmente la cavidad abdominal y se realiz6 hidratacion administrando 1
mL de solucion salina estéril. Posterior al periodo de isquemia, se retiraron las pinzas y se hizo
seguimiento por 60 minutos después de la cirugia. Se obtuvieron muestras de sangre y tejido hepatico
para, finalmente, ser sacrificadas por exanguinacion. Todos los procedimientos con animales se
realizaron de acuerdo con el uso y cuidado adecuados de los animales de laboratorio, segun lo
aprobado por el comité de ética de nuestra institucion (HI19-00002) y de acuerdo con las
especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Tabla 1. Grupos de estudio

Grupo Administracion orogéstrica  Dosis Procedimiento quirdrgico
Sham Agua destilada N/A Laparotomia

Control IR Agua destilada N/A IR

AMF+IR Acido Mefenamico 10 mg/kg IR

ACE+IR Acemetacina 10 mg/kg IR

ACE: Acemetacina, AMF: Acido Mefenamico, IR: Isquemia-Reperfusion, N/A: No Aplica.

Se evaluaron los marcadores séricos alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa
(AST), lactato deshidrogenasa (LDH), fosfatasa alcalina (FA), glucosa (GLU) y bilirrubina (BIL) en un
equipo ILab Aries (Instrumentation Laboratory, Werfen Group). Los resultados se expresaron como
mediatdesviacion estdndar y fueron analizados mediante una prueba ANOVA de una via con
comparaciones de multiples. Se considerd significativo un valor de p<0.05.

3. Resultados
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Figura 1. Comparacion de los niveles de las transaminasas de los grupos Sham, AMF+IR y ACE+IR
contra el grupo IR. Valores expresados como media * desviacion estandar. *p<0.01, **p<0.001,
***n<0.0001.

Se observé que en el grupo ACE+IR hubo diferencia significativa en los valores séricos de ALT, AST,
LDH y FA al compararlos con el grupo IR, mientras que en el grupo AMF+IR solo se observo
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diferencia significativa en ALT, AST y LDH (Figura 1 y Tabla 2). No hubo diferencia significativa en
los demés marcadores.

Tabla 2. Resultados de marcadores séricos comparados contra el grupo IR.

Grupo LDH FA GLU BIL

Sham 1677+1259*** 117.5+30.56 353.2+68.82 0.1167+0.04
IR 769043633 233.3£114.3 224+75.75 0.2+0.141
AMF+IR 3397+1423* 213.3+79.67 319.7+87.99 0.216+0.147
ACE+IR 2323+1189** 603.3+354* 174.2+119.1 0.166+0.081

ACE: Acemetacina, AMF: Acido Mefenamico, BIL: Bilirrubina, FA: Fosfatasa Alcalina, GLU:
Glucosa, IR: Isquemia-Reperfusion, LDH: Lactato Deshidrogenasa. Valores expresados como media +
desviacion estandar. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

4. Discusion

La investigacion dirigida a la prevencion y el tratamiento de IR hepética ha ganado gran atencion
debido al creciente niumero de trasplantes de higado, por esta razon sigue vigente la busqueda del
desarrollo de nuevas estrategias para proteger al 6rgano contra el dafio isquémico. En este estudio, se
evaluo el efecto de dos inhibidores de la COX, ACE y AMF, en higado contra la lesion por IR. Se
demostré que a una dosis de 10 mg/kg de los dos farmacos se logré disminuir el dafio hepatico
inducido por IR, pudiéndose observar una disminucion en los valores séricos de ALT, AST y LDH, lo
cual concuerda con reportes previos de estos farmacos, en los cuales se demostrd su actividad

~ . . . n (8,9,10)
protectora contra dafio por IR a la misma dosis en otros érganos como rifién y cerebro. . La ALT,
AST y LDH son enzimas cuya elevacion en el torrente sanguineo indican que el érgano, en este caso el
higado, ha sufrido un dafio celular®™. Al administrar ACE y AMF previamente a la induccion de IR, se
logré disminuir los niveles séricos de la mayoria de las enzimas evaluadas, indicando un efecto
protector por estos inhibidores de la COX. Respecto a los valores de BIL, y GLU no se encontro
diferencia significativa entre grupos, sin embargo, en el grupo ACE+IR, se observd un incremento
significativo de FA, un efecto similar ha sido reportado en diversos estudios de toxicidad de
indometacina, metabolito activo de la acemetacina, por lo que es necesario realizar mas estudios para
.. .. 7 (12,13) .

para poder definir por completo la actividad protectora de este farmaco . Actualmente se estan
realizando estudios moleculares para evaluar la actividad de ACE Y AMF en la modulacion de
citocinas inflamatorias, asi como en la actividad de marcadores de estrés oxidativo para poder elucidar
el posible mecanismo de accidn de su efecto hepatoprotector en la lesion por IR.

5. Conclusiones

En base a los datos obtenidos en el presente trabajo se concluye que:

1. Se logré un efecto hepatoprotector de los inhibidores de COX, ACE y AMF, sobre el dafio inducido
por una lesion por isquemia-reperfusion hepatica.

6. Referencias

1. Mendoza-Vargas, N. Tesis Doctoral “Efecto hepatoprotector y antioxidante del extracto y los
principios activos de Geranium shiedeanum”, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (2012).

76



2. Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, Principales causas de mortalidad por residencia
habitual, grupos de edad y Sexo del fallecido (INEGI, 2017;
https://www.inegi.org.mx/sistemas/olap/registros/vitales/mortalidad/tabulados/ConsultaMortalicon.asp)
3.Jia, J. J., et al. Hepatobiliary Pancreat Dis Int. 14, 34-42 (2015).

4. Hiratsuka, T., et al. Scand J Gastroenterol. 40, 903-913 (2005).

5. Candelario-Jalil, E., et al. J Neurochem. 86, 545-555 (2003).

6. Polat, E. C., et al. Rev Int Androl. 203, (2018).

7. Pérez, J. C. J., et al. Oxid Med Cell Longev. 1-9 (2016).

8. Zhu, S. H. et al. J Zhejiang Univ Sci B. 15, 735-742 (2014).

9. Khansari, P. S., Halliwell, R. F. Neurochem Int. 55, 683-688 (2009).

10. Mangino, M. J. Prostaglandins Leukot Essent Fat Acids. 41, 173-179 (1990).

11. Moreira, V. F., Garrido, E. Rev Esp Enferm Dig. (2015).

12. Khan, S, et al. Toxicology Reports. 6, 389-394 (2019).

13. Majeed, R. K., et al. Medical Journal of Babylon. 15, 218-221 (2018).

77



INTEGRACION, SUPERACION Y SERVICIO

FENACQC

C12

EVALUACION DEL EFECTO ANTICONVULSIVO DE LA CURCUMA Y EL
RESVERATROL Y DE SU REPERCUSIQN SOBRE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS Y
HEMATOLOGICOS EN LA RATA

Isaac Zamora Bello*, Eduardo Rivadeneyra Dominguez?, Juan Francisco Rodriguez Landa®
Maestria en Laboratorio Clinico, Universidad Veracruzana; Facultad de Quimica Farmacéutica
Bioldgica, Universidad Veracruzana?; Instituto de Neuroetologia, Universidad Veracruzana®

1.Introduccién

En México, existen de 1 a 2 millones de personas con epilepsia (Rubio et al., 2011). Un tipo de
actividad epiléptica es el Estado Epiléptico (EE), aquel que se presenta como crisis epilépticas
consecutivas por un periodo mayor a 30 minutos sin la recuperacion completa de la conciencia del
individuo. Las crisis epilépticas generalizadas del EE generan complicaciones cerebrales (muerte
neuronal) y sistémicas (acidosis e hipercalcemia), por lo que se le considera una emergencia
neuroldgica y médica (Engel, 2006). Hasta el momento no hay cura para la epilepsia y el tratamiento
en el 70-80% de los casos consiste en el consumo cronico de uno o mas farmacos antiepilépticos (FA);
pero su uso crénico puede ocasionar efectos negativos a nivel hepatico y renal (asociado a topiramato)
y disminucion de las capacidades cognitivas (Fricke-Galindo et al., 2018). Existen reportes del uso de
antioxidantes en la medicina tradicional que podrian funcionar como anticonvulsivos, tal es el caso de
la Curcuma longa (planta herbacea de la familia Zingiberaceas también referida como curcuma) y el
resveratrol, un estilbenoide natural presente en uvas, cacahuetes, pistaches y grosellas (Bengmark et al.,
2009; Lopez-Miranda et al., 2012; Salir, 2014). Este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto
anticonvulsivo y los parametros bioquimicos y hematolégicos producidos por la administracion de la
carcuma y resveratrol en la rata adulta con EE inducido mediante el modelo de litio-pilocarpina.

2.Metodologia

42 ratas macho de la cepa Wistar con un peso aproximado entre 250 a 300 g se dividieron en seis
grupos (n= 7 cada grupo): Vehiculo (agua purificada), Resveratrol-1 (30mg/kg), Resveratrol-2
(60mg/kg), Curcuma-1 (150mg/kg), Clarcuma-2 (300mg/kg) y Carbamazepina (300 mg/kg) como
control de actividad anticonvulsiva. Los tratamientos fueron administrados por via oral cada 24 horas
durante 35 dias. En el dia 36 se indujo el EE utilizando el modelo de litio-pilocarpina (3 mEg/Kkg, i.p. y
30mg/Kg s.c., respectivamente) y se evalud la conducta convulsiva, teniendo las siguientes variables
respuesta: latencia a la primera crisis generalizada después de la inyeccion de pilocarpina, latencia al
EE, duracion de la primera crisis generalizada y el nimero de crisis Fase 1V y/o V. Una hora después
de iniciar el EE se les indujo anestesia profunda con pentobarbital sédico (60 mg/kg, i.p) y se procedid
a la extraccion de sangre por puncién cardiaca, la cual se depositd en tubos secos (sin anticoagulante) y
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con anticoagulante de la marca Vacutainer hasta el analisis bioquimico y citométrico. Analisis
estadistico: Se empleo el programa GraphPad Prism version 6c considerando un nivel de significancia
de p 0.05. Se utiliz6 ANOVA de una via, considerando como Unico factor el tratamiento. Los
resultados se presentan como la media £ E.E.M.

3.Resultados

Evaluacion conductual del Estado Epiléptico: El andlisis de la latencia a la primera crisis generalizada
(Fase IV o V) revel6 diferencias significativas (F4, 25 = 14.71, p < 0.0001) entre los tratamientos. Esta
variable fue mayor en los grupos Curcuma-2 y Resveratrol-2 (38.8+ 6.8, 36.4 + 6.1 min,
respectivamente) en comparacion con el grupo Vehiculo (28.4 £ 2.4 min). La latencia al EE también
revelo diferencias significativas (F4 28 = 19.25, p < 0.0001) entre tratamientos. En los grupos Curcuma-1,
Clrcuma-2 y Resveratrol-2 (66.4+ 6.9, 53.7 £ 7.9, 64 + 6.6 min, respectivamente) la latencia fue mayor
en comparacion con el grupo Vehiculo (39.5 + 3.5 min). EI nimero de crisis generalizadas fase V que
presentaron las ratas desde la aplicacion de la pilocarpina hasta la aplicacion del pentobarbital sddico
también revelo diferencias significativas (F4 23 = 5.6, p = 0.001). EI ndmero de esta variable fue
significativamente menor en los grupos Curcuma-1, Cdrcuma-2 y Resveratrol-2 (1.2 +0.4, 1.4+ 05y
1.2 £0.7 respectivamente) respecto al grupo Vehiculo (2.4 £05). Es importante mencionar que en el grupo
carbamazepina no se present6 ninguna crisis convulsiva, por lo que este grupo se descartd de esta parte
del analisis estadistico. Quimica sanguinea: El anélisis de los parametros de esta evaluacion solo reveld
diferencias significativas (F (s3) =10.51, p= 0.0001) en los valores de glucosa, siendo
significativamente menores en los grupos Curcuma-1, Cdrcuma-2, Resveratrol-1 y Carbamazepina,
respecto al grupo vehiculo (tabla 1). No obstante, en todos los grupos los valores de esta variable
estuvieron por arriba de los valores de referencia.

Vehiculo Cdrcuma- Cuarcuma- Resveratrol Resveratrol- Carbamazep Intervalo

Analito  (agua 1 2 -1 2 i-na (300 sde
purificad (150 g/kg) (300 g/kg) (30 mg/kg) (60 mg/kg)  g/kg) referenci
a) a
Glucosa 2043+ 1329 13.00 + 13.29 + 16.43+3.15 10.00 + 6.00-
0.53 3.30* 4.39* 3.30* 0.00* 10.00
mmol/L
BUN 6.22 + 6.10 + 6.10+0.62 0.62+007 6.47+028 6.48+0.10 3.00-7.00
0.40 0.33 mmol/L
Urea 18.43+0. 18.40+0.7 16.99+1.65 17.79+£0.80 17.71+1.38 18.14+0.89 10.70-
53 6 20.0
mmol/L
Creatini  22.86+4. 20.29+5.0 20.71+ 20.71+5.34 18.14+380 17.43+2.63 11.00-
na 01 5 4.57 28.0
pmol/L

Tabla 1. Quimica sanguinea de las ratas después del EE.

Los valores se expresan como media + el error estandar. * p< 0.05 vs grupo vehiculo.
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Respecto a las pruebas de funcionamiento hepatico no hubo diferencias entre los tratamientos y todos
los valores estuvieron dentro del rango de normalidad. Tabla 2.

Tabla 2. Pruebas de funcionamiento hepatico al final de tratamiento.

Vehiculo Cudrcuma- Curcuma- Resveratrol Resveratrol Carbamazep Interval
Analito (agua 1 2 -1 -2 ina (300 os de
purificad (150 g/kg) (300g/kg) (30 mg/kg) (60 mg/kg) mg/kg) referenci
a) a
Bilirrubi  0.18+0.00 0.18+0.05 0.18+0.04 0.18+0.05 0.18+0.05  0.18+0.052 0.04-0.20
nas mg/dL
totales
Bilirrubi  0.03+0.00 0.03+0.00 0.03+0.00 0.03+0.00 0.03+0.00  0.03+0.00 0.03-0.06
na mg/dL
directa
Bilirrubi  0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.02+0.04 0.02+0.04  0.04+0.05 0-0.10
na mg/dL
indirecta
AST 143.40+1 129.60+13 142.30+11 150.90+5.52 137.70+12. 96.57+21.95 63.00-
0.64 .02 .86 19 157.00
Ul/L
ALT 50.29+1.2 43.14+7.6 33.57+10. 46.14+5.15 48.00+2.94 43.43+7.58 19.00-
5 4 21 53.00
ul/L
Fosfatasa 214.10+7 135.40+11 136.40+23 186.70+68.58 177.70+29. 146.40+39.25  36.00-
alcalina 7.29 24 .29 75 312.00UlI
L
Proteinas 6.12+0.40 6.10+0.41 6.51 6.27+051 6.14+£0.19 6.58+0.33 5.60-7.60
totales 0.45 g/dL
Albumin 4.50+0.36 4.57 £0.22 4.34+0.35 455+0.26 4.48+0.41 4254021  4.00-5.00
a g/dL

Respecto a la citometria hematica no hubo diferencias entre los tratamientos y todos los valores
estuvieron dentro del rango de normalidad. Tabla 3.
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Tabla 3. Citometria Hematica.

Vehiculo Curcuma- Curcuma- Resveratrol- Resveratrol- Carbamazepina Intervalos
Analito (agua 2 (300 mg/kg) de
purificada) (150 g/kg) (300 g/kg) (30 mg/kg) (60 mg/kg) referencia
Eritrocitos 8.05+ 8.21+ 8.36+ 8.37+ 8.21+ 8.21+ 7.8-8.65
0.25 0.21 0.23 0.22 0.24 0.25 mm?
Hemoglobina 14.61+ 15.66+ 15.90+ 15.33+ 15.93+ 15.27+ 13.20-
1.48 1.16 1.04 1.16 0.8440 0.66 17.10 g/dl
Hematocrito 40.89+ 41.44+ 42.35+ 42.29+ 41.56+ 42.26+ 35-45%
1.95 1.65 0.83 1.22 2.18 2.72
VCM 54.39+ 53.97+ 54.02+ 5411+ 55.06+ 54.69+ 45-65 fl
2.34 1.64 1.55 2.52 2.21 1.92
HCM 17.66x 17.79+ 17.88+ 17.57+ 17.17+ 17.49+ 15.53-
0.96 0.31 0.16 1.13 0.52 0.63 20.05 pg
CMHC 30.71+ 30.53+ 30.68+ 28.30% 30.66+ 30.29+ 25.88-
0.48 0.39 0.35 2.22 0.59 0.48 32.88 g/di
Leucocitos 10.70+ 9.18+ 10.82+ 10.73+ 12.56+ 9.50+ 4.0-17.0
5.88 4.27 4.58 5.58 3.97 1.76 mm?
Plaguetas 782.70+ 703.90+ 862.70+ 743.40+ 629.70+ 718.60+ 300.0-
117.40 107.80 228.30 220.10 206.80 168.10 1500.0
mm?
4.Discusion

La carbamazepina es un farmaco de empleo habitual para el tratamiento de la epilepsia, es til en el
control de las crisis tonico-clonicas generalizadas (Protasio et al., 2005; Vinicius et al., 2011). En
nuestro estudio ningin miembro del grupo carbamazepina presento crisis convulsivas, esto concuerda
con lo reportado con anterioridad, que la administracion previa de carbamazepina evita la induccion del
EE (Grabenstatter et al., 2017). La Cdrcuma y el resveratrol aumentaron la latencia a la primera crisis
generalizada. En concordancia, se ha reportado que la curcumina potencializa la actividad
anticonvulsiva de farmacos antiepilépticos como el valproato, fenitoina, fenobarbitona y
carbamazepina (Reeta, 2011), por su parte el resveratrol potencia el efecto del valproato de sodio y el
diazepam contra las convulsiones inducidas por pentilenetetrazol (Gupta et al., 2002). Por otro lado, los
parametros que integran la quimica sanguinea, pruebas de funcionamiento hepéatico y citometria
hematica sugieren que no hay efecto téxico por la administracion crénica de Cdrcuma y resveratrol,
probablemente debido a las acciones farmacoldgicas como antiinflamatorias y cardio protectoras
debido a su accion antioxidante (Lopez-Miranda, et al., 2012; Salir, 2014). La quimica sanguinea
revelo un incremento de glucosa en los grupos que presentaron EE, en este contexto se sabe que las
convulsiones febriles se asocian a hiperglucemia por estrés en nifios (Grabenstatter et al., 2007). Sin
embargo, los grupos Cuarcuma-1, Cdrcuma-2 y resveratrol-1 presentaron valores de glucosa
significativamente menores respecto al grupo Vehiculo, en concordancia se ha reportado que tanto la
Curcuma como el resveratrol tienen efectos antihiperglucémicos (Chuengsamarn et al., 2012; Vallianou
etal., 2013).
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5.Conclusiones

1) La administracion oral cronica de circuma y resveratrol retraso la aparicion de las crisis convulsivas
generalizadas y disminuy0 se severidad. 2) De acuerdo con la evaluacién de los parametros
bioquimicos no hay evidencia de algun dafio renal o hepatico por el consumo circuma y resveratrol con
las dosis evaluadas. 3)Se sugiere que la circuma y el resveratrol podrian servir como adyuvantes en el
tratamiento de la epilepsia.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es la zoonosis bacteriana mas extendida a nivel mundial, la cual se
encuentra presente en casi todos los continentes excepto la Antartida' ™! Esta zoonosis es
considerada como una de las enfermedades endémicas de paises con climas tropicales y
subhtimedos, causada por la bacteria Leptospira spp. »* La clasificacién de Leptospira se
basa en serologia y biologia molecular; de acuerdo con estudios seroldgicos se describen
mas de 300 serovares patégenos, agrupados en 25 serogrupos, y 60 serovares saprofitas.™
Mediante estudios moleculares sobre la hibridacion del DNA, el género Leptospira consta de
64 especies validas.”! El objetivo de este estudio fue identificar la diversidad genética de
aislamientos de Leptospira spp. obtenidos a partir de orina de bovinos de una unidad de

produccion del municipio de Cuitldhuac Veracruz, ya que debido a la alta diversidad
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seroldgica y genética de Leptospira spp. es necesario identificar la variabilidad genética de
las especies y serovares circulantes en el estado de Veracruz, el cual serd de gran ayuda
para conocer la diversidad de especies patdgenas que afectan la salud animal y un posible

riesgo para la salud publica.

METODOLOGIA

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Parasitologia de la Unidad de
Diagndstico de la Posta Zootécnica “Torre6n del Molino” de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Veracruzana, donde se realizé el diagnostico
seroldgico, mediante la técnica de aglutinacion microscépica (MAT), se realizo el aislamiento
de aquellas muestras que presentaron titulos 21:1600 utilizando el medio de cultivo EMJH
(BD DifcoTM) mas enriguecimiento (BD DifcoTM). El diagnéstico por métodos moleculares
de los aislamientos de Leptospira spp. se llevo a cabo en el Centro de Medicina Tropical,
Unidad Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Autonoma de México donde se realizd la extraccion de DNA mediante el método de
extraccion por resina Chelex-100, posteriormente la amplificacion del DNA con el Método de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando el gen lipL32 y 16sRNA. Se utilizaron
12.5 ul de la mezcla comercial para PCR (MasterMix de Promega), 1 ul de cada
oligonucledtidos (a una concentracion de 2 uM cada uno) (Tabla 1) y 10.5 pl de DNA, para
completar un volumen final de 25 pl, para los genes 16sRNA, Lipl32, las condiciones para la
PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos,
desnaturalizacién 35 ciclos a 94°C durante 30 segundos, alineamiento a 58°C durante 45
segundos, extension a 72°C durante 1 minuto y una extension final de 72°C durante siete
minutos. La secuenciacion se realiz6 a partir de la re-amplificacion del producto de PCR este
amplificado de PCR se purifico con el Kit-QIGEN® y se preparé de acuerdo con las
especificaciones solicitadas, para el envio al servicio de secuenciacién del Instituto de
Biologia de la UNAM. Para el andlisis de secuencia y reconstruccion filogenética, se
recuperaron secuencias de otras especies validas del género Leptospira depositadas en
GenBank, con las cuales se realizaron alineamientos globales mediante el método de
comparacion pareada Clustal W. Posteriormente se selecciond6 el mejor modelo de
sustitucion [Tamura-3 (K2+G)] y se llevo a cabo la reconstruccion filogenética mediante el
Método de Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood) con 1000 repeticiones de Bootstrap

con el software Mega v. 6.06.
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RESULTADOS

Diagndstico serolégico (muestreo pareado)

Se determino la presencia de anticuerpos contra Leptospira, donde se obtuvo una frecuencia
de 24.1% (28/116; 1C95% 16.7-33.0%).

Diagnostico molecular

El diagndstico molecular se realizd a partir de los aislamientos obtenidos, para este andlisis
se utilizaron los 18 aislamientos de aquellos animales que tuvieron una titulacién 21:1600 de
acuerdo con los criterios de inclusion establecidos para esta investigacion. En la figura 1 se
representa que el 39% de los aislamientos (7/18) mostraron PCR positiva para el gen
16sRNA. Y en la figura 2, el78% de los aislamientos (14/18) mostraron PCR positiva para el
gen lipL32.

14 15 16 17 18 B1 B2 C- C+

Figura 1. Gel de agarosa al 2% C1= Marcador de peso Figura 2. Gel de agarosa al 2% C1= Marcador de peso molecular

molecular C2 al 5y 7,10 = Muestras positivas al gen 16sRNA C2 al 12, 16 y18= Muestras positivas al gen Lipl32 mostrando el

mostrando el amplificado a 450 pb, C11= Control Positivo. gmpl!flcado a 432 pb, C21= Control negativo. C22= Control
ositivo.

Andlisis de secuenciay filogenia.
Las muestras que mostraron PCR positivas al gen lipL32 fueron secuenciadas y el analisis

de secuencia mostré que la especie que esta presente en esta unidad de produccion es
Leptospira interrogans, la cual fue clasificada de acuerdo con la filogenia de dichas
secuencias identificada por el gen lipL32 como un linaje cercano a Leptospira interrogans
serovar hardjo con una identidad maxima del 100% aislada de una muestra de agua en la

India.®
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En la figura 3. Se representa la reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud (ML)

generado con secuencias de varios miembros del género Leptospira.

A Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracrig México
W Leptospirainterrogans serovar Hardjo/Water/India (IN886739.1)

A Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracr México
A Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracrg México
A Leprospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurns/Veracrig México
70 A Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracrig México
A Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracri México
A Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracric México
A Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracri México
A Leprospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracrig México
A Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracrig México
L A Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenius Taurus/Veracrig México

84| — Leptospira interrogans seravar Capenhageni/Icterohaemorrhagiae/Homo sapiens/ Brasil (CP018146.1)

Leptospira interrogans serovar Copenhageni/Homo sapiens/ Brasil (CP020414.2)
Leprospira interrogans serovar Copenhageni/Homo sapiens/ Brasil (AE016823.1)

Gt |Leprospira interrogans serovar Hardjo-prajitno/Home sapiens/ Indonesia (CP013147.1)
100 Leptospira interrogans serovar Hardjo/Bosprimigenins Tauras/ Brasil (CP012603.1)

Leptospira interrogans serovar Lai/Homo sapiens/ China (CPO01221.1)
|— Leptospira interrogans serovar Canicola/Canis lupws familiaris/ San Paulo Brasil (CP022883.1)

L Leptospira kirschneri/Homo sapiens/ Mayotte Océano Indico (JN683896.1)
Leprospira santarosai/Bosprimigenins Taurus/ Brasil (CP027843.1)

79 Leptospira weilii/Homo sapiens/ Vietnam (A¥461930.1)
100 L Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis/Bosprimigenins Taurus/ Parana Brasil (CP033440.1)

Leptospira mayottensis/Reserve Speciale Ambohitantely/ Madagascar Ambohitantely (CP030142.1)

100 — Leptospira kmeityi/Soil/ Malaysia (CP033614.1)

94 | Leptospira alsionii/Kitney of a greater white-foothed/ Ireland (CP015217.1)

—

0.01 P
FIGURA 3. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud (ML) generado con secuencias de varios miembros del género
Leptospira generado con el modelo de Tamura-3 (K2+G). Las secuencias recuperadas en este estudio estan marcadas con
figuras sélidas en tridangulos rojo de los aislamientos de orina de bovino; de cuadro verde se tiene la especie Leptospira

interrogans.

Discusion.

Es importante mencionar que la gran mayoria de los estudios que se realizan para la
identificacion de Leptospira spp, se basan en el periodo agudo y cronico de la enfermedad
(Leptospiruria), ya que son muy pocas las posibilidades de detectar al microorganismo
durante su fase inmunoldgica (Leptospiremia), por el periodo en que se encuentra en tejido

sanguineo.”
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En México se tiene un estudio similar donde se llevo a cabo la identificacion de Leptospira
spp. pero a diferencia del presente estudio, el aislamiento de la bacteria fue realizado a partir
de un rifion de bovino obteniendo la presencia de Leptospira interrogans serovar Hardjo
subtipo Hardjo-prajitno.! Comparando estos resultados con los resultados del presente
estudio podemos confirmar la presencia de Leptospira interrogans serovar hardjo obtenido a
partir de aislamiento de orina de bovinos infectados con Leptospira.

Conclusiones.

Se logro la caracterizacion de aislamiento de leptospira, siendo este el primer reporte con
secuencias ya identificadas en México de Leptospira interrogans Serovar Hardjo aislada a
partir de orina de bovinos de una unidad de produccion de Cuitldhuac Veracruz, México.

Por lo anterior y con base en los resultados mostrados en este estudio, se sugiere incluir los
aislados de Leptospira interrogans serovar hardjo en posteriores estudios serologicos de
bovinos, ademas de realizar la busqueda de éstas y otras serovariedades que prevalecen en
la regidn, mediante el aislamiento del agente etioldgico, y no sélo con base en los resultados
de serologia.
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