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PROLOGO

El Primer Seminario de Investigacion de la Facultad de Ciencias Mé-
dicas surgi6 de la idea de acercar la investigacion cientifica a los es-
tudiantes de grado. Se invit6 a presentar sus lineas de investigacion a
investigadores cientificos, docentes y tesistas que realizan su trabajo
cientifico en esta Facultad. La propuesta fue recibida con gran en-
tusiasmo por todos los claustros. Los estudiantes colmaron el Aula
Magna y los viernes después de las 17 horas se desarrollaron intensos
encuentros.

En este volumen se recogen las exposiciones presentadas, que es-
bozan en forma clara y generalmente reducida algunos temas de la
actividad cientifica de la Facultad. En conjunto, estos capitulos ofre-
cen una vision diferente del ambito educativo clésico, y el resultado
de la interaccion entre el trabajo de investigadores y la estimulante
participacion estudiantil con preguntas y debates. Se trata de un texto
que resultara util tanto para los docentes como para futuros investi-
gadores y tesistas debido a que pone de manifiesto la amplitud de los
temas y la calidad de las investigaciones.

En este sentido, puede decirse que ésta es una obra completamen-
te original y novedosa y se basa en una actividad educativa caracteri-
zada por un enfoque actualizado e innovador.

Prof. Dra. Maria Virginia Croce
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CAPITULO 1

El fin de la epidemia de VIH/SIDA mediante la
implementacion de la Estrategia 90-90-90:
ses posible?

Judith Celina Bernstein
Juan Pablo Stagnaro

Introduccion y marco tedrico

El hecho de poder finalizar la epidemia de infeccién por VIH/SIDA
representa una oportunidad historica de intentar lograr un mundo
mas sano, justo y equitativo para las generaciones futuras; para ello
es fundamental impulsar programas mas amplios e inclusivos en ma-
teria de salud y desarrollo y lograr solidaridad mundial en conjunto
con la colaboracion multisectorial. Aunque haran falta muchas es-
trategias para acabar definitivamente con la epidemia de SIDA, sera
imposible terminar con ella sin proporcionar el tratamiento de la in-
feccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) a todos
aquellos que lo necesiten.

En diciembre de 2013, la Junta Coordinadora del Programa Con-
junto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) estable-
ci6 la meta de alcanzar el fin de la epidemia para el afio 2030. El ob-
jetivo es reescribir el tratamiento del VIH y considerar un ambicioso
objetivo de tratamiento para contribuir al fin de la epidemia de SIDA,
la Estrategia 90-90-90 (E90), la cual consiste que en el afio 2020:
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Que en 2020 el 90% de las personas que viven con el VIH conoz-
can su diagndstico de infeccion por VIH.

2. Que el 90% de los de las personas que viven con VIH reciban
terapia antiretroviral.

3. Que en 2020 el 90% de las personas que reciben terapia anti-
rretroviral tengan supresion viral (ONUSIDA, 2014) (OMS, 2013).

Ellogro de estos objetivos antes del afio 2020 permitira a la comu-
nidad acabar con la epidemia de SIDA en 2030, lo que a su vez gene-
rara grandes beneficios econdmicos y sanitarios. Este triple objetivo
permitira al menos que el 73% de las personas que viven con el VIH
(PVVIH) en todo el mundo tenga supresion viral, un numero de dos
a tres veces mayor que las estimaciones actuales (OMS, 2013).

El tratamiento del VIH es una herramienta fundamental para aca-
bar con la epidemia de SIDA, mas no es la tnica; es imprescindible la
implementacién de otras estrategias de prevencion, entre las que se
incluyen: la eliminacion de la transmisién materno infantil, las cam-
panas de uso de preservativos, la profilaxis antirretroviral antes de la
exposicion, la circuncision masculina voluntaria y bajo supervision
médica en los paises prioritarios, los servicios de reduccion de dafios
para personas que se inyectan droga y los programas de prevencion
centrados en otras poblaciones clave (OMS, 2013) (WHO, 2015).

El TARV para el VIH es una herramienta indispensable en la lu-
cha contra el SIDA, pues evita nuevas infecciones, previene las en-
fermedades relacionadas con el VIH, evita las muertes relacionadas
con el SIDA, y aumenta los beneficios sanitarios y econémicos. La
esperanza de acabar con la epidemia depende en gran medida de la
capacidad de proporcionar el acceso universal al tratamiento para el
VIH a todos aquellos que lo necesiten (WHO, 2015)

Las nuevas metas de diagndstico y tratamiento fueron acordadas
durante el “Segundo Foro Latinoamericano y del Caribe sobre el con-
tinuo de atencion del VIH”, realizado en la Ciudad de Rio de Janeiro
en 2015, organizado por ONUSIDA vy el Grupo de Cooperacién Téc-
nica Horizontal (GCTH), entre otros (ONUSIDA, 2015). Este evento
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conto con la participacion de jefes de programas de VIH de paises de
América Latina, representantes de la sociedad civil y socios técnicos.
Entre los resultados alcanzados en la reunidn, se destaca que Améri-
ca Latina y el Caribe articularon como una tnica region y establecie-
ron un conjunto de metas de prevencién y discriminacion cero, que
reflejan las particularidades de la epidemia y de la respuesta de cada
una de las subregiones. Los participantes acordaron también que la
prevencion combinada seria el abordaje central para cumplir con las
metas preventivas propuestas por ONUSIDA.

Segtin el Boletin sobre el VIH, SIDA e ITS, se estima que 110.000
personas viven con VIH en nuestro pais, de las cuales el 30% desco-
noce su condicion. Anualmente se diagnostican alrededor de 5.000
personas y 1.400 personas fallecen por SIDA en ese mismo lapso.
Aproximadamente 52.000 personas se encuentran recibiendo TARYV,
el 69% de las cuales lo hace a través del sistema publico de salud.

Durante la “IX Conferencia de la Sociedad Internacional del
SIDA” realizada en la ciudad de Paris en 2017, la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) ha presentado sus directrices para el manejo
de la enfermedad por el VIH avanzada y para el inicio rapido de la
terapia antirretroviral. De acuerdo con esta guia, a cualquier persona
diagnosticada de infeccidn por el VIH se le deberia ofrecer la opcion
de iniciar el tratamiento antirretroviral en el plazo de siete dias tras el
diagndstico y cualquier paciente deberia tener la opcién de iniciar la
terapia el mismo dia del diagndstico (OMS, 2017).

Un equipo de expertos en modelizacion sanitaria ha proyectado
las consecuencias de E90 en materia econdmica y sanitaria. El modelo
revel6 que alcanzar estos ambiciosos objetivos, incluida la répida am-
pliacion del tratamiento antes de 2020, reduciria el nimero anual de
nuevas infecciones por VIH en casi un 90% y el nimero de muertes
relacionadas con el SIDA disminuiria en un 80%, lo que permitiria
poner fin a la epidemia mundial de SIDA antes de 2030. Serd preciso
implementar un plan de accion sin precedentes que amplie a la mayor
brevedad el tratamiento antirretroviral temprano; se necesitara combi-
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nar la voluntad politica, las directrices normativas basadas en pruebas,
la generacion continuada de pruebas criticas para la actuacién y los
recursos financieros suficientes para alcanzar el objetivo 90-90-90 y
mantener de por vida el tratamiento del VIH para decenas de millones
de personas en todo el mundo. Para ello serd necesario, no solo una
nueva mentalidad, sino también nuevos modos de funcionamiento
globales para constituir una base solida que impulse el esfuerzo mun-
dial que permita acabar asi con la epidemia de aqui a 2030.

El municipio de Florencio Varela esta situado en el segundo cor-
dén del conurbano bonaerense. En el tltimo censo se constatd que
426.005 personas vivian en el territorio segin el Censo Nacional de
Hogares y Viviendas realizado en 2010. Se calcula que 1704 personas
que viven con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (PVVIH) en
este municipio, usando como medida la seroprevalencia encontrada
en los testeos de efectores publicos de salud, tanto municipal como
provincial (que variaron entre 0,70 a 1,74% entre los afios 2009-2016)
y las estimaciones realizadas por el Ministerio de Salud de la Nacién
(0,4% de prevalencia en la poblacién joven).

En el aflo 2015 se presentd un trabajo en el “XV Congreso de la
Sociedad Argentina de Infectologia’, realizado conjuntamente entre
los dos efectores de salud del subsector publico de Florencio Varela
—el Hospital Zonal General de Agudos “Mi Pueblo” y los Centros de
Atencioén Primaria de la Salud Municipales—, cuyos resultados fueron
alarmantes: de 158 PVVIH diagnosticados entre los afios 2010 y 2014
el 30,3% de los pacientes llegan a la consulta con un recuento menor
de 200 linfocitos TCD4/mL (CD4), el 52,5% con menos de 350 CD4
y el 39,25% de los pacientes tiene SIDA al momento del diagnéstico.
Implica que han accedido tardiamente a la consulta médica (SADI,
2015). El impacto es aun peor si se evalda a la mujer embarazada, ya
que en el 69,2% de los diagnosticos se hacen durante el tercer trimes-
tre, a pesar de la obligatoriedad del ofrecimiento del testeo a partir
del ano 2001 (SADI, 2015).
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La E90 que plantea ONUSIDA para el afio 2020 actualmente esta
lejos de poder realizarse en nuestra comunidad. Es por ello que nos
hemos preguntado: ;Se puede aumentar el porcentaje de PVVIH con
CV indetectable implementando una serie de medidas basadas en
la estrategia 90-90-90 (SM90) en un municipio del conurbano bo-
naerense? Se plantea entonces la hipotesis que la implementacion de
SM90 en un municipio del conurbano bonaerense aumentaria el por-
centaje de PVVIH con carga viral indetectable (AIDS, 2012).

Hipotesis

La implementacién de una serie de medidas orientadas en la E90
en Florencio Varela aumentaria el porcentaje de PVVIH/SIDA con
carga viral (CV) indetectable.

Objetivos

Objetivo General

1. Determinar la efectividad de una series de medidas orientadas en la
E90 para aumentar el porcentaje de pacientes con carga viral inde-
tectable en el municipio de Florencio Varela.

Objetivos especificos

1. Caracterizar a la poblacién con VIH/SIDA que reside en el munici-
pio de Florencio Varela.

2. Llegar a la deteccion temprana de la infeccion por el VIH.

3. Incrementar el nuimero de pruebas rapidas para la deteccion de la
infeccién por VIH.

4. Disminuir el porcentaje de personas que llegan a la consulta en eta-
pa del SIDA.
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5. Realizar el testeo a las parejas sexuales de las PVVIH, bajo consen-
timiento informado.

6. Incrementar el nimero de PVVIH que reciben TARV.

7. Aumentar el porcentaje de personas en seguimiento médico.

8. Disminuir el numero de personas que se desvinculan del trata-
miento.

9. Aumentar el porcentaje de pacientes con supresion de la viremia a
niveles indetectables.

Materiales/Pacientes y Métodos

Descripcion del ambito de estudio

El estudio fue realizado en el municipio de Florencio Varela, si-
tuado en el segundo cordén del conurbano bonaerense, con una
poblacion de 426.005 personas. La atencion ambulatoria de las PV-
VIH en el sector publico se realiza: en el subsector municipal, en los
consultorios externos de los Centros de Atencion Primaria de Salud
(CAPS) “Padre Gino” y “Villa Vatteone”, donde ademds funciona geo-
graficamente la Secretaria de Salud y el Programa Municipal de VIH,
Infecciones de transmision sexual (ITS) y hepatitis virales; en el sub-
sector provincial la atencidn se realiza en la Unidad de Infectologia
del Hospital Zonal General de Agudos “Mi Pueblo” (HMP).

Tipo de estudio y diserio

Se realizd un estudio de intervencidn, de disefio prospectivo, con
aplicacion de una SM90 con tres fases: pre intervencion, intervencion
y de resultados.

La fase de pre intervencion consisti6 en recabar informacién para
la realizacion del analisis de situacion; en cada uno de los centros
se recolecto el nimero total de PVVIH diagnosticados desde el afio
2012 hasta el 2017, estadio clinico al momento del diagnéstico, re-
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cuento de linfocitos TCD4 (CD4) al momento del diagnostico, si-
tuacion respecto del seguimiento a diciembre de 2017, retiro de la
medicaciéon ARV en los ultimos dos meses de 2017 y CV indetectable
en el ultimo afio.

La fase de intervencion consistio en aplicar las SM90:

1. Estrategia diagnostica: Aumentar el nimero de realizacion de los
test rapidos; para lograrlos se planted aumentar la frecuencia de oferta
(con mas dias para realizarlo) y aumentar los lugares para realizarlo

2. Estrategia de indicacion, administracion y dispenso de las dro-
gas antirretrovirales: aumentar el porcentaje de PVVIH con acce-
sibilidad a los ARV; para lograrlo se realizé la indicacién de TARV
a todo paciente luego de la primera o segunda visita con el médico
infect6logo, luego de la realizacién de una evaluacion clinica inicial
y realizacion de estudios complementarios de inicio; se aument6 la
frecuencia donde la PVVIH pueda retirar el TARV; se realizé la bus-
queda y rastreo de las PVVIH que no hayan retirado el TARV en los
ultimos dos meses a través de llamados telefonicos o contacto con las
trabajadoras sociales o promotoras de salud de los CAPS cercanos
al domicilio registrado del paciente; se realizé el control viroldgico
temprano para aumentar el porcentaje de PVVIH con CV indetecta-
ble, para lo cual se llevo a cabo en forma sistematica la extraccion de
sangre para CV en personas naive con reciente inicio de TARV y en
las personas en seguimiento.

La tercera parte del estudio consistio en la evaluacion de la efecti-
vidad de la SM90. Se recolecté informacion tanto de los nuevos diag-
nosticos como de los pacientes en seguimiento: nimero, situacion
clinica y recuento de CD4. Se evaluo el porcentaje de pacientes con
CV indetectable al finalizar el estudio y el porcentaje de pacientes
que retiraron la medicacion en los tltimos dos meses del estudio. Se
compararon los valores con los mismos indicadores pre intervencion.
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Poblacion objetivo

a. Universo o poblacion objetivo: PVVIH atendidas en el HMP y en el
Programa Municipal de VIH, ITS y Hepatitis Virales.

b. Unidad de analisis, criterios de inclusion y de exclusion.

b.1. Unidad de analisis: PVVIH atendidas en el HMP y en el Programa
Municipal de VIH, ITS, y Hepatitis Virales entre 2012 y 2019.

b.2. Criterios de inclusion:

« PVVIH mayores o iguales de 15 aios atendidas en el HMP y en el
Programa Municipal de VIH, ITS, y Hepatitis Virales entre 2012 y
2019.

b.3. Criterios de exclusion:

» PVVIH menores de 15 afos

« PVVIH que se atienden circunstancialmente en el HMP o Progra-
ma Municipal de VIH, ITS y Hepatitis Virales, pero tienen pedida
la medicacién o su médico de cabecera en otra jurisdiccion.

c. Seleccidon y tamano de la muestra: la poblacion accesible y la mues-
tra corresponden en este caso a las unidades de analisis, ya que se
seleccionaron a todos los pacientes atendidos entre el 2012 y 2019
que cumplian con los criterios de inclusion y exclusion. No se cal-
culd el tamafio muestral porque se trabajé con el universo.

d. Analisis de sesgos: Se esperd una pérdida de datos no superior al
5% y en el caso de informacién perdida automaticamente la varia-
ble adopto el valor del peor resultado posible.

Seleccion de técnica e instrumento de recoleccion de datos
Para la recoleccion de los datos pre y post intervencion se uti-
lizaron las historias clinicas confeccionadas para la atencion de los
pacientes.
Se cred una base de datos en Google forms para poder recabar la
informacion. Luego, esa base de datos en formato de hoja de calculo
se exporto al programa SPSS v.20.0 para su analisis posterior.
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Plan de andlisis de los datos

Se resumieron las variables dicotomicas en porcentajes, se com-
pararon las medias entre los datos recabados en el analisis de situa-
cion y los recabados post intervencion. Se establecié el Odds Ratio
(OR) con determinaciones del Intervalo de confianza del 95% (IC95)
y regresion logistica con determinacion de significancia estadistica
menor al 0,05 (p<0,05).

Procedimientos para garantizar los aspectos éticos de la inves-
tigacion

Se utiliz6 un formulario de Consentimiento Informado, versiéon
1.0/2017-13/11/2017 el cual incluy? la informacién para el participante.

Resultados

Se atendieron un total 631 pacientes en los 5 centros participan-
tes. 324/631 (51,3%) pacientes cumplieron con criterios de inclusiéon
(diagnostico entre 2012y 2017); 111/324 (35,2%) con criterios de ex-
clusion: 16 pacientes fallecidos (4,9%), 4 fallecidos durante el periodo
del estudio; 12 pacientes menores de 15 afios de edad (3,7%), todos
con infeccién por transmision vertical; 61 pacientes tenfan obra so-
cial (18,7%); 22 (6,7%) pacientes se atendieron por lo menos una vez
en Florencio Varela (subsector publico) y actualmente se atienden
en otros hospitales o estan judicializados (en Servicio Penitenciario
Bonaerense o Nacional o en dependencias policiales.

Nuestro n=213. El célculo del tamano fue de 200 pacientes en Ar-
gentina, segun consta en el registro RENIS bajo el numero 1S002050.
167 pacientes se diagnosticaron entre el 01/12/ 2012 y el 31/12/2017
y 46 pacientes (21,6%) fueron diagnosticados entre el 01/01/2018 y
el 30/04//2019. Desde el 01/05/2018 al 30/04/2019 se diagnosticaron
36 pacientes.
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El1 43,7% (93/213) son hombres y el 56,3% (120/213) mujeres. Un
solo hombre con identidad de género Trans. E1 93,9% (200/213) resi-
de en Florencio Varela, cuya distribucion barrial se expone en la tabla
1; el 2,3% (5/213) en Quilmes, el 1,9% (4/213) en Berazategui, 1,4%
(3/213) en Almirante Brown y 0,5% (1/213) en Temperley.

La edad promedio al diagndstico de la enfermedad es 34,63 (ran-
go 11-63), mediana: 33,45y desvio estandar (DS): 11,12. La edad pro-
medio al momento del estudio: 37,23 (17-65)

El61% (108/177) de las PVVIH tienen trabajo (formal o informal).

La CV inicial promedio es 147.224 copias/mL y la mediana:
28.311 copias/mL, 11 pacientes tuvieron su primera determinacién
de CV luego de haber iniciado el tratamiento, por lo que se excluye-
ron del calculo.

El grado de inmunodeficiencia asociada al VIH estudiada, segtin
el recuento de CD, es severa en 58/192 pacientes (30,2%), avanzada
en 51/192 (26,6%), leve 30/192 (15,6%) y no significativa en 53/192
(27,6%); no fue evaluada en 21 pacientes. El 36,6% (75/205) de las
PVVIH presentan SIDA (8 datos de pacientes, perdidos).

38,3% (70/183) de las PPVIH han tenido en algiin momento otras
infecciones de transmision sexual (ITS).

E120,5% (35/171) de las PVVIH padecen de adicciones activas.

Las principales coinfecciones asociadas al VIH son: hepatitis B
en el 4,8% (9/187), hepatitis C en el 3,2% (6/186) y tuberculosis (TB)
clinica o latente en el 16,4% (23/140).

Objetivo general
Se logré aumentar el porcentaje de personas con carga viral inde-
tectable en un 10%. El valor pre intervencion fue de 59,37% (95/160)

y el de post intervencion fue 69,82% (118/169), con una p=0,05 (es-
tadisticamente significativo); OR: 0,63; IC 95: 0,4-0.99
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Objetivo 1: Deteccion temprana de la infeccion por VIH

Al comparar las proporciones de diagnosticos tempranos (defini-
do como recuento de CD4 >350) en la etapa pre intervencién fue de
58,4% (90/154) mientras que en la etapa post intervencion fue de 50%
(19/38); chi*=0,88; p=0,347 (no significativa) OR: 1,4 IC95: 0,69-2,86.

El promedio de CD4 pre intervencion: 368,38 (2-1816), DS: 24,86.
Y el promedio de CD4 post intervencion: 398,66 (20-1310), DS: 43.

Objetivo 2: Incrementar el niumero de pruebas rapidas

En el periodo 2018-2019 se implementd el testeo en 4 nuevos
“Centros de Testeo para VIH” en los CAPS Carolina II, Santo To-
mas, El Parque, Padre Gino, Villa Argentina y Malvinas y se reini-
cio el testeo en los centros Santo Tomas y El Parque, sumandose a
los 3 Centros ya existentes: Don José, Hudson y Villa Vatteone y el
Centro de Testeo del Hospital Mi Pue. Se realizo la correspondiente
capacitacion del equipo de salud interviniente. Se realizaron en total
27054 determinaciones diagndsticas para VIH, siendo reactivas un
total de 130 de ellas (0,48%). Durante el afno 2018 se hicieron 1486
TR y 19221 determinaciones de ELISA VIH de 4ta generacion; en
el aflo 2019 (hasta el mes de abril) se hicieron 442 TR y 5905 ELISA
VIH. Las determinaciones siguen realizandose en su mayor medida
sobre el diagnostico de ELISA VIH de 4ta generacidn, a partir de la
consulta médica realizada en los CAPS y HMP.

Objetivo 3: Disminuir la llegada a la consulta en etapa de SIDA

El porcentaje de personas a las que se les realizaba el diagnosti-
co con enfermedad avanzada (SIDA) pre intervencion, era del 40,1%
(65/162). Post intervencion, el porcentaje de personas con SIDA al
momento del diagndstico fue 25,6% (11/43). Chi* 3,08; p= 0,07 (no
significativa), OR: 1,94 IC95: 0,91-4,14.

Objetivo 4: Incrementar el testeo de las parejas sexuales

Se realizé el testeo de las parejas sexuales de las PVVIH en segui-
miento en aquellos casos de no conocer su situacién ante la infeccion
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por VIH. En la etapa pre intervencion se testearon el 62% de las pare-
jas de los pacientes (67/108); en la etapa post intervencion se testea-
ron el 57,9% (22/38), chi*: 0,2 p=0,65 (no significativo).

Objetivo 5: Incrementar el numero de PVVIH que reciben
TARV

En lo que respecta al inicio del TARYV, se observo diferencia a fa-
vor de la pre intervencion: 95,8% (161/168), versus 90,7% (39/43) en
la post intervencion; chi2: 1,82, p= 0,17 (no significativa), OR: 2,35
1C95: 0,65-8,46.

Objetivos 6 y 7: Aumentar el porcentaje de personas en segui-
miento médico y disminuir el nimero de personas que se des-
vinculan del tratamiento.

Se consolidaron los resultados de ambos objetivos en uno mis-
mo, porque el objetivo 7 (desvinculacion) es el inverso del 6 (vin-
culacion); se evalud vinculacién. En la etapa de pre intervencion el
83,3% (140/167) de PVVIH estaban vinculadas, aumentando a 88,7%
(189/213) durante la post intervencion, p=0,17 (no significativo);
OR: 0,65; IC95: 0,36-1,19

Objetivo 8: Aumentar el porcentaje de PPVIH con supresion de
la viremia a niveles indetectables

Se logré incrementar a aproximadamente un 20% el nimero de
PVVIH que lograron tener niveles indetectables de viremia o control
temprano de la viremia, entre la pre intervencioén (59,73%; n=95/65)
y post intervencion (80,47%; n=136/33) p<0,0001; OR=0,35; IC95:
0,25-0,58 (estadisticamente significativo).
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Discusion

En este trabajo se han estudiado caracteristicas socio-epidemio-
légicas, clinicas, e inmunologicas para conocer el perfil de los indi-
viduos evaluados. Se trata de una poblacién de adultos jovenes, con
una edad promedio de 34 afios al momento del diagnéstico de la
enfermedad y predominio de mujeres. Los pacientes residen mayo-
riatiamente en el partido de Florencio Varela y un pequefio nimero
en municipios cercanos: Quilmes, Berazategui, Almirante Brown y
Temperley. Solo el 61% de las PVVIH tienen trabajo formal o infor-
mal, por lo que en su mayoria los pacientes dependen del sistema de
salud estatal; el suministro de atencién médica, TARV vy realizaciéon
de estudios de laboratorio y otros exdmenes complementarios para el
control y seguimiento clinico de su enfermedad se realiza en el HMP,
CAPS municipales y Programa Nacional de SIDA.

La tasa de prevalencia de infeccién por VIH en la poblacién de
pacientes es de 0,4%, similar a la tasa de prevalencia nacional.* Mds de
la mitad de la poblacién estudiada se diagnostica cuando se presenta
la inmunodeficiencia moderada o grave. Este hecho demuestra que el
diagnostico se hace tardiamente, en pacientes que presentan intenso
deterioro psico-organico e inmunoldgico, lo que deriva en numero-
sos casos a un inicio tardio del TARV y la quimioprofilaxis contra las
infecciones oportunistas y a la presentacion de secuelas permanentes
que impactan profundamente en la calidad de vida de los pacientes,
en la salud del individuo y con el riesgo de muerte y secuelas que
conlleva. Un estudio realizado por Bernstein en la misma poblacion
en el afio 2005, arrojo resultados similares, lo que indica que este pa-
rametro requiere de medidas sostenidas en el tiempo para poder ser
modificado (Tesis Doctoral, 2010: 130).

El 38,3% de los individuos con VIH estudiados, han tenido otras
ITS en algiin momento; las relaciones sexuales son la practica de ries-
go de mayor prevalencia para la transmision de la infecciéon por VIH
y a donde deben dirigirse los mayores esfuerzos para la prevencion.
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Para el logro de este objetivo deben implementarse programas de
educacion sexual y para la salud a través del proceso educativo, en
el nivel de la escuela primaria y especialmente en la secundaria, pero
también mediante el trabajo comunitario en organizaciones barria-
les, sociedades de fomento y centros de atencion primaria de la salud,
de forma tal que toda la poblacién pueda acceder a la informacion
(Revista Cubana de Salud Publica; 2017: 166-79).

Segun el Manual de Trastornos Adictivos, un 20,5% de la pobla-
cién padece de adicciones activas; se conoce que entre aquellos que
presentan un trastorno por uso de sustancias hay una alta prevalen-
cia de comorbilidad psiquiatrica, que conlleva dificultades inherentes
de evaluacién y tratamiento, asi como problemas en la adherencia
al TARV; la adherencia de los pacientes al tratamiento es una de las
principales dificultades que se presentan actualmente y que se pre-
senta en todos los lugares del mundo, ya que la adherencia determina
las posibilidades futuras de disponibilidad de esquemas terapéuticos
utiles para ese sujeto y por ende su supervivencia. Mirando un poco
mads alld de esta cuestion, se deduce que también determinara la fu-
tura diseminacion en la comunidad de virus resistentes a las drogas
antiretrovirales disponibles en uso. Las principales coinfecciones aso-
ciadas al VIH son la TB clinica o latente, la hepatitis B y la hepatitis
C. Segun la Organizacién Panamericana de la Salud, la infeccion por
VIH/SIDA constituye una de las causas del incremento de la inciden-
cia de TB en la Argentina en los tltimos afios, por lo que representa
uno de los principales problemas de salud en pacientes infectados
por VIH, con un gran impacto en la calidad de vida; la incidencia de
TB en personas con SIDA es casi 500 veces mayor que la incidencia
en la poblacion general. Segun el Boletin, la hepatitis B se relaciona
con la principal via de contagio del VIH en nuestra poblacion que es
la sexual y demuestra a su vez la inadmisible falta de accesibilidad de
nuestros pacientes a la vacuna que previene el contagio de esta enfer-
medad. La coinfeccion con el virus de la hepatitis C es actualmente
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una de las principales causas de morbimortalidad y enfermedad he-
patica en individuos con VIH/SIDA que no acceden al tratamiento.®

Mediante la implementacion de SM90, se logré el objetivo general
de este estudio: aumentar el porcentaje de personas con carga viral
indetectable en Florencio Varela, en un 10 %. Esto demuestra la efi-
cacia del TARV vy de la intervencion realizada y explica el resultado
obtenido en funcién de una de las principales limitaciones, que fue el
tiempo durante el que transcurrio el estudio, solo 12 meses. La soste-
nibilidad a largo plazo de estas medidas, tal como lo plantea la SM90,
lograria mejores resultados. Otra dificultad hallada fue la georrefe-
renciacion de los pacientes, por cambios no registrados de domicilio
y de nimeros telefénicos que dificultaron el proceso de revinculacién
de los pacientes con el sistema de salud, para lo cual seria necesario
ampliar la oferta de acciones en prevencion e implementar y consoli-
dar un modelo de cuidado integral mediante la descentralizacion del
cuidado de la salud, construido en los territorios y con la comunidad.
Ademas, el escaso recurso humano capacitado disponible limité la
velocidad en la realizacion del estudio.

En cuanto a la deteccién temprana de la infeccién por VIH, no
hubo diferencias en los valores obtenidos pre y post intervencion;
como se comento anteriormente, los pacientes llegan tardiamente al
diagndstico, por multiples causas que generan el retraso en el diag-
nostico: falta de educacion, temor al diagnoéstico, dificultad en el ac-
ceso a los servicios de salud, autoestigmatizacion.

Si bien se logré incrementar el numero de pruebas rapidas de de-
teccion para VIH, el mayor nimero de determinaciones para VIH con-
tinda realizdndose en el subsector hospitalario, siendo necesario au-
mentar el testeo en los “Centros de testeo” de los CAPS. Se observa que
existe una insuficiente difusion de la utilidad del test rapido, no solo a
la poblacién en general sino también al equipo de salud. La utilizacién
de pruebas rapidas facilita el diagndstico en lugares con accesibilidad
disminuida por la distancia, reduce las dificultades en los circuitos y en
los laboratorios y favorece el trabajo en las poblaciones més vulnera-
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bles al virus. En el marco del proceso de asesoramiento, estas pruebas
deben ser realizadas por personas especialmente capacitadas.

La llegada a la consulta del individuo en etapa de SIDA contintia
siendo un desafio. En la post intervencion, fue solo de un 15% me-
nos; esta diferencia no fue estadisticamente significativa, probable-
mente por el escaso tamaiio muestral del periodo post intervencion.

Se considera una medida de fundamental importancia para el
control de la epidemia el incremento en el testeo de las parejas se-
xuales; los resultados obtenidos en este estudio demuestran que no
se logré aumentar el nimero de testeo en las parejas de las PVVIH,
siendo los resultados obtenidos estadisticamente no significativos.

La implementacidon del TARV no puede realizarse en forma siste-
matica o compulsiva; requiere de un trabajo previo del paciente con
todo el equipo de salud, ya que es fundamental fortalecer la adheren-
cia al mismo, factor de gran importancia para sostener la indetec-
tabilidad de la CV en el tiempo. Uno de los factores que dificulta la
adherencia al tratamiento a largo plazo es la intrusividad del mismo,
entendiéndose por intrusividad aquellas caracteristicas del régimen
terapéutico que interfieren en la vida cotidiana de la persona, im-
pidiendo el desarrollo habitual de la misma. Esto sucede cuando el
paciente debe tomar su medicacién en horario de trabajo o cuando se
presentan efectos adversos durante el mismo (diarrea, somnolencia),
o simplemente cuando esta fuera de su hogar. La adherencia al tra-
tamiento también supone que deben resolverse cuestiones paralelas
que usualmente se presentan en los pacientes como la depresion, la
ansiedad, el consumo y abuso de drogas.

A pesar del escaso periodo en que se desarroll6 este estudio, se
logré incrementar la vinculacion de los pacientes con el sistema de
salud, siendo de primordial importancia sostener esta tendencia.

Se logré aumentar en 20% el nimero de PVVIH que lograron
tener niveles indetectables de viremia entre la pre y la post interven-
cién. Se considero, ademas de la definicién de CV indetectable, el
concepto de “control temprano de la carga viral” (disminucion de por
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lo menos un logaritmo en el valor de la CV en un mes de tratamiento
efectivo). Se decidio utilizar este concepto debido a que la duracién
del estudio, de tan solo 12 meses, ha dificultado establecer contacto
con las PVVIH, controlarlas por medio de exdimenes de laboratorio e
indicar o reininciar el TARV buscando la indetectabilidad, situacion
que se daria (por definicidn teorica) a los seis meses de iniciado el
TARV. Ambas categorias se evaluaron con el nombre de “CV inde-
tectable”.

La implementacion de estrategias basadas en la SM90 pueden rea-
lizarse y su efectividad depende de factores basicos, como la entrega
de medicacion antiretroviral en tiempo y forma por el Programa Na-
cional de VIH/SIDA, turnos disponibles para estudios de control y
seguimiento, del acceso del paciente al sistema de salud, de mejorar el
sistema de georreferenciacion para facilitar la localizacién de los pa-
cientes y de un buen accionar del equipo transdisciplinario de salud.

Conclusiones

o LaSM90, puede ser implementada en nuestro pais, pudiendo redu-
cirse el numero anual de nuevas infecciones por VIH y el numero
de muertes relacionadas con el SIDA.

o Para obtener los resultados esperados, debe lograrse la sostenibili-
dad de su implementacion a largo plazo.

o Es necesario implementar una mayor inversion en testeo, perso-
nal capacitado y promocion de la salud, con politicas efectivas y
sustentables.

« Esimportante trabajar la vinculacion, fortaleciendo la relaciéon mé-
dico-paciente para generar adherencia al TARYV, siendo fundamen-
tal el abordaje transdisciplinario.
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CAPITULO 2

Autofagia en células 3

Efecto preventivo de las incretinas '

Maiztegui Bdrbara y Flores Luis Emilio

Resumen

Objetivo: estudiar el papel de la autofagia en las alteraciones in-
ducidas por una dieta rica en fructosa en la funcién y la masa de
las células P pancreaticas y el posible efecto de las incretinas. Méto-
dos: ratas Wistar normales se alimentaron (3 semanas) con una dieta
comercial sin (C) o con 10% de fructosa en agua potable (F) sola
o mas sitagliptina (CS y FS) o exendina-4 (CE y FE). Se estudiaron
los niveles séricos de diferentes parametros metabolicos / endocri-
nos, la masa de células B, morfologia pancreatica, ultraestructura y
apoptosis, expresion de VMP1 y secrecion de insulina estimulada por
glucosa (GSIS). Resultados: las ratas F desarrollaron una tolerancia a
la glucosa alterada (TGA) y un aumento significativo en los niveles
de triglicéridos plasmaticos, TBARS, insulina, indices HOMA-IR y

' Los resultados presentados en el Seminario fueron publicados en: Maiztegui
B, Boggio V, Roman CL, Flores LE, et al. “VMP1-related autophagy induced by a
fructose-rich diet in P-cells: its prevention by incretins”. Clinical Science. 2017,
13:673-687.
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HOMA-B. La reduccidn significativa de la masa de células p en los
animales alimentados con F, se asocié a un aumento de la tasa de
apoptosis y a cambios morfologicos y ultraestructurales del pancreas
evidenciando actividad autofagica. Todas estas alteracionesse evita-
ron mediante la administracion de sitagliptina o de exendin-4. Con-
clusiones: nuestros resultados nos permiten concluir que la autofagia
relacionada con VMP1 es un proceso reactivo que intenta compensar
la disfuncion de los islotes inducida por fructosa. Este conocimiento
podria ayudar a disefiar estrategias efectivas para prevenir la progre-
sion y el desarrollo de DT2.

Introduccion

Para desarrollar nuevas estrategias efectivas en la prevencion y
tratamiento de la diabetes tipo 2 (DT2) es fundamental dilucidar los
mecanismos responsables de la disminucion progresiva de la funcién
y de la masa de células B pancredticas presentes en esta patologia
(Weyer y otros, 1999) (Kahn y otros, 2009). La masa de células [ de-
pende del balance entre la generacién de nuevas células por replica-
cién y neogénesis y su pérdida por apoptosis (Butler y otros, 2004).
La autofagia, proceso encargado de la degradacion y remodelamien-
to de organelas celulares disfuncionales mediante la activacién de la
maquinaria lisosdmica, se relaciona fuertemente con la apoptosis y
esta involucrada en la regulacion de la supervivencia y funcion de
la célula . Animales con diabetes inducida por estreptozotocina,
presentan un aumento de la autofagia en sus células  junto con un
incremento de la proteina de membrana vacuolar (VMP1) (Grasso
y otros, 2008), cuya expresion desencadena la formacién de autofa-
gosomas Ropolo, 2007) (Vaccaro, 2008) (Molejon, Ropolo, Lo Ré y
otros, 2013). Este hecho destaca la importancia del rol de la autofagia
en la deficiencia de la masa de células B. Por otra parte, durante un
estado de insulinorresistencia (IR) en el que aumenta la secreciéon de
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insulina, la autofagia actuaria como mecanismo de adaptacion a los
cambios dindmicos que ocurren en las células p (Watada y Fujitani,
2015). Por el contrario, la deficiencia de autofagia contribuye a la pér-
dida de la masa de células p en la DT2 humana (Masini y otros, 2009).

Por otro lado, la administraciéon de una dieta rica en fructosa
(DRF) a ratas normales induce cambios plurimetabdlicos asociados
a una disminucién de la masa de células  como consecuencia de un
aumento de su tasa de apoptosis. Estas alteraciones se asemejan a las
encontradas en las personas con alto riesgo de desarrollar DT2. La
funcién y la masa de las células B estan positivamente influenciadas
por las incretinas como el péptido simil glucagon (GLP-1) (Drucker
y Nauck, 2006) pero sus efectos disminuyen significativamente en la
DT2 (Nauck y otros, 1986). Dado que las incretinas se degradan ra-
pidamente por la dipeptidil peptidasa-IV (DPP-IV), se han utilizado
dos enfoques diferentes: el uso de exendina-4, un potente agonista
del receptor de GLP-1 resistente a la degradacion por DPP-IV (Holst
y Orskov, 2004), y la administracién de inhibidores de la enzima
(Ahrén, 2007).

Nuestro grupo demostr6 previamente que la administracion de
exendina-4 y sitagliptina (inhibidor de DPP-IV) a ratas alimentadas
con DRF evit6 el desarrollo de todas las alteraciones funcionales y
morfoldgicas descriptas en este modelo (Maiztegui y otros, 2011). Sin
embargo, se desconoce su posible rol modulador sobre la autofagia y,
consecuentemente, sobre la apoptosis de estas células.

Objetivo: estudiar el papel de la autofagia en las alteraciones in-
ducidas por una dieta rica en fructosa en la funcién y la masa de las
células B pancreaticas y el posible efecto de las incretinas.

Materiales y Métodos

Grupos experimentales: se alimentaron ratas Wistar macho adul-
tas normales durante 21 dias con dieta comercial estandar (C) o con
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el agregado de fructosa al 10% en el agua de bebida (F). Los animales
de ambos grupos se dividieron aleatoriamente en tres subgrupos: no
tratados (C y F), tratados con sitagliptina (115 mg/rata/dia; CS y ES)
6 con exendina-4 (0,70 nmol/ kg/dia; CE y FE). La ingesta de agua
y alimentos se midi6 diariamente, mientras que el peso corporal se
registré semanalmente.

Pardmetros séricos: Al finalizar el tratamiento, se recogieron mues-
tras de sangre de todos los grupos para medir los niveles de glucosa
mediante tiras reactivas, insulina por RIA, triglicéridos utilizando kits
comerciales, y la peroxidacion lipidica (sustancias reactivas del acido
tiobarbittrico [TBARS]) mediante un ensayo fluorimétrico. La resis-
tencia a la insulina se determind con el indice HOMA-IR, mediante la
formula: [insulina (WU/L) x glucosa (mmol/L)] / 22,5 y la funcién de
las células B se cuantificé con el HOMA-B mediante la férmula: [insu-
lina (pU/L) x 20 / glucosa (mmol/L)] - 3,5 (Matthews y otros, 1985).

Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG): se administré glu-
cosa (1g/kg de peso corporal) a través de una sonda a 6 ratas de cada
grupo experimental y se obtuvieron muestras de sangre a los 0, 30, 60
y 120 minutos para determinar la concentracion de glucosa plasmati-
ca con tiras reactivas. Los resultados se expresaron como el drea bajo
la curva de glucosa (ABC) en mmol/L/min.

Estudios inmunohistoquimicos: los pancreas de tres animales de
cada grupo experimental fueron fijados en formaldehido al 10% e
incluidos en parafina. Se obtuvieron cortes histolégicos que fueron
desparafinados e incubados en peroéxido de hidrogeno (30 minutos)
para bloquear la actividad peroxidasa endégena. Luego de ser rehi-
dratados, se incubaron en suero porcino al 2,5%. Finalmente, se in-
cubaron 24 horas a 4 °C en una cdmara humidificada con anticuerpo
de insulina anti-cobayo (1: 20.000). La tincién se realiz6 mediante
incubacion con estreptavidina-biotina (1:40 y 1:20, respectivamente)
30 minutos y tincién con hematoxilina.

Analisis morfométrico: se realizé utilizando un microscopio op-
tico Jenamed 2 Carl Zeiss y el software OPTIMAS. Se midid: drea
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pancredtica total (excluyendo tejido conectivo) y drea de células f del
islote (densidad de volumen, Vvi). Para estimar la masa de células
del islote, multiplicamos el Vvi respectivo por el peso del pancreas
total (Bonner y Smith, 1994).

Apoptosis de células B: se registro el porcentaje de células B que
presentaban cuerpos apoptoticos identificados por la técnica con yo-
duro de propidio. Los cortes histolégicos se incubaron 30 minutos
con una solucién de yoduro de propidio (4 ug/ml) y ribonucleasa A
(100 pg/ml), se trataron con sueros no inmunes de cobayo y se incu-
baron 1 h con el anticuerpo de insulina. Luego se incubaron 45 mi-
nutos en camara oscura con el anticuerpo de cobayo conjugado con
fluoresceina y se montaron en Tris-glicerol (pH 8.4) para su analisis
con un microscopio de fluorescencia.

Microscopia electronica de transmision: Se utilizé un microsco-
pio electronico Carl Zeiss C-10 y se estudi6 la integridad de las cé-
lulas B y la presencia o ausencia de granulos que contienen insulina.

Vacuolizacion: Las muestras de tejido se fijaron en glutaraldehido
al 1% en buffer fosfato 0,1 M y se tifieron con azul de toluidina al
1% en buffer bérax. Los resultados se expresaron como cantidad de
vacuolas/célula/mm?.

Estudios de inmunofluorescencia de VMP1: utilizamos la técni-
ca de marcacion indirecta de fluorocromos de Alexa (sondas mole-
culares). Las secciones de pancreas rehidratadas y desparafinadas se
incubaron en buffer citrato de sodio, se bloquearon por una hora en
solucion de bloqueo y se incubaron con antisuero policlonal de co-
nejo para VMP1 (1:100) y anti-insulina policlonal de cabra (dilucién
1: 500) durante la noche a 4° C. Posteriormente se incubaron con
anticuerpos secundarios y se montaron en DABCO (Sigma-Aldrich)
para su observacion con microscopia de fluorescencia.

Aislamiento de islotes y secrecién de insulina: se extrajo el pan-
creas de seis animales de cada grupo y los islotes se aislaron median-
te digestion con colagenasa (Lacy, 1967). Se incubaron grupos de 5
islotes durante 60 minutos a 37 °C en 0,6 ml de buffer KRB, pH 7,4,
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previamente gaseado con CO,/O, (5%/95%), que contenia 3,3; 8,3 y
16,7 mM de glucosa. Al final del periodo de incubacion, se tomaron
alicuotas del medio para medir insulina por RIA.

Andlisis estadistico: se realiz6 mediante el analisis de varianza
ANOVA vy las pruebas “post hoc” de Bonferroni y Tamhane para
comparaciones multiples. Los resultados se expresaron como media
+ EEM. Las diferencias se consideraron significativas cuando p <0,05.

Resultados

Peso corporal e ingesta caldrica: la ingesta caldrica fue compa-
rable en ratas C y F (64,7+4,3 vs. 73,9+3,7 Kcal/rata/dia, respectiva-
mente), pero con una distribucion porcentual de nutrientes diferente
(carbohidratos: proteinas: lipidos: 45:43:2 vs. 63:28:8, respectivamen-
te). Ni la exendina-4 ni la sitagliptina afectaron la ingesta caldrica
(CE: 63,8+2,3; CS: 62,4+2,5; FE: 77,248,1; FS: 69,3+4,5 Kcal/rata/
dia). En consecuencia, no se registraron diferencias significativas en
la ganancia de peso corporal entre los grupos experimentales, con la
excepcién del grupo CE cuyo aumento de peso corporal fue menor
(C: 88+8; CE: 6314*; CS: 82+6; F: 74+7; FE: 65+6; FS: 895 g; *p
<0,05 vs. C).

Mediciones en plasma, indices HOMA y PTOG: como se observa
en la tabla 1, no hubo cambios en los valores de glucosa entre los gru-
pos experimentales, sin embargo, los niveles de triglicéridos, TBARS
e insulina, asi como los indices HOMA-IR y HOMA-$ fueron signi-
ficativamente mads altos en ratas F comparadas con C (p <0,05), indi-
cando que las ratas F desarrollaron dislipidemia, IR y estrés oxidati-
vo. Tanto la exendina-4 como la sitagliptina previnieron todas estas
anomalias cuando se administraron conjuntamente a ratas F, pero no
produjeron ningun efecto en animales C. El area bajo la curva de glu-
cosa (ABC) durante la PTOG fue significativamente mayor en F que
en C (Tabla 1), sugiriendo que los altos niveles de insulina en estas
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ratas fueron suficientes para mantener los niveles basales de glucosa
dentro del rango normal, pero no para hacer frente a la mayor de-
manda inducida por la carga de glucosa. Una vez mas, estos valores
altos de ABC en ratas F, volvieron a niveles semejantes al control me-
diante la administracién conjunta de exendina-4 o sitagliptina.

Secrecién de insulina: Los islotes de ratas F liberaron cantidades
de insulina significativamente mayores que las del grupo C en res-
puesta a 8,3 y 16,7 mM de glucosa (Figura 1). Sin embargo, no se
registraron diferencias entre los grupos frente a concentraciones ba-
sales de glucosa. En las ratas F tratadas con exendina-4 o sitagliptina,
los valores fueron similares al grupo control.

Analisis morfométrico: el andlisis morfométrico demostr6 que la
masa de células p disminuyd significativamente en ratas F (Figura
2A). El tratamiento concomitante con exendina-4 o sitagliptina impi-
di6 dicha reduccién, obteniéndose valores cercanos a los registrados
en C. Si bien el efecto de la exendina-4 fue significativamente mayor
que el de la sitagliptina, ninguno de estos firmacos afectd significati-
vamente este parametro en los animales C.

Apoptosis de células B: el porcentaje de células P apoptoticas fue
mayor en F en comparacion con las ratas C (Figura 2B). Este au-
mento de la tasa de apoptosis se evitdé mediante la administracion
conjunta de exendina-4 o sitagliptina, alcanzando valores cercanos a
los medidos en ratas C.

Microscopia electrénica y vacuolizacion: las laminas delgadas te-
fidas con azul de toluidina y las imagenes de microscopia electrénica
obtenidas del pancreas de todos los grupos experimentales, revelaron
que la morfologia de los islotes es consistente con los resultados bio-
quimicos (Figuras 3 y 4). Se observé que las células centrales de los
islotes de animales F cuadriplicaron el nimero de vacuolas citoplas-
maticas presente en los islotes de ratas C (p <0,05; Figura 3A y B). La
administracion de exendina-4 o sitagliptina a ratas F redujo significa-
tivamente la vacuolizacion (ratas FE y FS vs. F p<0,05).
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Al comparar las caracteristicas ultraestructurales de los islotes,
observamos que las ratas F presentaron células B con nucleos mas
pequefios con agregacion de cromatina, un reticulo endoplasmico
aumentado y menos granulos secretores de insulina que las ratas
control (tanto las C como las CS y CE; Figura 4A, B, C y E). Estas
alteraciones provocadas por la fructosa se evitaron en los animales FS
y FE (Figura 4D y E, respectivamente).

La autofagia inducida por fructosa se evidencid por la presencia
de autofagosomas (estructuras de membrana doble que contienen
material citoplasmico) y autolisosomas (estructuras de membrana
unica que contienen componentes citopldsmicos en diferentes etapas
de degradacion) (Figura 4B). Si bien, los animales FS presentaron ca-
racteristicas autofdgicas (Figura 4D), la exendina-4 previno comple-
tamente la autofagia inducida por fructosa (Figura 4F).

Deteccién de VMP1: En los animales F (Figura 5A) se observé una
marcada co-localizacion de VMP1 e insulina, lo que sugiere la presen-
cia de autofagia relacionada con VMP1 en las células . El aumento de
la localizacién de VMP1I registrado en las células  de ratas FS (Figura
5B) confirma el aumento de autofagia que observamos en los animales
ES por microscopia electronica (Figura 4). Al contrario, la expresion
de VMP1 inducida por fructosa en las células B se evitd mediante la
administracion concomitante de exendina-4 (Figura 5C).

Discusion

Ratas normales alimentadas con una DRF desarrollaron un au-
mento significativo de los niveles plasmaticos de triglicéridos, un
estado de IR (hiperinsulinemia con normoglucemia y aumento de
los indices HOMA-IR y HOMA-B) y un aumento de la liberacién
de insulina in vitro en respuesta a altas concentraciones de glucosa.
Estos cambios se asociaron a un aumento del estrés oxidativo (ni-
veles altos de TBARS plasmaticos), una alteracion de la tolerancia a
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la glucosa y una disminucién de la masa celular f como consecuen-
cia de un aumento en la apoptosis. Este ultimo efecto se atribuiria
a la combinacion de estrés del reticulo endoplasmatico (Rutkowski,
2004), estrés oxidativo, disfunciéon mitocondrial y glucolipotoxicidad
(Robertson y otros, 2007) presente en estas ratas. La mayor liberacion
de acidos grasos por el tejido adiposo de ratas F y el aumento de la
proporcion saturados: insaturados estimularia directamente la apop-
tosis de las células p (Rebolledo y otros, 2008). Como se demostrd
anteriormente, la administracién conjunta de fructosa y exendin-4 o
sitagliptina impidi6 el desarrollo de todos estos cambios (Maiztegui
y otros, 2011).

Actualmente, hemos demostrado que estas alteraciones enddcri-
no-metabdlicas observadas en ratas F se asociaron con indicadores
morfoldgicos de autofagia: aumento significativo de la vacuoliza-
cion, presencia de autofagosomas y autolisosomas en las células f,
juntamente con la presencia de un menor numero de granulos de
secrecion, un reticulo endopldsmico aumentado y ntcleos de menor
tamafo con agregados cromatinicos. La apariciéon de estos marcado-
res de autofagia pudo haber sido estimulada por la IR, o el aumento
del estrés oxidativo y del reticulo endoplasmatico que presentan estos
animales (He y Klionsky, 2009).

La administracion de exendina-4 o sitagliptina a ratas F mejord
las caracteristicas ultraestructurales del pancreas, sobre todo aumen-
tando el niimero de granulos de insulina y reduciendo marcadamen-
te la dilatacion del reticulo endoplasmatico, lo que sugiere que las
incretinas previenen el desarrollo de estrés del reticulo y protegen a
las células P contra la apoptosis. El efecto benéfico de los inhibidores
de la DPP-IV vy los agonistas del receptor de GLP-1 sobre la masa y
funcién de las células B ha sido ampliamente estudiado en diferentes
modelos de DT2 (Farilla y otros, 2002) (Ferreira y otros, 2010), asi
como en nuestro modelo de prediabetes (Maiztegui y otros, 2011).
El aumento significativo de los niveles de VMP1 registrado en los
islotes F, sugiere que la autofagia inducida por esta proteina se activa
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en las células p como una respuesta protectora contra el dafio celular
inducido por fructosa. De hecho, la presencia de VMP1, autofago-
somas y autolisosomas dejo de ser evidente cuando las alteraciones
enddcrino-metabolicas inducidas por F se previnieron en los ani-
males FE. Dado que la sitagliptina es un inhibidor de la DPP-IV, el
aumento potencial de los niveles activos de GLP-1 circulantes seria
menor (dentro del rango fisioldgico) que los alcanzados después de
la administraciéon de exendina-4 (niveles farmacologicos), y no seria
suficiente para prevenir la autofagia inducida por fructosa.

Varios trabajos previos respaldan nuestra suposicion: a) la exen-
dina-4 mejora la funcion de las células B en aquellas células deficien-
tes de autofagia (Abe y otros, 2013), b) la liraglutida (otro analogo
de GLP-1), ejerce efectos protectores sobre el pancreas a través de la
induccién del proceso de autofagia in vitro e in vivo (Wang y otros,
2015), ¢) los inhibidores de DPP-IV restauraron la funcion de las cé-
lulas p mediante la activacién de la autofagia en ratones obesos ali-
mentados con dieta rica en grasa (Villa-Abrille, 2010). La autofagia
desempeiia un papel importante en la regulacion de la funcién de
las células B pancredticas y de los tejidos diana de la insulina como
el musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo, sugiriendo que
la autofagia representaria un mecanismo protector contra el estrés
oxidativo (Barlow y Thomas 2015).

En resumen, nuestro estudio actual demostré6 que:

a) la fructosa aumenta la secrecion de insulina y la tasa de apop-
tosis de las células B; y desencadena una combinacién de estrés gli-
coxidativo, lipotoxicidad y aumento de la demanda de insulina (IR)
que se asocian con un aumento de la autofagia relacionada con una
mayor expresion de VMP1;

b) tanto la exendina-4 como la sitagliptina previenen el desarro-
llo de la mayoria de las alteraciones inducidas por la fructosa en los
islotes pancreaticos;

c) solo el tratamiento con exendina-4 fue capaz de prevenir la au-
tofagia inducida por VMP1 desencadenada por fructosa.
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En su conjunto, nuestros resultados nos permiten concluir que
la autofagia relacionada con VMP1 es un proceso reactivo que in-
tenta compensar la disfuncién de los islotes inducida por fructosa.
Este conocimiento podria ayudar a disefiar estrategias efectivas para
prevenir la progresion y el desarrollo de DT2.
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Tablas y figuras

c CE cs F FE FS
Glucosa | 1144253 108423 11279  111£36 11041 114439
Trighcéridos | 7748 7383 63472  153454° 104+45# 8912
Insulina 041£0,03 037:004 044005 060+006* 036+0,03# 0,35+0,04#
TBARS 51435  512:45 418+33 67347 501:38%# 392284
HOMAIR | 29+021 242021 31:054  42+041* 25:0,17# 24+0.26#
HOMAB | 209+23 27535 31432  465:48 254+24# 239+20#
ABC 163£01  161£0,00 1484016 3,11:02° 150+0,16# 1,6510,12#1

Tabla 1. Niveles séricos de parametros metabdlicos y enddcrinos.
ABC: Area bajo la curva de glucosa medida en seis animales de cada grupo y
expresada como mmol/L/min. Los valores representan las medias + EEM de
los niveles séricos de glucosa (mg/dL), triglicéridos (mg/dL), insulina (ng/mL)
y TBARS (pmol/mg prot); (n= 20 animales de cada grupo) *p <0,05 vs. C; #p

<0,05vs. E
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Figura 1. Secrecion de insulina inducida por glucosa in vitro.

Secrecion de insulina inducida por glucosa en respuesta a diferentes
concentraciones de glucosa (3,3; 8,3 y 16,7 mM) en islotes aislados de todos
los grupos experimentales (n=6 animales por grupo). La insulina liberada en
los medios de incubacidn se expresé en ng de insulina/islote/h; Cada barra
representa las medias + EEM de seis experimentos independientes. * p <0,05 vs.
C; #p <0,05vs. F

B
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C CE CS F FE Fs ’ - Ccs F FE FS

Figura 2. Analisis morfométrico del pancreas.

Anélisis morfométrico de la masa de células p (mg) medida en todos los grupos
experimentales. Para su estimacion, multiplicamos el Vvi correspondiente por el
peso del pancreas total. Las barras representan medias + EEM. *p <0,05 vs. C; #p
<0,05 vs. E. B. Analisis morfométrico (medido como %) de la tasa de apoptosis de
células B en cada grupo experimental. Las barras representan medias + EEM. * p
<0,05 vs. C; #p <0,05 vs. F. En cada grupo se analizaron 9 preparados proveniente
de 3 animales de los cuales obtuvimos 3 cortes tomados a diferentes niveles del
bloque de parafina.
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Figura 3. Vacuolizacion en islotes.

A. Secciones de pancreas tefiidas con azul de toluidina provenientes de ratas C,
E, FE y ES. El recuadro muestra una celda con gran numero de vacuolas a mayor
magnitud. B. Cuantificacién de vacuolas celulares medidas en todos los grupos
experimentales. Los resultados se expresan como vacuolas por célula/mm? en
relacion con el control (% de control). Las barras representan las medias + EEM

de 3 casos correspondientes a cuatro animales de cada grupo; * p <0,05 vs. C; #p
<0,05vs. E
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Exendina4

Figura 4. Ultraestructura de células f.

Imdgenes de microscopia electrénica de pancreas obtenidos de animales de
todos los grupos experimentales: C (A, x7.000), F (B, x7.000; B1, x20.000; y
B2, x50.000), CS (C, x7.000), ES (D, x7.000; D1, x20.000; y D2, x50.000), CE
(E, x7.000) y FE (E x7.000; F1, x20.000; y F2, x50.000). Los detalles de las
estructuras autofégicas (autofagosoma y autolisosomas sefialadas con flechas
negras) se muestran en B2 y D2 y las caracteristicas del reticulo endoplasmatico
(senaladas con tridngulos negros) en B1 y D1. Barras de escala: Figura A - D: 1
um; Figure B1, D1y F1: 0,5 um; Figura B2, D2 y F2: 200 nm. Las imédgenes son
representativas de las obtenidas de 4 animales de cada grupo experimental.
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Figura 5. Inmunofluorescencia de VMP1 e insulina.

Secciones de pancreas tefiidos por inmunofluorescencia con VMP1 (rojo) e
insulina (verde) obtenidos de animales C y F (A); CS y FS (B); CE y FE (C).
La simultaneidad de fluorescencia roja y verde (ver imagenes de fusién) indica
autofagia relacionada con VMP1 en células . Aumento X400. Las imagenes
son representativas de las obtenidas de pancreas de tres animales de cada grupo
experimental.
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CAPITULO 3

Seiiales Intracelulares Involucradas
en el Desarrollo de Hipertrofia Cardiaca
Patologica

Néstor Gustavo Pérez

Resumen

La hipertrofia cardiaca (HC) es un incremento de la masa muscular
en respuesta a cambios hemodindamicos que generan estiramiento
mecanico de la pared ventricular. Clasicamente interpretada como
una respuesta adaptativa (compensatoria) del miocardio al aumento
del estrés parietal, hoy se sabe que es per se un factor de riesgo de
enfermedad y muerte de origen cardiovascular. La caracterizacion de
las vias de sefializacion que generan HC constituye un paso clave en
la busqueda de alternativas terapéuticas para combatirla o al menos
prevenir su desarrollo excesivo. Nuestro grupo de investigacion ha
trabajado intensamente en la dilucidacién de senales pro-hipertro-
fiantes que se disparan precozmente luego del estiramiento de la pa-
red miocardica, y que sostenidas en el tiempo serian responsables del
desarrollo de HC. En este marco, hemos identificado una compleja
ruta de sefializacion que incluye la activacion secuencial de recep-
tores de angiotensina II (Ang II), de endotelina (ET), de mineralo-
corticoides y del factor de crecimiento epidérmico, generando estrés
oxidativo y la consecuente activaciéon del intercambiador Na*/H*
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miocardico (NHE1), sindicado como efector clave para el desarrollo
de HC.

Introduccion

Es conocido que el estiramiento de la pared ventricular produ-
cido por aumento de la carga hemodinamica genera HC. La HC es
un incremento de la masa muscular consecuencia del crecimiento
de los cardiomiocitos en ancho y/o en largo. Este fenomeno se ha
interpretado cldsicamente como una respuesta adaptativa (compen-
satoria) del miocardio ante el aumento del estrés parietal. Sin em-
bargo, ese concepto ha ido cambiando en los ultimos afios ante la
aparicion de evidencias claras de que la HC, cualquiera sea su origen,
puede ser per se un factor de riesgo de enfermedad y muerte de ori-
gen cardiovascular (Levy, 1990). En sentido estricto, pareciera exis-
tir una HC “apropiada” o “adaptativa” cuando el aumento de masa
muscular alcanza para compensar el estrés de la pared, y una “in-
apropiada” o “maladaptativa” cuando el espesor parietal excede ese
limite predisponiendo a la falla funcional (Diez, 2008). En este nuevo
escenario, la caracterizacion de las vias de sefializacién que generan
HC constituye un paso previo crucial para la busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas tendientes a combatir y/o prevenir su exce-
sivo desarrollo. Entre los diversos factores que pueden inducir HC
se encuentra la activacion de receptores AT1 de Ang II y ETA de ET.
La Ang II es un conocido agente pro-hipertrofiante (Dostal, 1997)
(Unger, 2002) que el miocardio produce y libera ante una sobrecarga
hemodinamica que el corazon detecta por el estiramiento de su pared
(Alvarez, 1999), desencadenando en el propio cardiomiocito sefia-
les intracelulares que sostenidas cronicamente produciran HC. Sin
embargo, la secuencia exacta de mediadores que llevan a la HC no
esta plenamente dilucidada, lo cual condiciona fuertemente la bus-
queda de herramientas precisas para combatirla. Entre los posibles
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disparadores de HC, se ha propuesto que las especies reactivas del
oxigeno (ROS) (Pimentel, 2001) (Sawyer, 2002) serian mediadoras de
la activacion por Ang II del NHEI], sindicado como efector clave para
el desarrollo de HC (Camilion, 2002) (Cingolani, 2003). Es importan-
te recordar que el NHEL1 es una proteina integral de membrana que
participa en la regulacién del pH intracelular removiendo H* intra-
celulares en intercambio con Na* que ingresa a la célula, cuya acti-
vidad exacerbada provoca aumento de la concentracion intracelular
de Na*, que conduce a un aumento secundario del Ca** citosolico
responsable del disparo de sefales de crecimiento celular. Nuestro
grupo de investigacion ha trabajado durante casi dos décadas en la
dilucidacion de sefiales precoces pro-hipertrofiantes, para lo cual he-
mos puesto el foco en aquellas que se disparan inmediatamente luego
del estiramiento de la pared miocardica. En los siguientes apartados
se presentara la metodologia utilizada para llevar a cabo las investi-
gaciones y un resumen de resultados obtenidos seguido de una breve
discusion de los mismos, incluyendo una posible proyeccion clinica
de nuestros hallazgos.

Metodologia

Los experimentos se realizaron en musculos papilares aislados de
ventriculo izquierdo de ratas Wistar macho de 6 meses de edad, los
cuales fueron montados en una camara horizontal entre un transduc-
tor de fuerza y un soporte fijo, y sobreperfundidos con buffer bicar-
bonato. Se registraron contracciones isométricas por estimulacion a
frecuencia (0.2 Hz) y temperatura (30°C) constantes. La superficie de
seccion de los musculos (0,75 del producto ancho x espesor) se uso6
para normalizar los registros de fuerza y poder expresarlos en g/mm?>
Se midi6 la longitud inicial de los musculos (sin estirar), para luego
estirarlos hasta la longitud a la que desarrollaban la fuerza maxima
de contraccion (L ). Luego se los acort6 hasta obtener el 95% de
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la fuerza maxima (~98% de L_ ) y posteriormente hasta el 92% de
L . longitud la cual se los mantuvo hasta el inicio del protocolo ex-
perimental que consistié en un estiramiento stbito desde 92 a 98%
de L durante 10 min. Se evalud la variacion de fuerza desarrollada
antes y después del estiramiento en diferentes condiciones experi-
mentales. Para la determinacion de concentraciéon de iones intrace-
lulares por fluorescencia (Ca**, H*, Na*, ROS), los papilares fueron
cargados con los indicadores fluorescentes apropiados para cada de-
terminacidn, y montados en una camara similar a la anterior pero
ubicada sobre la platina de un microscopio invertido acoplado a un
sistema de deteccion de fluorescencia. Para la identificacion de la fos-
forilacién/activacion de quinasas redox sensibles (ERK1/2-p90RSK)
por el estiramiento, asi como la de su proteina blanco el NHEIL, se
utilizé la técnica de Western Blot mediante anticuerpos especificos.
Se usaron diversos farmacos para identificar la ruta de sefalizacion
que se describe en el apartado siguiente: cariporide y EIPA (inhibi-
dores del NHE1), KBR7943 (inhibidor del modo inverso del inter-
cambiador Na*/Ca*"), losartan (bloqueante del receptor AT1 de Ang
II), BQ123 (bloqueante del receptor ETA de ET), spironolactona y
eplerenona (bloqueantes del receptor de mineralocorticoides “MR”),
AG1478 (bloqueante del receptor del factor de crecimiento epidér-
mico “EGFR”), MPG (“scavenger” = eliminador de ROS), apocini-
na (inhibidor de NADPH oxidasa), 5HD (bloqueante de canales de
K* ATP-dependientes de mitocondria). Ademas de la utilizacion de
estos farmacos, algunos de esos hallazgos se validaron de manera
contundente utilizando una técnica de silenciamiento génico (in-
tegramente desarrollada en nuestro laboratorio) mediante ARN de
interferencia ligado a vectores lentivirales, los cuales se inyectaron
de manera directa en la pared miocardica. En tal sentido, se logro
silenciar de manera especifica la expresién miocardica del MR, del
EGFR y del NHEL1 (Brea, 2016) (Diaz, 2014).

Todos los resultados a los que se hace referencia en esta revision
fueron sometidos a estrictos tests estadisticos: ANOVA de una via,
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seguido de Student-Newman-Keuls como test post-hoc, ANOVA de
dos vias, o t-test segun correspondiera.

Resultados

En el marco de la dilucidacion de los mecanismos que subyacen
al desarrollo de HC, la identificacion de la hiperactividad del NHE1
en el miocardio hipertrdfico de ratas espontdneamente hipertensas
(SHR) (Pérez, 1995) constituye un hallazgo clave. En tal sentido, la Fi-
gura 1 reproduce resultados comparativos de la actividad del NHE1
luego de una carga acida en musculos papilares de ratas normotensas/
normotroficas Wistar Kyoto (WKY) e hipertensas/hipertroficas SHR,
pudiéndose observar claramente que para cada valor de pH intracelu-
lar el eflujo de H* fue siempre mayor en musculos provenientes de ratas
SHR, denotando una mayor actividad del intercambiador en el mio-
cardio hipertréfico. Si bien este importante hallazgo no permite esta-
blecer una relacion causa-efecto entre la hiperactividad del NHE1 y
el desarrollo de HC, pareciera razonable pensar que la misma podria
existir, dada la enorme responsabilidad que tiene este mecanismo en
el acarreo de Na*hacia el citosol y lo que ello implica en términos de
modulacién de la concentracion de Ca** intracelular, ion responsable
de disparar sefiales de crecimiento celular. El advenimiento de inhi-
bidores especificos del NHE1 como cariporide (HOE642) nos per-
mitié obtener resultados contundentes como para establecer que este
mecanismo de membrana era responsable del crecimiento excesivo
del miocardio en SHR, ya que inhibiendo crénicamente al intercam-
biador se podia corregir la HC (Figura 2) y la fibrosis ventricular sin
modificar los niveles de presién arterial (Camilion, 2002), mediante
un mecanismo que claramente interferia con la activaciéon Ca** de-
pendiente de la via hipertréfica calcineurina-NFAT (Ennis, 2007).
Motivados por estos resultados que nos permitieron caracterizar las
cauas de HC en un modelo donde la misma ya estaba plenamente es-
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tablecida (animal adulto espontaneamente hipertenso e hipertroéfico,
ratas SHR), comenzamos a desarrollar la idea de identificar sefales
precoces que pudieran llevar a la HC. Dado que uno de los even-
tos claves para disparar HC es el estiramiento de la pared ventricular
ante modificaciones en la carga hemodindmica, seguidamente orien-
tamos nuestros proyectos hacia la identificacién de posibles sefales
pro-hipertrofiantes tempranas en musculos papilares aislados de co-
razones sanos sometidos a estiramiento subito. Si bien el objetivo ini-
cial era caracterizar la ruta de sefializacion involucrada en el aumento
de fuerza contractil del musculo cardiaco luego del estiramiento, la
idea final era tratar de extrapolar los hallazgos a la condicién de es-
tiramiento crénico de la pared causante de HC. Vale recordar, que
el estiramiento miocardico aumenta la fuerza contractil en dos fa-
ses sucesivas: una inmediata, expresion del clasico mecanismo de
“Frank-Starling” debido a un incremento de la respuesta al Ca**de
las proteinas contractiles, y una fase lenta posterior, conocida como
segunda fase de fuerza o “SFR” (del inglés slow force response), que
se estabiliza al cabo de 5-10 minutos y es consecuencia de un incre-
mento del Ca** intracelular (Alvarez, 1999) (Allen, 1982). La Figura
3 muestra un registro original de un musculo papilar aislado contra-
yéndose isométricamente, el cual fue stbitamente estirado desde el
92 al 98% de su longitud maxima, pudiéndose identificar claramente
las dos fases de aumento de fuerza contractil post-estiramiento.

El primer resultado que obtuvimos fue muy promisorio porque
logramos demostrar que el estiramiento del miocardio es capaz de
producir una activacion inmediata del NHE1 (que como se dijo es un
efector clave para el desarrollo de HC (Camilion, 2002)), mediante un
mecanismo autocrino/paracrino que involucra la liberacién de fac-
tores pro-hipertrofiantes endégenos como Ang II y ET, y que dicho
mecanismo es el disparador del incremento de Ca** responsable de
generar la SFR. Basandonos en distintas intervenciones que cancela-
ban el desarrollo de la SFR, estos primeros hallazgos fueron seguidos
por otros no menos importantes que revelaron la enorme compleji-
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dad de esta via de senializacidn, en la que se destacaba un aumento de
la produccién de ROS mitocondriales, mediadores que se sabe que
participan en procesos pro-hipertrofiantes. La Figura 4 resume es-
quematicamente la ruta de sefializacién intracelular disparada por el
estiramiento de la pared ventricular. Como se dijo antes, el comienzo
de esta compleja serie de eventos es la liberacion de Ang II y la con-
secuente activacion de su receptor AT1, seguido de liberacion de ET
y activacién de su receptor ETA, activacién del MR probablemente
por aldosterona endogena, transactivacion del EGFR (Villa-Abrille,
2010), activacion de NADPH oxidasa y posterior despolarizacion mi-
tocondrial por apertura de los canales de potasio ATP-dependientes
p) (Caldiz, 2007) generando liberacién de
ROS mitocondriales, activacion de quinasas redox-sensibles, estimu-

de la mitocondria (mK

lacién del NHEL1 por fosforilacién, aumento de [Na*]. y subsiguiente
aumento de [Ca*], a través del intercambiador Na*/Ca’* funcionan-
do en modo inverso [30]. El aumento de [Ca**], es la sefial necesaria
para generar la SFR, pero también seria una sefal pro-hipertrofiante
que a través de la calmodulina promoveria la migracion al nicleo de
factores desencadenantes de sintesis proteica si el estimulo mecanico
(estiramiento de la pared) se mantuviera en el tiempo. Es importan-
te destacar que ademas de intervenciones farmacoldgicas, se utilizo
una técnica de silenciamiento génico especifico como herramienta
para la caracterizacién de esta ruta de sefializacion. Esto ha permi-
tido validar contundentemente la participacién del MR, del EGFR
y del NHEI en esta via intracelular, pero, ademads, dada la estrecha
vinculacion de estas proteinas con procesos patolégicos conducentes
a hipertrofia e insuficiencia cardiaca, ha abierto una perspectiva de
aplicacion clinica de nuestros hallazgos que sera discutida brevemen-
te en el apartado siguiente.

En resumen, nuestros resultados permiten sugerir que la misma
cadena de eventos que genera la “SFR” seria responsable in vivo del
desarrollo de HC si el estiramiento parietal persiste cronicamente.
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Contamos con evidencias experimentales que sustentan esta hipdte-
sis, pero exceden los objetivos concretos de esta presentacion.

Discusion

SER e hipertrofia miocdrdica. El objetivo de este trabajo estuvo
orientado a incrementar el conocimiento de las sefiales intracelulares
que se disparan inmediatamente después del estiramiento miocardi-
co modulando su respuesta contractil, pero sin descuidar la idea de
contribuir a la dilucidacién de los mecanismos fisiopatoldgicos de la
HC desde el enfoque de la investigacion basica. Mediante un cuida-
doso disefio experimental hemos logrado caracterizar una compleja
trama de sefalizacion intracelular responsable de adaptar la fuerza
contractil a cambios hemodinamicos rdpidos, en la que se destacan la
participacion de factores de crecimiento, una aumentada produccién
de ROS, y la activaciéon del NHE1, en un mecanismo claramente ana-
logo al descripto en procesos hipertrofiantes. Sin embargo, pareciera
razonable preguntarse por qué pensar que un evento tan rapido y
absolutamente necesario para la adaptacion de la capacidad contrac-
til del corazdn a cambios hemodinamicos bruscos pudiera a su vez
constituir la base de un eventual proceso patologico. Aunque mera-
mente especulativo, no seria descabellado considerar la posibilidad
de que la clave para disparar una respuesta “adaptativa” o una “mal-
adaptativa” pudiera radicar simplemente en la duracién en el tiempo
del estimulo mecanico sobre la pared ventricular: “transitorio” vs.
“crénico”. La sorprendente similitud entre los mecanismos que llevan
(en lo inmediato) al desarrollo de la SFR y las sefales intracelulares
que conducen a la HC, invita a pensar que la extrapolacion desde la
condicién aguda a la crénica seria mas que una simple especulacion.
En tal sentido, si bien es importante destacar que muchas interven-
ciones que cancelan la SFR también son efectivas para prevenir HC,
lo cual abona esta idea, no se debe caer en la tentacion de simplificar
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en extremo un proceso patolégico muy complejo que seguramente
involucra otras vias de transduccién de senales no menos importan-
tes que la descripta por nuestro laboratorio, y que por cuestiones de
espacio no seran abordadas en el presente trabajo.

Perspectivas clinicas. El desarrollo de la técnica de silenciamiento
génico especifico en el miocardio mediante ARN de interferencia nos
ha permitido contar con una herramienta valiosisima para demostrar
de manera contundente la participacion del NHEI1 en la cascada de
eventos disparada por el estiramiento ventricular (Perez, 2011), asi
como la de receptores “corriente arriba” del intercambiador como el
MR y el EGFR. El hecho de que la activacién de estos receptores y
del NHE1 haya sido vinculada de manera estrecha al desarrollo de
patologias de alta prevalencia en sociedades occidentales como hi-
pertrofia e insuficiencia cardiaca, nos permite especular con la posi-
bilidad de aplicacién del conocimiento adquirido en areas vinculadas
a la Salud Publica. Nos detendremos particularmente en la relaciéon
del MR con estas patologias. En paralelo con nuestro hallazgo acerca
de la participacion critica de este receptor en el desarrollo de la SFR
[16, 27], ensayos clinicos tales como RALES (Pitt, 1999), EPHESUS
(Pitt, 2001) y EMPHASIS (Zannad, 2011) mostraban la eficacia en
términos de sobrevida de la terapia destinada a bloquear el MR en
pacientes con insuficiencia cardiaca. A la luz de nuestros propios re-
sultados, la disminucion del estrés oxidativo y la consecuente inacti-
vacion del NHELI por el bloqueo del MR podria ser la base racional
de ese beneficioso efecto. Sin embargo, los compuestos disponibles
para uso clinico (spironolactona y eplerenona) presentan compli-
caciones por los efectos colaterales que disparan, entre los cuales la
hiperpotasemia puede tener graves consecuencias. Muchos de los pa-
cientes que se beneficiarian con el bloqueo del MR se encuentran en
etapas extremas de desarrollo de la enfermedad (actividad de bomba
severamente comprometida) a la espera de un trasplante, siendo in-
capaces de tolerar los efectos adversos de estos farmacos. Mas atn,
muchos de ellos se ven obligados a recurrir al “corazoén artificial”
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como puente hacia el trasplante. Este procedimiento requiere ciru-
gias muy complejas, ademas de elevados costos asociados a la misma
y a los cuidados post-operatorios. En estos casos terminales, seria
factible reemplazar el uso del corazén artificial por el silenciamiento
de la expresién del MR mediante esta técnica biomolecular, estra-
tegia terapéutica que se sumaria al tratamiento convencional de los
pacientes. El procedimiento seria factible de ser aplicado mediante la
adaptacion de una técnica minimamente invasiva, muy usada en la
practica médica, y con un costo asociado muy inferior al del corazén
artificial como lo es el cateterismo izquierdo. Esto permitiria la in-
yeccion subendocardica directa del ARN de interferencia asegurando
el bloqueo del MR solamente en miocardio disminuyendo posibles
efectos extracardiacos no deseados. Es necesario dejar en claro que la
utilizaciéon de vectores virales (adenovirus o lentivirus) para promo-
ver silenciamiento génico es muy importante en fases experimentales
pre-clinicas porque permite mayor sostenimiento en el tiempo del
efecto, pero no es recomendable en pacientes. En este contexto, la
propuesta aqui esbozada contempla la utilizaciéon de ARN de inter-
ferencia “desnudo” (“naked”), lo cual evitaria usar vectores virales,
técnica que ya hemos aplicado exitosamente en animales de experi-
mentacion.
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Leyendas de las Figuras

* WKY 0 SHR
4
=
E 37
>
-~
o 24
E
£
pa—
L
I
0 ; }
6.95 7.00 7.05 7.10 7.15

Figura 1. Eflujo de H* mediado por el NHEI luego de una carga acida en
musculos papilares de ratas espontdneamente hipertensas (SHR) y normotensas
(WKY). Nétese que para cada valor de pH intracelular (pHi) el eflujo de H* fue
siempre mayor en musculos del miocardio hipertréfico de SHR denotando una
mayor actividad del intercambiador. (Reproducido de Pérez NGy col. 1995 [18]).

Wistar ~ SHR SHR+Cariporide

Figura 2. El bloqueo crénico del NHE1 con Cariporide regresé la hipertrofia
miocérdica en ratas SHR. Los paneles superiores muestran comparativamente
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ejemplos de cortes de eje mayor de corazones de rata Wistar (control
normotenso/normotrofico, izquierda), SHR sin tratar (medio), y SHR tratada
con Cariporide (derecha). Los paneles inferiores muestran los correspondientes
cortes histologicos de superficie de seccion transversal de cardiomiocitos en los
tres grupos experimentales. (Reproducido de Cingolani y col. [39])
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Figura 3. Registro original de un musculo papilar aislado contrayéndose
isométricamente, sometido a un estiramiento sibito de 92 (“1”) a 98 (“2”)
porciento de su longitud méaxima. Se observa claramente una primera fase de
aumento de fuerza (de “1” a “2”) expresion del mecanismo de Frank-Starling,
seguido de la fase lenta o “SFR” (de “2” a “3”).
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Figura 4. Esquema representativo de la ruta de sefnalizacion intracelular

disparada por el estiramiento del miocardio responsable del desarrollo de la
fase lenta de aumento de fuerza post-estiramiento (“SFR”), y probablemente de
hipertrofia cardiaca si el estimulo mecanico persiste en el tiempo. Los signos
de interrogacion destacan aspectos del mecanismo que no hemos comprobado
experimentalmente, o bien aquellos cuya evidencia experimental no se describe

en el presente trabajo. PPTM: poro de permeabilidad transitoria mitocondrial.
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CAPITULO 4

Infarto miocardico producido
por isquemia-reperfusion

Susana M. Mosca

Resumen

La oclusion severa de una arteria coronaria y la reperfusion inmedia-
ta de la misma causan la muerte celular (infarto) simultdneamente
con un deterioro de la funcidén contractil del miocardio. La sobre-
carga de calcio y la produccion de especies reactivas del oxigeno son
los principales agentes responsables del daio miocardico por isque-
mia-reperfusion. Estas sefiales patoldgicas convergen en la mitocon-
dria provocando la apertura del poro de permeabilidad transitoria
(PPTM), la liberacion de factores involucrados en la muerte celular
y el proceso de fision mitocondrial. Es asi, que la proteccion ejercida
por distintas intervenciones, como el pre y post-acondicionamien-
to isquémicos y tratamientos farmacoldgicos esta relacionada a la
inhibicién de la formaciéon del PPTM vy de la fragmentacién mito-
condrial. Por lo tanto, las posibles nuevas terapias cardioprotectoras
seran aquellas que puedan bloquear 6 atenuar la permeabilidady la
fision mitocondrial.

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS 73



Palabras Clave: Isquemia, reperfusiéon, PPTM,pre y post-acondi-
cionamiento isquémicos, fision-fusion.

1. Introduccion

1.1. Sistema circulatorio

El sistema circulatorio esta encargado de bombear y distribuir la
sangre por todo el organismo. Esta formado por cuatro componen-
tes, un organo impulsor, el corazon, el sistema arterial, los capilares
y el sistema venoso. Estos componentes forman el circuito mayor
o sistémico que transporta sangre oxigenada por el sistema arterial
(que se inicia con la arteria aorta) desde el corazon hasta los tejidos.
La sangre desoxigenada (con alta cantidad de CO,) retorna al cora-
z4n a través de las venas cavas. El otro camino, el llamado circuito
menor 6 pulmonar transporta sangre desoxigenada mediante la ar-
teria pulmonar desde el corazén hasta los pulmones y la sangre oxi-
genada vuelve al corazdn a través de la vena pulmonar.

1.2. Corazén

El corazoén es un 6rgano muscular hueco, que consta de cuatro
cavidades o cdmaras, las dos superiores denominadas auriculas
(derecha e izquierda) y las dos inferiores ventriculos (derecho e iz-
quierdo), separadas por los correspondientes tabiques interauricu-
lar e interventricular. Ambas camaras estan comunicadas a través
de valvulas que responden a diferencias de presiones. Las valvulas
auriculo-ventriculares (AV) permiten que la sangre fluya de las au-
riculas a los ventriculos: la derecha (trictispide) conecta las cavidades
derechas, y la izquierda (bictispide ¢ mitral) conecta las cavidades
izquierdas. Las valvulas semilunares (pulmonar 6 derecha y adrti-
ca 6 izquierda), conectan a los ventriculos con las arterias respec-
tivas. El corazon estd formado por musculo estriado, que participa
del proceso contractil y el sistema especializado de conduccion. Este
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ultimo estd formado por células musculares que son capaces de ge-
nerar y conducir el impulso cardiaco, necesario para la contraccion
miocardica. La nutricién del corazén ocurre a través de las arterias
coronarias, (derecha e izquierda) que son las primeras ramas de la
aorta. Para el normal funcionamiento cardiaco es necesario que el
aporte de oxigeno sea el necesario para satisfacer las demandas del
tejido miocardico.

2. Isquemia-reperfusion: alteraciones

La isquemia miocardica es el desequilibrio entre el aporte de oxi-
geno, dado por el flujo coronario y las demandas de dicho nutriente
por el corazoén. Es decir, que cuando el flujo coronario se interrumpe
por ej. por oclusion de una arteria coronaria, el oxigeno disponible y
la sintesis de ATP aer6bico disminuyen. Esto provoca un daio, cuya
magnitud depende de la duracién de la oclusién. La unica herra-
mienta disponible para recuperar el tejido lesionado es restablecer el
flujo mediante la reperfusion de la arteria ocluida. Sin embargo, esta
estrategia puede en si misma agravar la injuria. Las alteraciones por
isquemia-reperfusion son: atontamiento miocardico (disminucion
de la contractilidad miocardica post-isquemia), arritmias e infarto
(muerte celular).

2.1. Mecanismos responsables

Durante la isquemia se estimula la generacion de ATP anaerobi-
co por la via glucolitica y se produce un aumento de la produccién
de lactato. Esto produce la acidificacion intracelular, lo que lleva a la
activacion del intercambiador Na*/H", que produce la salida de H*
hacia el extracelular y la entrada de Na*al citosol. Este aumento de la
concentracion intracelular de Na*activa el modo “reverso” del inter-
cambiador Na*/Ca?, provocando un aumento de la concentracion
intracelular de Ca** (Figura 1). Durante la reperfusion, la reactiva-
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cién de los intercambiadores Na*/H* y Na*/Ca** conduce a la sobre-
carga intracelular de Ca** (Piper, 2003) (Yellon, 2007).

Simultdneamente, al restablecerse la provision de oxigeno, se ge-
nera una mayor cantidad de las especies reactivas derivadas del oxi-
geno (EROs) (Figura 2). Entre ellas estdn el anién superéxido (O,),
el anién hidroxilo (OH"), el peréxido de hidrégeno (H,0,), oxigeno
singulete ('0,), el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO"). La
principal fuente de producciéon deEROs es la cadena respiratoria de
la mitocondria (Granger, 2015).

El nivel celular deEROs depende del balance entre la produccion
y la remocion de las mismas. En condiciones fisioldgicas, los efec-
tos perjudiciales de EROs son contrarrestados por los sistemas an-
tioxidantes, entre los cuales estdn los enzimaticos [enzimas catalasa,
superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx)]y los no
enzimaticos (albumina, metalotioneina y ceruloplasmina, ferritina,
acido urico etc). Durante la isquemia-reperfusion se produce el des-
equilibrio (Figura 3).

3. Mitocondrias

Las mitocondrias son organelas capaces de amortiguar el aumen-
to citosolico de Ca*, pero este proceso es limitado. Una baja con-
centracién de Ca*" mitocondrial esta asociada a la acidosis y a una
alta concentracion de ADP (lo que ocurre durante la isquemia) que
impiden la apertura del poro de permeabilidad transitoria de la mi-
tocondria (PPTM) y por lo tanto se mantiene la impermeabilidad de
la membrana mitocondrial y su potencial (Lesnefsky y otros, 2001)
(Tsujimoto, 2006). La produccién de EROs y la sobrecarga de Ca*,
eventos que ocurren durante la reperfusion, favorecen la formaciéon y
la apertura del PPTM produciendo un aumento de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial (Griffiths, 1995) (Hom y otros, 2010)
(Willems y otros 2015).
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3.1. Poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria
(PPTM)

El mantenimiento del gradiente de protones y la impermeabilidad
de la membrana interna son condiciones necesarias para el normal
funcionamiento de las mitocondrias. Sin embargo, bajo condiciones
de estrés, la permeabilidad de la membrana mitocondrial puede au-
mentar con la formacion de un poro inespecifico dependiente de vol-
taje, conocido como PPTM (Figura 4). Este poro permite la entrada
de agua y moléculas de hasta 1,5 kD y por lo tanto induce hinchazén
de los organulos de la matriz.

Como resultado del edema mitocondrial ocurre la ruptura
de la membrana mitocondrial externa y la liberacién de protei-
nas pro-apoptdticos en el citosol. Los principales componentes del
PPTM son la nucledtido adenina translocasa (ANT), la ciclofilina D
(CyP-D) y un canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC) en la
membrana externa (Tsujimoto, 2006). Trabajos previos muestran que
el PPTM es un evento crucial en el dafio miocardico producido por
isquemia-reperfusion. Asi, intervenciones y/é tratamientos farmaco-
légicos que reducen la formacién del PPTM disminuyen el tamafo
del infarto y mejoran la recuperacion de la contractilidad miocardica
(Borutaite, 2003) (Shanmuganathan y otros, 2005).

3.2. Dinamica mitocondrial

Este término se refiere al remodelado de la ultraestructura mito-
condrial y la condensacién de su matriz. Comprende dos procesos:
fision y fusion, que clasicamente son considerados como un reflejo
del estado metabdlico mitocondrial (Scalettar, 1991). La fision mi-
tocondrial esta regulada principalmente por la proteina relacionada
con la dinamina 1 (Drp-1) y la proteina de fisién 1 (Fis1), mientras
que en la fusién participan las proteinas mitofusinas (Mfn 1/2) y la
proteina de la atrofia dptica 1 (OPA1) (Figura 5). Estudios previos
(Ong, 2013) (Maneechote, 2018) (Li, 2018) muestran que el aumento
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de la fision mitocondrial estd involucrado en la muerte de cardiomio-
citos producida por isquemia-reperfusion.

4. Estrategias cardioprotectoras

4.1. Pre y Post-acondicionamiento isquémicos

Numerosos trabajos seflalan como un mecanismo cardioprotec-
tor al fendmeno llamado “preacondicionamiento isquémico” (PI)
descripto por Murry y col en 1986 (Murry, 1986). Esta intervencion
se basa en que breves episodios de isquemia seguidos de reperfusion
aplicados previamente a la isquemia de mayor duracion, disminuyen
las alteraciones ocasionados por la isquemia- reperfusion (Yellon,
2003). La primera aplicacion clinica del PI fue un estudio realizado
por el grupo de Yellon en 1993, al que le siguieron otros estudios
(Jenkins y otros 1997) (Ikonomidis y otros, 1994).

Zhao y col, en 2003 (Zhao y otros, 2003) demostraron que la apli-
cacion de breves periodos de isquemia seguidos de reperfusion al
inicio de la reperfusion era capaz de reducir el tamafio del infarto.
Este fendmeno llamado post-acondicionamiento isquémico (POS),
proporcioné una herramienta que puede ser aplicada en el momento
de la reperfusion, lo que facilita su aplicacion a pacientes con infar-
to agudo de miocardio (Laskey, 2005) (Staat y otros 2005). Estudios
de nuestro laboratorio, realizados en corazén aislado de rata (Figura
6) muestran la accion cardioprotectora del PI y POS (Mosca y otros
1999). En estos experimentos, la aplicacion de 5 min de isquemia se-
guidos de 10 min de reperfusion previos a la isquemia de mayor du-
racion (protocolo de PI), asi como la aplicacion de 3 ciclos breves de
isquemia/reperfusion al inicio de la reperfusion (protocolo de POS)
disminuyeron el tamano del infarto y aumentaron la recuperacion
postisquémica de la funcion sistdlica y diastolica miocardicas.

En cuanto a los mecanismos de proteccion existen estudios que
muestran que el PI y el POS utilizan vias de sefializacion similares
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(Hausenloy, 2007). La interaccion de ligandos, tales como la adeno-
sina y opiaceos, con receptores de membrana lleva a la activacion de
distintas quinasas como la proteina quinasa C (PKC), el complejo
fosfatidilinositol-3-quinasa/Akt (PI3K/Akt) (39), la glucdgeno sinte-
tasa quinasa-3 B (GSK-3p) y la interaccion entre ellas en las distin-
tas cascadas de sefializacion (Liu, 1994) (Vasalli, 2012) (Tong y otros
2002). También el NO, formado por activacion de la dxido nitrico
sintetasa endotelial (eNOS), directa ¢ indirectamente a través de la
activacion de la guanilato ciclasa (GC) es un factor importante en la
cardioproteccion (Bolli, 2011).

Varios estudios mencionados en una revision reciente (Pagliaro
y otros, 2018) establecen que las vias de sefializacién que incluyen
las quinasas mencionadas convergen finalmente en las mitocondrias,
reduciendo la probabilidad de apertura del PPTM (Figura 7).

4.2. Tratamientos farmacologicos

Ademas el PI'y POS distintos tratamientos farmacoldgicos pue-
den proteger al miocardio contra la injuria por isquemia-reperfusion.
Experimentos de nuestro laboratorio demuestran que el tratamiento
con inhibidores del intercambiador Na*/H*, como el cariporide, in-
hibidores de la GSK-3f3, como el cloruro de litio, reducen el tamafio
del infarto y aumentan la recuperacion post-isquémica de la contrac-
tilidad (Mosca, 2000) (Fantinelli, 2006) (Garciarena y otros 2008).

Efectos cardioprotectores similares obtuvimos mediante la utili-
zacion y administraciéon de un extracto no-alcohdlico de vino tinto
y extractos acuosos de yerba mate, arandanos, cacao etc (Fantinelli,
2007) (Gonzalez y otros 2006). La accién beneficiosa de estos extrac-
tos ha sido atribuida a los compuestos polifendlicos (Figura 8), los
que pueden activar vias semejantes al PI y POS llevando a una dis-
minucién de la formacion del PPTM, preservandoasi la integridad
mitocondrial.
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5. Conclusiones

De acuerdo con los antecedentes mencionados parece ser que las
mitocondrias ademas de su papel esencial en la produccion de ener-
gia, controlan la muerte celular mediante la formacion y/o apertura
del PPTM vy de los procesos de fision y fusion mitocondrial. Es asi
que, intervenciones como el PI, el POS y tratamientos farmacologi-
cos protegen al miocardio contra los dafios producidos por la isque-
mia-reperfusion atenuando la formacién de dicho poro y la fisiéon
mitocondrial. Por lo tanto, el hallazgo de nuevas terapias farmacolo-
gicas cardioprotectoras se centrara en aquellas drogas quemantengan
la integridad funcional y estructural de la mitocondria.
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Figura 4: Esquema del estado impermeable (componentes desalineados) y estado
permeable (componentes alineados) del PPTM.

FISION FUSION
Drpd, Fisd Mentiz, OPAT
D | amam
L L

Figura 5: Procesos de fision y fusiéon mitocondrial

Figura 6: Esquema experimental

86 MAR{A VIRGINIA CROCE (COMPILADORA)



Lbganios cardicoraieciorss

Lo A i
. P

s
P-LR5i-30

| Aperiura dei PRTM

Figura 7: Cascadas cardioprotectoras del PI y POS

“. ;f
=

Figura 8: Estructura polifendlica de los componentes mayoritarios de la uva,
yerba mate, arandanos y cacao

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS 87






CAPITULO 5

Exosomas y neoplasias malignas

Martin Enrique Rabassa

El concepto de Neoplasia Maligna

La transformacion de una célula normal en una célula neopldsica
maligna es un proceso en el cual intervienen diversos fenomenos,
los cuales no han sido completamente aclarados. La idea de que las
neoplasias malignas se constituyen como tales por la mera acumula-
cion de mutaciones en sus genes ha sido reemplazada por una vision
mas amplia e integradora (Hanahan, 2011). Como parte del proce-
so de transformacién maligna se incluyen eventos relacionados con
cambios en el metabolismo celular, la relacion con el microambiente
tumoral y, particularmente, con el sistema inmune del huésped. Sin
embargo, en el corazén de la patogenia de la transformacion neo-
plasica permanecen las mutaciones como el incidente iniciador del
fenomeno neoplasico maligno (Prat, 2011).

El modelo actual de carcinogénesis incluye tres vias por las cuales
es posible iniciar la transformacién neoplasica. A través de la acu-
mulacién de mutaciones por accién de carcindgenos exdgenos o en-
dégenos, por la acumulacion estocastica de errores en las células de
reserva de los distintos tejidos o por la herencia de mutaciones en
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genes en la linea germinal, que predisponen al cancer (Braakhuis,
2004). En los primeros dos casos el tiempo (en cuanto a la duracion
de la exposicion o la edad del individuo) es la variable principal que
determina el riesgo de transformacion; la diferencia entre ambos ra-
dica en que la acumulacion al azar de errores no puede ser objeto de
acciones de prevencion, al menos con las herramientas médicas hoy
disponibles (Tomasetti, 2017).

Cuales son los genes que se alteran también resulta de relevancia.
Entre las mutaciones que tienen lugar, muchas no tendran efectos
sobre los diversos sistemas de la célula que controlan, por ejemplo,
la division celular, la senescencia, el metabolismo, la reparacion de
errores en el genoma, etc. Otras, en cambio, modifican de forma irre-
versible las vias de organizacion de estos sistemas, confiriendo nue-
vas capacidades a las células transformadas. Hanahan D. y Weinberg
R (Hanahan, 2000-2011) han resumido estas capacidades en las si-
guientes categorias: 1. Obtencion de sefiales proliferativas en forma
sostenida. 2. Evasion de las senales de supresion de crecimiento. 3.
Resistencia a la muerte celular. 4. Obtencién de inmortalidad replica-
tiva. 5. Induccion de angiogénesis. 6. Activacion de la invasion tisular
y metastasis. 7. Desregulacion del metabolismo. 8. Evasion del siste-
ma inmune. A estas ocho capacidades, que pueden observarse en la
mayoria de los tumores, se agregan dos caracteristicas, presentes en
algunos tumores malignos, que favorecen el desarrollo neoplasico al
ayudar el establecimiento de las capacidades que mencionamos pre-
viamente. 1. La inestabilidad del genoma, es decir la propension de la
célula a no reparar y acumular gran cantidad de mutaciones rapida-
mente. 2. La promocién de la inflamacion en el tumor, lo que facilita
el crecimiento, la invasion y angiogénesis.

En el modelo de Hanahan y Weinberg la acumulacién sucesiva
y o simultanea de las capacidades mediante nuevas mutaciones de-
termina el surgimiento de una neoplasia maligna. Estas capacidades
y caracteristicas de los tumores malignos pueden manifestarse por
cambios en la organizacion de las vias metabolicas y de sefializacion

90 MaARia VIRGINIA CROCE (COMPILADORA)



internas de la célula o la comunicacion con su entorno o microam-
biente tumoral.

Las alteraciones internas se relacionan con la adquisiciéon de mu-
taciones genéticas, cambios en la regulacion de expresion de los ge-
nes o cambios epigenéticos (desde la metilacion del DNA hasta la gli-
cosilacion de proteinas). Estos fenomenos han sido exhaustivamente
estudiados y definen la transformacion neoplésica desde un modelo
emitentemente celular. Las alteraciones en la comunicacion de las cé-
lulas tumorales con el exterior exigen la utilizaciéon de modelos de
mayor complejidad.

Microvesiculas y exosomas

Las células pueden secretar al exterior una serie de estructuras
membranosas, derivadas tanto de la membrana plasmatica como de
organelas internas, las microvesiculas (MVs) derivadas de la mem-
brana plasmatica son de mayor tamafo, alcanzando los 1000 nm y
poseen una marcada heterogeneidad en su composicion, tanto en su
membrana como en su contenido. Se las denomina MVs grandes o
microparticulas (Colombo, 2014).

Por otro lado, las MVs derivadas del compartimento endosomal,
formadas por gemacion al interior de los llamados cuerpos multive-
siculares (figura 1) y posterior fusiéon de la membrana limitante de
estos con la membrana plasmatica, se denominan MV pequeias o
exosomas (Raposo, 2013). Estas MVs poseen un tamafio que oscila
entre 50 y 200 nm y una composiciéon mas homogénea, con una serie
de proteinas de membrana caracteristicas del compartimento de ori-
gen, como las tetraspaninas y un contenido equivalente al citoplasma
celular, enriquecido en ARN codificante y, particularmente, ARN no
codificante y probablemente ADN. Si bien inicialmente se considerd
alas MVs como un producto de la eliminacion de desechos celulares,
hace unos 15 afios se las reconoce como vehiculos de transmision de
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informacién bioldgica relevante entre células, tanto en forma para-
crina como a distancia (Tkach, 2016).

La secrecidon de exosomas es una funcion bioldgica bien definida
en la gran mayoria de los distintos tipos celulares. Cuando la célula
se estresa o sufre transformacion neoplasica se producen cantidades
crecientes y las MVs pasan a la circulacion sanguinea donde pueden
ser detectadas (Armstrong, 2018).

Las células presentadoras de antigenos profesionales, linfocitos B,
macroéfagos y células dendriticas liberan, en comparacién con otros
tipos celulares, mayores cantidades de MVs del tipo exosomas (Lin-
denbergh, 2018). Estas MV's poseen en sus membranas moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo I y II cargadas
con péptidos. Es probable que una de las funciones mas relevantes
de los exosomas, desde el punto de vista fisiologico, sea algun tipo de
comunicacién o regulacion de la presentacion antigénica a distancia,
ya que se ha observado que la mayoria de los exosomas circulantes
en individuos sanos podrian provenir de linfocitos B y la mayoria de
los exosomas que ingresan a la circulacién linfatica son rapidamen-
te captados por células presentes en 6rganos linfoideos secundarios
(Hood, 2016).

Los exosomas también han sido relacionados con procesos fisio-
légicos en los cuales existe intervencion activa del sistema inmune
como el embarazo (Sabapatha, 2006), los fendmenos de reparacion
(Luga, 2012) y diferenciacion celular o el desarrollo de células madre
hemopoyéticas (Kim, 2017).

Asi como los exosomas son producidos en su mayoria por células
del sistema inmune, se relacionan con estados patoldgicos en los cua-
les el sistema inmune o la inflamacién juegan un rol de importancia
como es el cancer, las infecciones virales o parasitarias o las enferme-
dades neurodegenerativas (Malm, 2016).

El papel de los exosomas en cancer ha sido intensamente estu-
diado. Una vez liberados al exterior y a la circulacion estas MV in-
teractian a través de las moléculas de membrana con receptores en
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las células blanco y a través de diversos mecanismos transfieren le su
contenido de proteinas y acidos nucleicos. Como resultado se produ-
ce la reprogramacion de la célula receptora y se modifica su actividad
(Szajnik, 2010).

Los exosomas derivados de tumores (TEX) pueden favorecer el
desarrollo de metastasis a través de diversos mecanismos. Algunos
afectan el microambiente tumoral e involucran cambios en el meta-
bolismo de las células blanco o induccién de la angiogénesis (Skog,
2008). También pueden afectar a otras células tumorales ya que se ha
observado transferencia de capacidades metastaticas a células que no
las poseen.

Uno de los ejemplos mejor estudiados es la relacién de exoso-
mas derivados de células de melanoma con la generacién de nichos
pre-metastasicos en la médula dsea o ganglios linfaticos de ratones
(Hood, 2011). En este modelo, la administracion de exosomas aisla-
dos de células de melanoma permite el establecimiento de metastasis
de células de melanoma en aquellos tejidos que previamente fueron
expuestos a los exosomas. Posteriormente se describieron varios
modelos similares de generacion de nichos pre-metastaticos. En el
higado, los exosomas de cdncer de pancreas transportan MIF, una
citoquina que induce la expresion de TGFp en las células de Kup-
ffer y reclutamiento de células inmunes. En los pulmones, exosomas
derivados de tumores renales inducen angiogénesis mediante una
coleccion de miRNAs y mRNA o exosomas de cancer de pancreas
transportan HGE el cual activa fibroblastos y células inflamatorias
(Zhao, 2018).

Una observacion que refuerza la importancia de los TEX en el
proceso de metastasis es la capacidad de reconocer sus células blanco.
Este rasgo “organotipico” de los TEX se relaciona con la presencia
de diferentes variedades de integrinas en la superficie de exosomas
provenientes de distintos tumores (Hoshino, 2015).

Por otra parte, los TEX poseen diversas moléculas que producen
modulacién de la actividad del sistema inmune. En su superficie han
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sido detectados PDL1, FASL, CD73, TGFp o Glipicanl y se ha de-
mostrado su capacidad para modular la respuesta de células del siste-
ma inmune, en particular los linfocitos T (Hoshino, 2015).

Los mecanismos por los cuales se inducen cambios en las células
del sistema inmune difieren segin el tipo de célula receptora. Mien-
tras que monocitos, linfocitos B y células NK internalizan rapida-
mente TEX, los linfocitos no lo hacen (entre ellos los linfocitos T
reguladores [Treg]). En este tipo de células se establece algtn tipo
de activacion de receptor que produce sefalizacidn intracelular, con
aumento de calcio citosdlico y consumo de ATP. En el caso de los
linfocitos T CD4+, el efecto de los TEX promueve una disminucién
de la expresion de la cadena zeta del TCR y modula la actividad de
las proteinas JAK y STAT, las cuales son fundamentales para la sefia-
lizacion de receptores de citoquinas. Por otra parte, los linfocitos T
CD8+ resultaron sensibles a la presencia de las moléculas inmuno-
moduladores presentes en los TEX, las cuales inducen la apoptosis
de estas células. Resulta interesante que, mientras los TEX pueden
disminuir la actividad de los CD4+ y apoptosis en CD8+, pueden
aumentar la actividad supresora de los Treg (Hoshino, 2015).

Son estas dos caracteristicas, la capacidad de favorecer las me-
tastasis y la capacidad de evadir la respuesta inmune, sumadas a la
gran estabilidad que poseen en la circulacion sanguinea, lo que deter-
minan el gran potencial que poseen los exosomas como marcadores
biolégicos del cancer.

Objetivos

Los objetivos que se plantearon en nuestro Centro de investigacio-
nes fueron, en primer lugar, generar la capacidad de aislar y caracte-
rizar MVs y exosomas de diversas fuentes, tanto en modelos in vitro
como de liquidos bioldgicos obtenidos de pacientes portadores de neo-
plasias malignas. En segundo lugar, relacionar los TEX con la presencia
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de moléculas involucradas en mecanismos de inmunoevasion. Final-
mente, evaluar la presencia de moléculas de adhesion que pudieran
determinar la existencia de “blancos celulares” para los TEX.

En tal sentido se propuso evaluar la presencia en TEX de la en-
zima Indoleamino 2,3-Dioxigenasa 1(IDO), involucrada en la de-
gradacion del aminoacido esencial triptéfano y en la produccion de
metabolitos como las quinureninas. La expresion de IDO en células
dendriticas, monocitos y macrofagos les permite modular la activi-
dad de las células T cercanas al variar las concentraciones de tripto-
fano y sus metabolitos. De esta manera, IDO contribuye con el man-
tenimiento de la tolerancia periférica, pero favorece mecanismos de
evasion de la respuesta antitumoral.

Por otra parte, en una gran proporcion de tumores es posible ob-
servar alteraciones tempranas en la glicosilacion de sus proteinas.
Una de las consecuencias de estas alteraciones es la expresion de an-
tigenos cripticos como el antigeno Tn. Este antigeno es el resultado
de la unién de N-Acetilgalactosamina (GalNAc) a los aminodacidos
Treonina o Serina, siendo el primer monosacérido de las cadenas de
O-glicosilacion de proteinas. Al alterarse la actividad de las subsi-
guientes glicosiltransferasas, responsables de la elongacién de las ca-
denas de O-glicanos, Tn queda expuesto.

Recientemente se ha descrito que Tn puede generar enlaces he-
mofilicos entre proteinas que expresen este antigeno, asi como la pre-
sencia de un receptor especifico denominado MGL en la superficie
de macroéfagos ganglionares.

Metodologia
La obtencion de MVs y exosomas a partir de lineas celulares tu-
morales en cultivo se realizo mediante el siguiente protocolo (figu-

ra 2). Las distintas lineas fueron cultivadas en frascos T75 y luego
repicadas en frascos T175 donde se les permitio crecer hasta sub-
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confluencia (70% de la superficie ocupada), empleando medios de
cultivo y técnicas de repique estandares. Luego las células fueron la-
vadas tres veces con solucion de Hank estéril y cultivadas con medio
libre de suero fetal bovino y suplementado con aditivos segtn el tipo
celular en cuestion. Luego de un periodo de cosecha de 48 a 72 ho-
ras, el medio condicionado fue removido y se repitié el esquema de
repiques hasta tres veces por frasco.

El medio condicionado fue centrifugado a 400xg y 1.500xg du-
rante 30 minutos cada vez, a 4°C, descartando los pellets. Luego el
sobrenadante fue centrifugado a 15.000xg durante 30 minutos a 4°C,
obteniendo un pellet de MVs grandes, el cual fue alicuotado y al-
macenado a -70°C. El sobrenadante fue centrifugado a 100.000 xg
durante 70 minutos a 4°C y el pellet obtenido fue nuevamente centri-
fugado a 100.000 xg durante 70 minutos a 4°C. Este ultimo pellet fue
alicuotado y almacenado a -70°C como “Exosomas o EXO”

A partir de sangre periférica obtenida por puncién venosa y, con
el agregado de EDTA en exceso, se obtuvo plasma humano de pacien-
tes con cancer, centrifugando la sangre a 400xg durante 15 minutos
a TA. El plasma fue nuevamente centrifugado a 1.500xg durante 30
minutos, a 4°C, descartando el pellet. Luego se centrifugd a 15.000xg
durante 30 minutos a 4°C, obteniendo un pellet de MV's grandes, el
cual fue alicuotado y almacenado a -70°C. El sobrenadante fue some-
tido a cromatografia de exclusion de tamafo (SEC) en columnas de
sefarosa CL2B. Las fracciones correspondientes al volumen muerto
(MW cutoft >1M Dalton) fueron evaluadas mediante espectrofoto-
metria a 260, 280 y 330 nm, con el fin de aislar los picos correspon-
dientes a las fracciones abundantes en absorbancias a 330 nm y en la
relacion 280/260 nm (indicativo de particulas y presencia de acidos
nucleicos; figura 2).

Eventualmente, algunas muestras fueron sometidas a centrifuga-
cién en gradientes de sacarosa (densidad 1 - 1,2 — 1,4 g/l) y centri-
fugadas a 100.000xg durante 120 minutos a 4°C con el fin de aislar
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microvesiculas con densidades de 1,18 g/1, las cuales fueron lavadas y
centrifugadas a 100.000xg durante 70 minutos a 4°C.

Las fracciones que contienen MVs grandes y exosomas fueron
evaluadas mediante Dot Blot, colocando 5uL de muestra sobre ni-
trocelulosa y bloqueando el papel con leche en polvo descremada 5%
en PBST. Luego las muestras fueron incubadas con anticuerpos pri-
marios dirigidos contra CD9 o CD63 y con anticuerpos secundarios
unidos a peroxidasa. Finalmente, la reaccion fue revelada mediante la
técnica de quimioluminiscencia sobre placas radiograficas. Aquellas
fracciones que demostraron la presencia de marcadores de exosomas
fueron evaluadas mediante Western blot con anticuerpos anti-IDO
y anti-Tn.

Ademds, 5 uL de cada fraccion fue fijada mediante 5 uL de gluta-
raldehido 5% en PBS y analizadas mediante microscopia electrénica.
Las muestras se colocaron en rejillas de cobre e incubaron durante 5
minutos. Se tifid con dcido fosfotungstico al 2% durante 40 segundos
y se observo y documentd con un microscopio electrénico JEM 1200
EXII (JEOL).

Las muestras también fueron analizadas para determinar su con-
tenido de proteinas mediante fluorometria (Qubit, Thermo forma) y
tincién con plata de SDS-PAGE.

Resultados

Se analizaron muestras a partir de 27 pacientes portadoras de car-
cinomas de mama en diversos estadios y se incluyeron 4 muestras
de control obtenidas de pacientes sanas. Se observd la presencia de
sefales elevadas mediante espectrofotometria en XX muestras y los
valores de concentracion de proteinas, expresadas en ug en fracciéon
por mL de plasma fueron 7,86 ug/mL.

La observacion mediante microscopia electronica permitié la ob-
servacion de estructuras vesiculares de tamarfio y formas similares a
exosomas, algunas de ellas agregadas en racimos o en solitario (figura
3). En general las imagenes muestran la acumulacion de tincién en la
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cercania de las vesiculas, probablemente por la afinidad del 4cido fos-
fotungstico por estructuras con carga eléctrica como glicoproteinas.

El andlisis mediante SDS-PAGE vy tincién con plata demostré la
presencia de diversas proteinas y glicoproteinas de alto peso mole-
cular en las fracciones correspondientes a las MV's de tipo exosomas
(figura 3). La evaluacion mediante dot blot demostrd que 16/27 frac-
ciones fueron positivas para marcadores de exosomas y la evaluacion
posterior demostro la presencia de IDO, en 9/25 pacientes. De igual
manera se detecto la presencia de Tn en 7/27 muestras y se observa-
ron mediante Western Blot diversas bandas de varios pesos molecu-
lares, algunas de altos pesos moleculares, correspondientes a poten-
ciales proteinas portadoras de Tn.

Conclusiones

Nuestras investigaciones han permitido establecer una metodo-
logia confiable y efectiva para el aislamiento de MVs y exosomas a
partir de pacientes con cancer como de lineas celulares tumorales en
cultivo. En ambos casos se observo la presencia de MVs de tamaiio
y formas compatibles con exosomas, es decir, estructuras vesiculares
de entre 50 y 200 nm con tendencia a formar agregados. En los casos
en que las muestras fueron ultracentrifugadas fue posible observar la
caracteristica deformacion en forma de cuenco, resultado de la fuerza
aplicada sobre las vesiculas. También fue posible detectar la presencia
de marcadores propios de la via endosomal como CD63 o CD?9. Estas
tetraspaninas se encuentran involucradas en el transporte y biogé-
nesis de los exosomas y representan a las proteinas mds confiables
para la determinacion de la presencia de estas MVs. Estos resultados
sugieren que las fracciones obtenidas poseen exosomas en abundan-
cia, aunque no es posible descartar la presencia de otras particulas o
agregados proteicos que contaminen las muestras, estas observacio-
nes coinciden con las realizadas por otros grupos de investigacion
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y las recomendaciones internacionales recientemente realizadas res-
pecto del estudio de MV (Lotvall, 2014).

La presencia de la enzima IDO en las fracciones que poseen TEX
resulta de sumo interés. La enzima IDO representa un mecanismo de
regulacion del sistema inmune empleada por los tumores para eva-
dir las respuestas antitumorales. La presencia de IDO en exosomas
permitiria extender su efecto sobre las concentraciones de triptéfano
y sus metabolitos mas alld del microambiente tumoral en el cual se
genera (Isla Larrain, 2014). En futuras investigaciones seria intere-
sante determinar si la presencia de TEXs IDO+ es capaz de modular
la actividad linfocitaria.

La deteccion de una proporcion importante de fracciones de TEX
que contienen el antigeno Tn, en gran parte de las veces coincidente
con la expresion de Tn en el tumor primario, sugiere que estas MVs
son efectivamente derivadas del tumor.

La lectina MGL es el ligando natural de Tn; es expresada princi-
palmente por células dendriticas y macrdéfagos del seno subcapsu-
lar de los ganglios linfaticos, en general asociados con un fenotipo
supresor (Van Vliet, 2018). Por otra parte, se ha sugerido que MGL
actua como receptor de GalNAc presente en filovirus y en el pardsito
S. mansoni y también como receptor de moléculas propias como la
Mucina 1 (MUCI). En estos casos se ha determinado que MGL in-
terviene en el reconocimiento de patrones asociados a patégenos y
en la presentacion antigénica de las moléculas portadoras de GalNAc
(Napoletano, 2007). Por lo tanto, no resulta evidente el rol de la inte-
raccion Tn-MGL en cuanto a si suprime o estimula respuestas inmu-
nes. El resultado de esta interaccion dependera en mayor medida del
contexto en el cual se produce. Futuras investigaciones permitiran
establecer si la presencia de Tn en TEX modula la actividad de las
células presentadoras de antigenos que expresan MGL.
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1. Esquema que detalla la génesis de exosomas a partir del compartimento
endosomal por gemacion hacia el interior de los cuerpos multivesiculares
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(CMV). A continuacién, la fusién de la membrana limitante con la membrana
plasmatica, permite la liberacion del contenido de exosoma al exterior de la
célula.
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2. Resumen de los pasos empleados en el aislamiento de exosomas a partir de
plasma humano o sobrenadantes de cultivo de células. Para mas detalles ver el
texto principal.
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3. Resultados obtenidos del andlisis de la expresion de Tn en pacientes con cancer
de mama. A) Inmunohistoquimica que demuestra expresion de Tn en tumores
primarios, se observa reaccion intensa en la gran mayoria de las células tumorales.
B) Microscopia electrénica de una fraccion obtenida por cromatografia de
exclusion de tamafo a partir de plasma, se observa la presencia de vesiculas
de entre 50 y 200 nm compatibles con exosomas. C) Analisis por SDS PAGE y
tincioén con plata de las fracciones 1 a 9 obtenidas por cromatografia de exclusion
de tamano de plasma humano. En esta muestra, las fracciones 4 a 7 poseen la
mayor absorbancia a 330, 280 y 260 nm, observandose predominio de bandas
de alto peso molecular. D) Anélisis mediante dot blot de fracciones positivas
para marcadores CD63, CD9 y Tn; se muestran cinco ejemplos obtenidos por
cromatografia de exclusion de tamafio del plasma de pecientes.
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CAPITULO 6

Funcion de GPAT2 en espermatogénesis y cancer

Gonzalez Baro, M.R.

Resumen

Las glicerol-3-fosfato aciltransferasas son una familia de cuatro
enzimas de membrana que catalizan el primer paso y limitante en
la sintesis de glicerolipidos. El objetivo general de nuestro grupo
de trabajo es identificar las funciones especificas de cada una de las
isoformas en el metabolismo celular. Hipotetizamos que la isoforma
GPAT?2 no cumpliria un rol clasico de aciltransferasa sintetizadora
de lipidos ya que se expresa en 6rganos no lipogénicos: testiculos en
condiciones fisioldgicas y en algunos tipos de células cancerosas en
condiciones patoldgicas. En células en cultivo demostramos que la
sobreexpresion de GPAT2 aumenta la incorporacién de acido ara-
quidonico en triacilgliceroles y que al silenciar GPAT2 en células de
linaje tumoral (MDA-MB-231) éstas pierden su capacidad tumorigé-
nica. El silenciamiento de GPAT2 también conduce a cmabios en las
propiedades de membrana plasmatica y en la dindmica mitocondrial.
Estudios realizados utilizando tejidos derivados de canceres de mama
humanos demostraron que la expresion de GPAT2 correlaciona con
un mayor grado histolégico de los tumores, reforzando la idea de la
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relacion directa entre GPAT?2 y tumorigénesis. Al silenciar GPAT2 in
vivo en testiculos de ratdn, la espermatogénesis se arrestd en el es-
tadio paquiteno, y se activaron genes pro-apoptéticos, demostrando
la esencialidad de su expresion para una correcta espermatogénesis.
Concluimos que la funcion bioldgica de GPAT2 es muy diferente a las
de las isoformas 1,3 y 4.

Palabras Clave:

Acido araquidénico, tumorigénesis, meiosis, membrana plasma-
tica, mitocondria.

Introduccion

El grupo de enzimas glicerol-3-fosfato aciltransferasas (GPAT)
catalizan el primer paso y limitante en la sintesis celular de gliceroli-
pidos, que es la acilacion del glicerol-3-fosfato a partir de un sustrato
acil-CoA (Fig. 1).

Es acido lisofosfatidico es luego acilado en el carbono 2 del glice-
rol, y es sustrato tanto para la sintesis de triacilgliceroles (TAG) como
de glicerofosfolipidos (PL).

En células de mamifero se han descripto 4 isoformas diferentes
de esta enzima, todas ellas proteinas intrinsecas de membrana y pro-
ducto de genes diferentes (Gonzélez-Baro, 2007). Las isoformas 1 y
2 se localizan en la membrana mitocondrial externa mientras que
GPAT3 y GPAT4 lo hacen en el reticulo endoplasmico. La primera
isoforma en ser clonada y caracterizada funcionalmente fue GPAT1
y se comprobd que su expresion es maxima en érganos lipogénicos
como el higado y el tejido adiposo, su expresion estd regulada por
el estado nutricional del organismo e incorpora activamente acidos
grasos a TAG.
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GPAT2 comparte un alto grado de homologia de secuencia y con-
formacion con GPAT1, sin embargo, su expresion es casi nula en 6r-
ganos lipogénicos y se expresa principalmente en testiculos, no esta
regulada por el estado nutricional del animal (Wang y otros, 2007) y
también demostramos su expresion en ciertas células tumorales.

El objetivo general de nuestro grupo de trabajo es identificar los
roles especificos de cada una de las isoformas de GPAT en el metabo-
lismo celular; y nos planteamos como objetivos especificos:

1.- Determinar la funcién de GPAT?2 en la sintesis de lipidos ce-
lulares

2.- Estudiar la expresion y funciéon de GPAT?2 en testiculos duran-
te la maduracion sexual de rata y ratén

3.- Determinar la expresion y funcion de GPAT2 en células tu-
morales.

Hipotesis de trabajo: Basandonos en el alto grado de homologia
con GPAT]I, propusimos que GPAT2 contribuye a la sintesis de tri-
glicéridos celulares, especialmente en testiculo y células tumorales.

Metodologia:

Para probar nuestra hipotesis, utilizamos como modelos expe-
rimentales tanto células en cultivo como modelos animales de rata
y ratén (protocolos aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio, Facultad de Ciencias
Meédicas, UNLP; Numero T10-02-2013).

Cultivos celulares: Se utilizaron las lineas celulares establecidas
CHO-K1, Cos-7 y HEK-293 para los estudios de sobreexpresion
de GPAT2 murina y humana. Las construcciones de cDNA fueron
transfectadas mediante liposomas cationicos. La sobreexpresion fue
corroborada mediante qPCR y western-blot (Wang y otros, 2007)
(Cattaneo y otros, 2012).
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La linea celular derivada de cancer de mama MDA-MB-231, ca-
racterizada por su expresion intrinseca de GPAT2 humana, fue uti-
lizada para silenciar GPAT2 mediante un sistema de RNA de inter-
ferencia small-hairpin RNA (shRNA, Origene), utilizindose como
control una RNA scramble que no silencia ningiin gen conocido
(SCR-RNA).

Los modelos celulares de sobreexpresion y subexpresion de
GPAT?2 fueron analizados para determinar la actividad GPAT vy
acilglicerolfosfato aciltransferasa (AGPAT) con glicerol-3-fosfato y
acilglicerolfosfato radiactivos, la composicion de acidos grasos por
cromatografia gas-liquido, marcado metabdlico con acido araqui-
dénico radiactivo, proliferacién celular mediante ensayos de MTT,
crecimiento independiente de anclaje por ensayos en agar blando,
migracion celular por velocidad de cerrado de herida y poptosis por
la técnica de TUNEL (Cattaneo y otros, 2012).

Estudios in vivo: la expresion de GPAT?2 en testiculo de rata y ratén
fue estudiada, a nivel de mRNA, por las técnicas de Northern-blot,
PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) e hibridacidn in situ. A nivel
de proteina se determiné mediante Western-blot, inmuohistoquimi-
ca e inmunofluorescencia.

Mediante la inyeccion de un shRNA especifico para GPAT2 de
raton vehiculizado por lentivirus se realizo el silenciamiento in vivo
en testiculos de raton. La inyeccién de los virus fue intratesticular
(Garcia-Fabiani y otros, 2017).

Resultados

La sobreexpresion de GPAT?2 incrementa el tamaio de las gotas
de lipido en células CHO-K1

El cDNA que codifica para GPAT2 murina subclonado en el plés-
mido de expresion eucariota pcDNA3.1 fue transfectado en células
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CHO-K1. Como control negativo se transfectd el plasmido vacio y
como control positivo el gen de GPAT1 (Fig. 2).

Demostramos que tanto la sobreexpresion de GPAT1 como la de
GPAT2 incrementan significativamente el tamaio de las gotas de li-
pido intracelulares, visualizadas por tincion con Oil-Red-O, demos-
trando una mayor acumulacién de TAG.

Para comprobar si el aumento en los TAG es consecuencia del in-
cremento en la actividad GPAT, medimos la actividad utilizando dis-
tintos acil-CoA como sustrato (Fig. 3A). Pudimos observar en célu-
las que sobreexpresan GPAT2 un aumento en la actividad solamente
cuando se utiliz6 araquidonil-CoA (20:4-CoA) como sustrato, acido
graso poco frecuente en la fracciéon TAG. Al analizar los productos
de reaccion, comprobamos que al sobreexpresar GPAT2 no se obser-
va marca en el acido lisofosfatidico (LPA), producto de la accion de
esta enzima (Fig.1), mientras que si se observa con GPATI. Solo con
20:4-CoA se observa marca en 4cido lisofosfatidico (PA, Fig. 3B). Ese
resultado es coherente con el aumento de actividad acilglicerolfosfato
aciltransferasa que observamos al expresar GPAT2 (Fig. 3C). Cuando
incubamos a la células en presencia de dcido araquidénico marcado,
vimos que la marca aument6 solo en la fracciéon TAG (Fig. 3D) vy,
concomitantemente, observamos presencia de acido araquidénico en
la fraccién TAG solamente en la células que sobreexpresan GPAT2
(Fig. 2E).

GPAT?2 se expresa en células de la linea espermatica y su expre-
sion varia durante el desarrollo sexual.

Con el objetivo de definir qué tipo/s celular/es testiculares expre-
san GPAT2 en rata adulta, realizamos el analisis de la expresion del
mRNA por hibridizacién in situ y de la proteina por inmunofluores-
cencia (Fig.4). Pudimos observar que el mRNA se expresa exclusi-
vamente en los espermatocitos primarios mientras que la proteina
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(sefial verde) se puede visualizar también en estados mas avanzados
de la espermatogénesis.

Durante el desarrollo sexual de rata, analizando la expresion de
mRNA tanto por Northern-blot como por qPCR demostramos que
es maxima a los 30dpp (dias después del parto), edad que coincide
con la primer ola espermatogénica en la cual en los tibulos seminife-
ros se encuentran principalmente espermatocitos primarios (Fig.5).
La proteina también mostrd su maxima expresion en esta edad.

Durante el desarrollo sexual de ratones, también observamos que
tanto el mRNA como la proteina de GPAT2 se expresan en estadios
juveniles (Fig. 6)

La expresion de GPAT2 es esencial para el proceso de meiosis

Para determinar la funciéon de GPAT2 en los testiculos silencia-
mos la expresion del gen in vivo mediante la inyeccion de un shRNA
especifico para GPAT2(sh-Gpat2) y su control SCR. Observamos que
los tibulos seminiferos expuestos a SCR presentan una histologia
normal, mientras que en los expuestos a sh-Gpat2 no se observan
células mas alla del estadio paquiteno (Fig. 7). El estadio paquiteno
fue comprobado mediante el andlisis de genes marcadores para cada
etapa de la meiosis.Tambien observamos que al silenciar GPAT2 se
activa la expresion de genes pro-apoptoticos. Sin embargo, no se ob-
servaron diferencias en el contenido de TAG de testiculos control y
silenciados.

GPAT?2 se expresa en tejido canceroso y su expresion favorece
el fenotipo tumoral

Analizamos la expresion de GPAT2 en un microarreglo de tejidos
de adenocarcinomas mamarios (Origene) por inmunohistoquimica
y observamos que en el tejido normal no se expresé6 GPAT?2, solo se
detectd la proteina en el 37% de los adenocarcinomas. En ellos, fue
mayor la expresion en los canceres con mayor grado histologico (Fig.
8). Eso nos hizo pensar que GPAT2 podria estar involucrada en el
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proceso de carcinogénesis. Para ello, silenciamos GPAT2 en células
derivadas de cancer de mama MDA-MB-231, y pudimos comprobar
que la subexpresion de GPAT2 atenua las caracteristicas tumorales de
este tipo celular: disminuye la proliferacion celular, pierden la capaci-
dad de crecer sin anclaje, disminuye la migracion celular, aumenta la
sensibilidad de las células a la droga pro-apoptoticaestaurosporina y
pierden su capacidad tumorigénica in vivo (Fig. 9).

La expresion de GPAT2 altera la membrana plasmatica, mito-
condrias, citoesqueleto y vias de sefializacion

Durante la caracterizacion de nuestros modelos de silenciamiento
de GPAT?2 en lineas celulares humanas pudimos observar diferen-
cias en la composicion de acidos grasos de los fosfolipidos totales
(medidas realizadas por cromatografia gas-liquido), y cambios en la
permeabilidad de la membrana plasmatica (medida de actividad de
la enzima lactato deshidrogenasa en el medio de cultivo). Estos re-
sultados nos llevaron a realizar un estudio mas detallado de las con-
secuencias del silenciamiento de GPAT2 sobre las propiedades de la
membrana plasmatica, y para esto utilizamos la técnica de micros-
copia de fuerza atomica (AFM). La AFM proporciona imagenes de
alta resolucion que permiten realizar un analisis detallado tanto de
la superficie de la membrana celular como del entorno celular, pro-
porcionando informacion a nivel nanométrico. En las células MDA-
MB-231 las imagenes obtenidas por esta técnica nos permitieron
observar una mayor rugosidad en las célulasscr-MDA y la presencia
de poros en sh-MDA, resultado que correlaciona con las medidas de
liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa al medio de cultivo,
que es 65% mayor en las células sh-MDA que en las scr-MDA (Fig.
9).El silenciamiento de GPAT2 en células MDA-MB 231 produce un
cambio en el tamano-disposicién de las mitocondrias, probablemen-
te inactivando la fusiéon mitocondrial, ya que se puede observar una
marca de Mitotracker (sonda fluorescente que denota mitocondrias
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activas) mucho mas fuerte en las células scr-MDA que en las células
sh-MDA procesadas simultdineamente.

Con el objetivo de conocer los mecanismos moleculares que con-
ducen a un fenotipo protumorigénico que correlaciona positivamen-
te a la expresion de GPAT2 con procesos de proliferacion, apoptosis
y migracion en lineas celulares de cancer humano, realizamos un es-
tudio del perfil de expresion diferencial entre células tumorales que
expresan GPAT2 y aquellas con la expresion de GPAT?2 silenciada
mediante un microarreglo de genes. Para ello se utilizaron las lineas
celulares sh-MDA y scr-MDA, se extrajo el RNA de dichas células y
se estudio la expresion diferencial del genoma humano. El analisis
por microarreglo mostré un gran nimero de genes con expresion di-
ferencial entre las lineas celulares utilizadas: se hallaron 736 genes di-
ferencialmente expresados, pertenecientes a varias rutas metabdlicas
y procesos celulares. Estos genes pertenecen a vias de sefializacion,
metabolismo del acido araquiddnico, regulaciéon de la apoptosis,
adhesion, migracion y proliferacion celular, expresion de RNAs no
codificantes (regulatorios) e integridad del citoesqueleto. Es en estos
temas que estamos trabajando actualmente.

Conclusion:

Hasta el momento, hemos demostrado que GPAT2 no es una acil-
transferasa con la funcién clasica de iniciar la sintesis de glicerolipi-
dos. Especificamente, probamos que:

Se expresa en testiculo y cancer.

No esta regulada por Insulina, si por la metilacion del DNA.

Incorpora acido araquiddnico.

EN CANCER:

Su expresion promueve el fenotipo tumoral y la integridad de la
Membrana Plasmatica

Altera el citoesqueleto y las mitocondrias.
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EN TESTICULO:

Es esencial para la meiosis

Regula la expresion de genes apoptoticos.

Sintesis de RNA regulatorios (piRNA).

Por lo tanto, nuestra hipdtesis inicial de trabajo fue alterada sig-
nificativamente, y basandonos en nuestros resultados previos nuestra
hipotesis actual plantea que:

GPAT?2 contribuye al fenotipo tumoral y a la progresion de la
meiosis formando parte de vias de sefalizacion celular, regulando
RNAs no codificantes y/o modificando estructuras celulares como
mitocondrias, citoesqueleto y membrana plasmatica.

Concluimos que aunque dos proteinas tengan una secuencia,
conformacion y localizacion celular similares no implica que su fun-
cion bioldgica sea parecida.
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Figura 2: Sobreexpresion de GPAT2 de ratéon en células en cultivo. La
sobreexpresion de GPAT2 incrementa el tamaio de las gotas de lipido.

n o PSS

Figura 3: la sobreexpresiéon de GPAT2 dirige la incorporaciéon de acido
araquidonico en triacilgliceroles.
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Figura 5: La expresion de GPAT2 es maxima en testiculos de ratas juveniles.

Figura 6: La expresion de GPAT2 es maxima en testiculos de ratones juveniles.
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Figura 9: Al silenciar GPAT?2 las células derivadas de cancer de mama MDA-
MB-231 pierden su capacidad tumorigénica.
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Figura 10: La expresion de GPAT2 alterala membrana plasmatica y mitocondrias.
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CAPITULO 7

Prevencion de tabaquismo adolescente

Analisis de un estudio cuasi-experimental
antes-después controlado

Pablo Elias Gulayin

Introduccion

El tabaquismo es uno de los principales problemas de salud publi-
ca siendo considerado la primera causa de muerte prevenible (OMS,
2008) (Rubistein y otros, 2010). A nivel global, el consumo de tabaco
se estima que ocasiona 5,1 millones de muertes por ano (OMS, 2009).
La mayoria de estas muertes ocurriran en paises en vias de desarrollo,
donde se ha registrado un aumento del consumo, especialmente en
los grupos més vulnerables (Bardach y otros, 2016), los jovenes y las
mujeres.

Los dafos a la salud causados por el consumo de tabaco se inician
desde el consumo en la adolescencia, habiéndose observado que el
88% de los fumadores adultos iniciaron a fumar antes de los 18 afios
(Colombo y otros, 2005). La ultima Encuesta Mundial de Salud Esco-
lar del Ministerio de Salud de la Nacién en Argentina, realizada sobre
estudiantes del nivel secundario, mostré alta proporcion jovenes que
han experimentado con el tabaco, elevada exposicion al humo ajeno,
baja capacitacién sobre los efectos nocivos del tabaco y susceptibili-
dad para iniciar a fumar entre los no fumadores.
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Varios puntos de la Ley Nacional 26.687 y del plan MPOWER de
la OMS1 sobre la regulacion de la publicidad, promocion y consumo
de los productos elaborados con tabaco apuntan a prevenir el taba-
quismo en los jovenes. Si bien se han reportado avances positivos en
la implementacion de la ley, existe una brecha importante con el de-
sarrollo de estudios y trabajos de campo vinculados a la prevencion
de tabaquismo en jovenes. La informacion acerca de la efectividad de
las intervenciones en prevencion primordial de tabaquismo en eda-
des tempranas, en general muestra resultados positivos, a pesar de la
heterogeneidad en la metodologia utilizada y controversia acerca de
la sustentabilidad de los cambios generados (Fernandez, 2002) (Vi-
llabi, 1992). Se ha estimado a través de modelos de simulacion, como
la restriccion de la edad de inicio del consumo en jovenes ayudaria a
reducir la proporciéon de tabaquismo en adultos (Borraci, 2015).

Hipotesis de trabajo:

Una intervencion educativa en adolescentes puede disminuir la
prevalencia de tabaquismo.

Objetivos del estudio

- Evaluar el impacto de una intervencion educativa dirigida a jovenes
de nivel secundario de la ciudad de La Plata para prevenir el inicio
del consumo tabaquico, en el contexto de la prevencion primordial
del tabaquismo.

- Identificar variables asociadas al consumo adolecente en la pobla-
cion estudiada

Materiales y métodos
Los detalles del estudio Adolescentes Libres de Tabaco (ALIT)

fueron publicados previamente (Gulayin y otros, s/d). En resumen,
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es un estudio antes/después controlado que utiliz6 una encuesta rea-
lizada en tres afios consecutivos sobre la poblacion estudiantil de dos
colegios secundarios de la ciudad de La Plata. El disefio antes/des-
pués se encuentra entre los denominados disenos “cuasi-experimen-
tales” (Manterola, s/d) y se caracteriza por la realizacién de una me-
dicién basal, seguida de la implementacion de una intervencién y de
una nueva evaluacion posterior a la intervencion. Los estudios cuasi
experimentales son sumamente ttiles en el campo de la investiga-
cién en implementacion en salud publica, dado que poseen la ventaja
de ser mas rapidos, mas econdmicos (lo que los hace mas factibles
de implementarse exitosamente) y permiten facilmente trabajar en
condiciones naturales (Manterola, s/d). Las mediciones en el grupo
control aportan la fortaleza de poder conocer las diferencias basales
entre ambos grupos y evaluar los cambios seculares, permitiendo de-
terminar variables externas que influyan sobre el efecto esperado por
razones distintas a la intervencion.

El estudio se implement6 en dos colegios secundarios de la ciu-
dad de La Plata, céntricos, publicos, mixtos y con modalidad de in-
greso tipo sorteo. El colegio que recibié la intervencion fue denomi-
nado como Colegio A (CA) y el colegio control Colegio B (CB). En
septiembre de 2010 se realizé una encuesta basal a los alumnos de los
colegios participantes. La misma se volvio a administrar en noviem-
bre de 2011 y noviembre de 2012. El instrumento que se aplicé con-
sisti6 en una encuesta estructurada, anénima, voluntaria y auto-ad-
ministrada. Se considerd adolescentes fumadores actuales a aquellos
estudiantes que reportaron fumar diariamente o fumar pero no todos
los dias. Para el analisis y seguimiento, se clasificé a los alumnos de
acuerdo al curso en el que se encontraban en el ano 2010: alumnos de
ler ano (G 1), alumnos de 2° y 3er afio (G 2) y alumnos de 4° y 5° afio
(G 3). Los mismos cursos del CB constituyeron el grupo control. Se
incluyeron en el analisis final solo aquellos cursos que completaron
el seguimiento.
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La intervencién educativa orientada a prevenir el inicio del taba-
quismo se implementd sobre los alumnos de segundo y tercer afio del
CA luego de la encuesta basal en 2010. La intervencién contempl6
las siguientes tres actividades: 1. dos charla-debates sobre los dafios
nocivos del tabaquismo, la vision del problema desde la salud publica
y la actual legislacion en la Argentina sobre el tema, 2. talleres en gru-
pos reducidos donde los alumnos tuvieron que presentar afiches rea-
lizados por ellos mismos basados en las unidades tematicas y 3. expo-
sicion en el colegio de los trabajos finales realizados por los alumnos.

Para la comparacion de las caracteristicas basales de la poblacién
se utilizo el test exacto de Fisher para las variables categdricas y T-test
para las variables continuas. Se construyé un modelo de regresion
logistica multivariable para las variables asociadas al consumo de ci-
garrillos en esta poblacion. En cada uno de los puntos de seguimiento
evaluados se realizé una comparacién de las proporciones del punto
final primario utilizando el test exacto de Fisher para establecer la
significancia estadistica. En todos los analisis realizados, se considero
como diferencia estadisticamente significativa aquellos valores de p <
0,05 a dos colas. Se utilizo el paquete estadistico Stata 13.0.

Resultados

Sobre la cantidad de alumnos matriculados al momento de la en-
cuesta, la tasa de respuesta global a la misma fue del 88% en el colegio
Ay 77.5% en el colegio B. Se incluyeron en el analisis 1911 encues-
tas (617 del CA y 1294 del CB) de primero a quinto afio. La Tabla 1
resume las caracteristicas basales de la poblacion de ambos colegios
participantes.

Las variables incluidas en el modelo multiple final como predicto-
res de tabaquismo adolescente fueron: presencia de hermanos fuma-
dores, madre fumadora, afios de edad y sexo femenino. En la Tabla 2
se presentan los OR con sus respectivos IC 95%.
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La tabla 3 presenta las prevalencias de tabaquismo por colegio y
por grupo de seguimiento en ambos colegios. Solo se observé una
diferencia significativa de la prevalencia de tabaquismo en el primer
aflo luego de la intervencion (CA: 4,6% vs CB: 11,4 p=0,005), desa-
pareciendo dicha diferencia en el segundo afio de seguimiento. En el
analisis estratificado por sexo, la diferencia fue solo estadisticamente
significativa entre las mujeres y solo en el primer afo luego de la in-
tervencion (CA: 4,7% vs CB: 11,4 p=0,048).

Conclusiones

En la poblacién estudiada, la tenencia de una madre o hermano
fumador, los afios de edad y el sexo femenino se correlacioné fuer-
temente con el consumo de cigarrillos. Como fue descripto en en-
cuestas nacionales: se observé mayor consumo de cigarrillos en las
mujeres, la mayoria de los estudiantes inicié a fumar entre los 13 y 15
aflos y la mitad de los estudiantes reporto estar expuesto al humo en
el hogar (Konfino y otros, 2012).

En lo que respecta al impacto de la intervencion implementada
en la prevalencia de tabaquismo en el grupo intervencion directa,
se observo una merma en el incremento natural de la prevalencia de
tabaquismo en la primera encuesta tras la intervencién aunque dicho
efecto desaparecid por completo en la tercera encuesta, 27 meses des-
pués. Esto quiere decir que, mientras que en el primer seguimiento
existié una diferencia estadisticamente significativa en la prevalencia
de tabaquismo del 6,8%, esta brecha desaparecié en el segundo segui-
miento. Es interesante destacar que dicha tendencia fue estadistica-
mente significativa en el sexo femenino.

Se mencionan las siguientes limitaciones del presente trabajo:
primero, esta muestra representa exclusivamente datos de dos cole-
gios céntricos de la ciudad de La Plata con lo cual los resultados no
son generalizables; segundo, al igual que las encuestas nacionales de
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tabaco en jovenes en Argentina, estos resultados solo aplican a los
alumnos que se encontraban presentes el dia de la encuesta; y tercero
todos los datos surgen del auto-reporte por lo que puede existir infra
o supra reporte sobre ciertos comportamientos de los jovenes. Sin
embargo, la confiabilidad de las encuestas sobre habitos tabaquicos
en jovenes ha demostrado ser de las mas altas entre las conductas de
riesgos en jovenes (Brener ND y otros, 2002).

Las causas por las que el efecto principal buscado (reduccion sig-
nificativa de la prevalencia de tabaquismo al final del seguimiento)
pudo no haber sido permanente pueden ser: (I) duracién insuficien-
te de la intervencion: fue solamente implementada luego de la en-
cuesta basal en el primer afio del estudio. Esto podria sugerir que
las intervenciones en prevencién primordial deberian ser continuas
o al menos tener en cuenta la aplicacién de “dosis refuerzo’, al igual
que posee el uso de las vacunas a nivel poblacional; (IT) Intervencién
tardia: los estudiantes que recibieron la intervencion en el afio 2010
tenian 12 y 13 afos y al culminar el seguimiento 14 y 15 afios y (III)
alta prevalencia de tabaquismo en el hogar: uno de los determinantes
de inicio de tabaquismo adolescente.

El desafio desde la salud publica en la problematica del tabaquis-
mo adolescente consiste en continuar desarrollando y fortaleciendo
un entorno favorecedor para la cesacion entre los jovenes que per-
mita también reducir la iniciacion, incorporando estrategias nove-
dosas y adaptadas a la realidad de los jovenes. En lo que respecta al
formato y componentes de la intervencion educativa, se proponen la
siguientes mejoras para su futura evaluacion: (A) intervenir jovenes
de menor edad, (B) intervenciones mas cortas pero que se repitan a
lo largo de un ciclo de la escolaridad (por ejemplo fortalecer o crear
el espacio de “educacion para la salud” en los colegios); (C) merece
consideracion la evaluacion de intervenciones sexo-especificas, dado
que son las mujeres las que mas inician a fumar a esta edad pero a su
vez las que mas respondieron a la intervencién y (D) incluir el uso
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de nuevas tecnologias ampliamente utilizadas por los jovenes tales
como: mensajes de texto, redes sociales, etc.

La intervencién educativa ALIT para el control del tabaco, des-
tinada esencialmente a jovenes de 12 y 13 afios en una sola oportu-
nidad, produjo un descenso significativo en la prevalencia de taba-
quismo en el primer aflo de seguimiento que no se mantuvo en el
segundo ano. Ahondar el conocimiento sobre los resultados de este
tipo de intervenciones, la epidemiologia del tabaquismo en los jéve-
nes y las actitudes de los jovenes frente al tabaco, son herramientas
fundamentales para la elaboracion de intervenciones educativas mas
efectivas y duraderas en el tiempo. La generacion de conductas de
vida saludables en edades tempranas deberia der uno de los principa-
les campos de investigacion e inversion en salud publica.

El presente estudio fue publicado previamente en Gulayin P, Ira-
zola V, Rubinstein A, y otros (2018). Smoke-Free Adolescents. Effec-
tiveness of an educational intervention. Controlled, before and after
study. Arch Argent Pediatr.
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Tabla 1. Caracteristicas basales de los alumnos (CA: 617, CB; 1294) de los
colegios participantes antes de la intervencion.

Colegio A Colegio B
p*

(Intervencion) (Control)
Promedio de edad - (DS) 14,2 (£ 1,18) 14,2 (+1,20) 0,793
Sexo femenino -n (%) 341/613 (55,6)  522/1284 (40,7)  «0,01
Prevalencia global de tabaquismo - n (%) 481611 (7,8) 911277 (7,1) 0,572

Prevalencia de tabaquismo por afio de curso:

Primer afio - n (%) 31134 (2,2) 21273 (0,7) 0,339
Segundo afio - n (%) 4/119 (3,4) 71282 (2,5) 0,738
Tercer afio - n (%) 12/137 (8,8) 16/278 (5,8) 0,297
Cuarto afio - n (%) 141125 (11,2)  32/226 (14,2) 0,510
Quinto afio - n (%) 15/96 (15,6) 34/218 (15,6) 1,000
Ex fumadores - n (%) 231611 (3,7) 3011277 (2,3) 0,100

Fumad imental -n (%
umador experimental - (%) 1270611 (20,8) 2761277 (216) 0,719

Amigos fumadores - n (%) 456/607 (75,1)  980/1269 (77,2) 0,322
Convivencia con al menos 1 fumador en el
hogar - n (%)

Padre fumador - n (%) 1721617 (27,9)  336/1294 (26) 0,376

318/617 (51,5) 637/1294 (49.2) 0,353
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Madre fumadora - n (%)

Hermanos fumadores - n (%)

164/617 (26,6)
65/617 (10,5)

3201294 (25,4)
130/1294 (10)

0,615
0,747

¥ Valor de p a dos colas para el t-test en el caso de la variable contintia edad y el

Test Exacto de Fisher a dos colas para el resto de las variables.

Tabla 2. Variables asociadas al tabaquismo en la poblacién basal incluidas en el

modelo multiple final.

Intervalo de
Odds Ratio confianza
95%
Hermano fumador 2,55 (1,61-4,04) «<0,001
Madre fumadora 2,32 (1,58 - 3,40) 0,001
Afios de edad 1,92 (1,67-2,21) «<0,001
Sexo femenino 1,75 (1,20 - 2,54) 0,003

Tabla 3. Prevalencia de tabaquismo actual segiin grupos de edad y sexo segtiin

ano de seguimiento.

Colegio A Colegio B
(Intervencion) (Control) o
% %
Mujeres Hombres | Global | Mujeres  Hombres Global

Grupo 1" (Primer afo, 12 afos basal)

Afo 2010 1,3 1,6 1,5 23 0 0,7 0,604
Afio 2011 1,3 0 0,7 34 34 3,4 0,104
Afio 2012 36 6,9 5,3 83 74 7,7 0,527

Grupo 2" (Segundo - Tercer aiio, 13 y 14 aiios basal)
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Afio 2010 39 8,8 6,2 3,7 2,3 3,0 0,050
Afio 2011 47 4,6 4,6 11,4 11,1 11,4 0,005

Afio 2012 8,0 13,8 11,0 12,2 8,2 10,1 0,777

Grupo 3™ (Tercer - Cuarto afio, 15y 16 afios basal)

Afio 2010 15,6 9,0 12,9 17,0 13,0 15,1 0,525

Ao 2011 12,6 14,1 12,9 20,8 15,3 18,2 0,187

¥ Valor de p a dos colas para el Test Exacto de Fisher para las proporciones globales. * N total grupo 1,
colegio A: 138 (2010); 148 (2011) y 132 (2011); colegio B: 276 (2010); 267 (2011) y 260 (2100). ** N total
grupo 2, colegio A: 256 (2010); 240 (2011) y 209 (2012), colegio B: 431 (2010), 306 (2011) y 355 (2012),
***N total grupo 3, colegio A: 201 (2010) y 170 (2011), colegio B: 332 (2010) y 281 (2011).
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CAPITULO 8

Diarrea infecciosa en pediatria

Nora Beatriz Molina

Resumen

Las enfermedades diarreicas son una causa relevante de morbilidad
y mortalidad infantil y constituyen un problema de salud publica
sustancial en la poblacion pediatrica de los paises en desarrollo. En
Argentina, se notifican alrededor de 1 millén de casos de diarrea
anuales. Dicho cuadro afecta en mayor medida a la poblaciéon menor
de 5 afos y es responsable de 7% a 14% de las internaciones duran-
te la primera infancia. El perfil etioldgico de las diarreas infecciosas
presenta variaciones estacionales relacionadas con factores demo-
graficos, ambientales, socioecondmicos, geograficos y climaticos.El
objetivo de este trabajo fue determinar la presencia y estacionalidad
de patdgenos intestinales en las heces de nifios con diarrea que se
atienden en el Hospital Blanco Villegas de Tandil durante 2016-2017.
Los agentes etiologicos fueron identificados mediante técnicas mi-
crobioldgicas e inmunolégicas. Las toxinas Shiga (Stx1 y Stx2) se de-
tectaron aplicandométodos moleculares (PCR). La frecuencia de dia-
rrea infecciosa fue 40,5%. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)
y Shigella spp. fueron los patogenos detectados con mayor frecuencia
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(80%). En este estudio se detectaron dos aislamientos de Escherichia
coli productora de toxinas Shiga (STEC, O157, Stx2+).Las diarreas
parasitariasy virales fueron halladas en baja proporcion. La vigilancia
basada en el laboratorio constituye una fuente de informacién rele-
vante que complementa la vigilancia clinica y epidemioldgica. Dicho
sistema provee una especificidad complementaria, permite identifi-
car el agente etioldgico, determinar la frecuencia y estacionalidad de
los enteropatdgenos y analizar las tendencias de la enfermedad dia-
rreica. Investigaciones futuras que involucren estudios microbioldgi-
cos y moleculares en otras regiones seran necesarias para reconocer
los patdgenos en la poblacion pediatrica de Argentina.

Palabras clave: diarrea infecciosa, niflos, Argentina

Introduccion

Las enfermedades diarreicas son una causa relevante de morbi-
lidad y mortalidad infantil y constituyen un problema de salud pu-
blica sustancial en la poblacién pediatrica de los paises en desarrollo
(Lamberti, 2012) (Schrivastava y otros, 2017). Las diarreasrepresen-
tan una de las cinco primeras causas de muerte en Latinoamérica y
la segunda causa de malnutricién infantil. Segtn el Boletin Integrado
de Vigilancia Epidemologica realizado por el Ministerio de Salud de
la Nacion en 2012, se estima que la enfermedad diarreica aguda cons-
tituye entre 60 y 80% del motivo delas consultas pediatricas en los
servicios de salud de dicha regién (Lamberti, 2012).

Los mecanismos patogénicos que ocasionan un cuadro diarreico
infeccioso son diversos y estan relacionados con los agentes causales
que la producen. El mecanismo toxigénico,mediado por enterotoxinas
y citotoxinas,es frecuente en bacterias como Shigella spp., Salmonella
enterica, Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC),Aeromo-
nas spp. y Vibriocholerae. En particular, Shigelladysenteriae y ciertos
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aislamientos de STEC son capaces de producir toxinas Shiga (Stx1,
Stx2) y causar enfermedad potencialmente mortalen poblacion pe-
diatrica (Ochoa y otros, 2008) (Croxen y otros, 2013) (Mandell, 2014)
(Hebbelstrup y otros, 2014) (Rivas y otros, 2010) (Lopardo, 2016).

La adherencia como mecanismo patogénico ha sido descrita en
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) y Giardia intestinalis, mien-
tras que, la invasion de los enterocitos conla consiguiente destruccion
de la mucosa intestinal es un mecanismo observado Cryptosporidium
spp. y Microsporidios.Otro mecanismo de patogenia involucra lades-
truccion selectiva de células de la mucosa que produce la modifica-
cién del equilibrio de absorcion y la reduccion de las enzimas digesti-
vas del borde en cepillo. Rotavirus, EPECy Cryptosporidiumspp. son
ejemplos de dicho mecanismo (Ochoa y otros, 2008) (Croxen y otros,
2013) (Mandell, 2014) (Rivas y otros, 2010) (Lopardo, 2016).

El perfil etiolégico de las gastroenteritis ha presentado variacio-
nes segun la region geografica. Por ejemplo, en Europa, Estados Uni-
dos, Canada y Australia los patégenos més frecuentes fueron EPEC
y S. enterica (Bruzzese, 2018) (Slinger y otros 2017). Por el contrario,
en paises de Africa, Asia y Latinoamérica, los principales patégenos
fueron Shigella spp. y S. enterica (Nguyen y otros 2006).

En Argentina, se notifican alrededor de 1 millon de casos de diarrea
por afio. La enfermedad infecciosa intestinal afecta principalmente a la
poblacion menor de 5 afios y genera entre 7% y 14% de las internacio-
nes durante la primera infancia. En el pais, los principales patdgenos
reportados son Shigella flexneri, EPEC y S. enterica. Sin embargo, la
etiologia de las diarreas suele presentar variaciones geograficas y esta-
cionales relacionadas con diversos factores demograficos, ambientales,
socioeconomicos y climaticos (Ghazani y otros, 2018).

La ciudad de Tandil posee clima templado ocednico y una super-
ficie urbanizada irregular. El crecimiento urbano es heterogéneo con
las limitaciones que impone el relieve. Las caracteristicas sanitarias
de dicha ciudad presentan semejanzas con otros centros urbanos del
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paisy ofrecen un modelo de estudio epidemioldgico de diarreas pe-
diatricas en una ciudad intermedia de la provincia de Buenos Aires.

Objetivo

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia y estaciona-
lidad de los patdgenos intestinales en las heces de nifios con diarrea
quese atienden en el Hospital de Nifios Debilio Blanco Villegas de
Tandil durante el periodo 2016-2017.

Hipdtesis

Los niflos con cuadros de diarrea que se atienden en el Hospital
de Nifios Debilio Blanco Villegas de Tandil presentan patégenos in-
testinales en las heces.

Materiales y Métodos

El disefio del estudio fue observacional, descriptivo, prospectivo
y de corte transversal. El area de estudio fue la ciudad de Tandil, pro-
vincia de Buenos Aires. La poblacion seleccionada estuvo constituida
por nifios de ambos géneros, menores de 16 aflos, que presentaron un
cuadro diarreico y que se atendieron en el Hospital de Nifios Debilio
Blanco Villegas (HDBV) de la ciudad de Tandil, Argentina. El perio-
do de estudio estuvo comprendido entre octubre de 2016 y octubre
de 2017.La seleccion de la muestra poblacional se realizé aplicando
un procedimiento de coleccidon por casos consecutivos de los nifos
que se atendieron en el HDBV durante el periodo del estudio. Los
nifios con antecedentes de enfermedad intestinal inflamatoria croni-
ca, nifios hospitalizados o con infeccién nosocomial, nifios con en-

134 MaRria VIRGINIA CROCE (COMPILADORA)



fermedades oncohematoldgicas, inmunosuprimidos y trasplantados
fueron excluidos del estudio.

La deteccion de las bacterias patogenas se llevo a cabo mediante el
cultivo de materia fecal. Las heces fueron recolectadas en recipientes
estériles de plastico ysembradas en medios selectivos y diferenciales
para el desarrollo de Shigella spp., Salmonella enterica, EPEC, STEC
(O157),Yersiniaspp. y Aeromonasspp. La caracterizacion fenotipica
de las bacterias patdgenas fue realizada mediante pruebas manuales
y automatizadas (VITEK2, BioMérieux) segun algoritmos vigentes
(Lopardo, 2016). Los aislamientos patdgenos se confirmaron con an-
tisueros para S. enterica(OMA,OMB), Shigella (S. flexneri, S. sonnei),
EPEC (0111, 055, 026, 086, 0119, 0127, 0125, 0126, 0128) y STEC
(0157).

La deteccion molecular de las toxinas Shiga (Stx1 y Stx2) de los
aislamientos STEC se llevo a cabo mediante la amplificacion mole-
cular de los genes stxI y stx2 segun metodologia descrita (Molina
y otros, s/d) (Leotta y otros, 2005).Los primers utilizados fueron
Stxla (GAAGAGTCCGTGGATTACG), Stx1b (AGCGATGCAGC-
TATAATAA), Stx2a (TTAACCACACCCCACGGGCAGT) y Stx2b
(GCTCTGATGCATCTCTGGT). En cada ronda de PCR se utiliza-
ron cepas control: E. coliSTEC(stx1/stx2,0157) y E. coli ATCC 25922.
La deteccién de los patdgenos virales (Rotavirus y Adenovirus) se
realiz6 mediante un inmunoensayo cromatografico cualitativo (ICT,
Biomerieux). La deteccion de los parasitos entéricos se realizd me-
diante técnicas de concentracion (Técnica de Willis y de Telemann)
y tinciones permanentes (ZiehlNeelsen modificado, Safranina-azul
de metileno, Tricrémica y Gram Cromotrdpica) (Feldman, 1990). La
informacién demogréfica (edad y género) de los nifios y la fecha de
realizacion del estudio se obtuvieron a partir de las historias clinicas
informatizadas del hospital.
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Resultados

El grupo de estudio quedé constituido por 190 nifios, con un leve
predominio del género masculino (56%). La poblacién menor de 5
anos represento el 80,5%(153/190) de los casos estudiados. La fre-
cuencia de diarrea infecciosa fue 40,5% (77/190) y se hallaron pato-
genos bacterianos, virales y parasitarios (tablal y figura 1).

Las bacterias aisladas fueron EPEC, STEC, Shigella flexneri, Shi-
gella sonnei 'y S. enterica. Los 2 aislamientos de STEC presentaron el
serotipo O157 y el gen de la toxina Shiga 2 (stx2).El agente etiologico
de diarrea viral fue Rotavirus y los protozoos hallados fueronG. intes-
tinalis, Cryptosporidium spp. y Blastocystis spp.

Las bacterias EPEC y Shigella spp. produjeron el 80% de las diarreas
infecciosas. EPEC fue el patdgeno aislado con mayor frecuencia en el
periodo y fue hallado en nifios con diarrea durante las cuatro estacio-
nes del afio. El resto de los agentes etiologicos se detectaron en menor
proporcion y presentaron perfiles estacionales diversos (tabla 2).

Conclusiones

El diagnostico etioldgico de las diarreas infecciosas se centra en
dos perspectivas relevantes: el enfoque clinico, para la atencién y el
seguimiento de pacientes, en particular, en casos que requieren tra-
tamiento antimicrobiano; y el enfoque de salud publica, orientado al
control de brotes y vigilancia epidemioldgica.

Este trabajo de investigacion permitié determinar la presencia y
la estacionalidad de patogenos entéricos en la poblacion pedidtrica
con diarrea que se atendi6 en el Hospital de Nifios de Tandil. La fre-
cuencia de diarrea infecciosa fue 40,5%. Los patégenos EPEC y Shi-
gella spp. produjeron el 80% de las diarreas infecciosas. Las diarreas
parasitarias y virales fueron halladas en baja proporcion.
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El diagnéstico molecular tiene un papel emergente en los labora-
torios de diagndstico microbioldgico. En este estudio se detectaron
dos aislamientos de STEC pertenecientes al serotipo O157 y que pre-
sentaron el gen de la toxina Shiga 2.

La vigilancia basada en el laboratorio constituye una fuente de
informacion relevante que complementa la vigilancia clinica y epide-
mioldgica. Dicho sistema provee una especificidad complementaria,
ya que permite identificarel agente etioldgico de diarrea, determinar
la frecuencia y estacionalidad de los patogenos entéricos y analizar
las tendencias temporales de la enfermedad diarreica.Investigaciones
futuras que involucren estudios microbiolégicos y moleculares en
otras regiones seran necesarias para reconocer los patégenos bacte-
rianos, virales y parasitarios en la poblacion pediatrica de Argentina.
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Tabla 1: Patogenos entéricos detectados en niflos con diarrea.

Tandil, 2016-2017

Patégeno entérico n %
E. coli enteropatdgenica (EPEC) 47 61,1
Shigella flexneri 9 11,7
Salmonella enterica 5 64
Blastocystis spp. 3 39
E. coli productora de toxina Shiga (STEC) 2 2,6
Cryptosporidium spp. 2 2,6
Giardia intestinalis 2 2,6
Shigella sonnei 1 1,3
Rotavirus 1 1,3
Coinfeccion EPEC / Blastocystis spp. 4 52
Coinfeccion EPEC / Cryptosporidium spp. 1 1,3
Total 7 100
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Figura 1: Patégenos intestinales hallados en nifios con diarrea segun edad.

Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracién personal.
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Tabla 2: Estacionalidad de los agentes etiologicos de diarrea. Tandil, 2016-2017

Agente etiologico de diarrea

Estacion del afio

verano

Escherichia colienteropatogénica (EPEC)

Shigella spp.

Blastocystis spp.

Salmonellaenterica

E. coli productora de Toxina Shiga (STEC)

Cryptosporidium spp.

Giardia intestinalis

Rotavirus

Ausencia del patégeno

Presencia del patégeno

primavera invierno
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CAPITULO 9

Precondicionamiento farmacoldgico atenuante
de la lesion por isquemia-perfusion en trasplante
renal experimental.

Marcadores de estrés oxidativo-nitrativo

Natalia Lausada

Introduccion

En todo procedimiento de trasplante de 6rganos y tejidos ocurre
un proceso de extracciéon, mantenimiento e implante de los mismos.
Al ser extraido el érgano en el donante queda sin suministro de O,
y comienza la fase de isquemia, donde se afecta la regeneracion de
ATP. El metabolismo, ante la ausencia de OZ’ se torna anaerdbico e
ineficiente que conduce a la deprivacion de fosfatos de alta energia
y al deposito de productos acidos. La bomba sodio potasio depen-
diente del ATP se torna inoperante y conlleva a la entrada de Na que
arrastra moléculas de agua y propende al edema y al aumento del
Ca intracelular. Los productos del ATP degradados se metabolizan a
urea por accion de la enzima xantino deshidrogenasa. No obstante,
ante la presencia de un medio acido es convertida a xantino oxidasa
responsable de generar una variedad de radicales libres originados
desde el O, molecular (ROS) que llega en el momento de la revascu-
larizacién del 6rgano en el receptor, denominados: anién superoxi-
do (O%), hidroxilos (OH) y perdxido de hidrégeno (H?O?) (St Peter,
2003). A este evento deletéreo de generacion de productos altamen-
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te reactivos provenientes del O?, se suma la activaciéon de la enzima
oxido nitrico sintasa inducible por isquemia, produciendo altas can-
tidades de 6xido nitrico que al combinarse con O* genera un com-
puesto mucho mas reactivo atin denominado peroxinitrito (ONOO")
(Toledo-Pereyra y otros, 2004). Esta variedad de sustancias reactivas
presentes en la revascularizacion impactan negativamente sobre la
viabilidad del injerto y ademas exacerbaria los episodios de rechazo.
Posteriormente a la superproduccion de ROS se activan distintas vias
de senalizacion proinflamatorias, principalmente nuclear factor ka-
ppa B (NFkB), activatorprotein -1 (AP-1) y mitogen-activated-pro-
teinkinases (MAPK), entre otras. La segunda fase, al cabo de minutos
a algunas horas de inicio del fenomeno implica la expresion de genes
de diferentes citoquinas proinflamatorias como interleukina-1b (IL-
1b) y factor de necrosis tumoral alpha (TNFa). La tercera fase, se
desarrolla de horas a dias posteriores al inicio del cuadro y son proce-
sos tendientes a la regeneracion del tejido (Toledo-Pereyra, 2004). El
proceso inflamatorio instaurado a la reperfusion origina citoquinas
que podrian ser producidas in situ desde el injerto, o por linfocitos
y macrofagos que infiltran el mismo ya en el donante antes de la ex-
traccion del 6rgano a ser trasplantado, eventos que se exacerban en
los donantes cadavéricos (4). Estas citoquinas son las responsables
de la diferenciacion de subsets de células T en el receptor, tales como
Thl, Th2, Th17 y células T regulatorias (Tregs). Estudios en lineas de
ratén deficientes en poblaciones especificas de linfocitos mostraron
que tanto las células T CD4+ como las células T CD8+ tienen un
efecto perjudicial en la isquemia y la reperfusion de los rifiones tras-
plantados (Eltzchig, 2011).

Los eventos descriptos clinicamente, en el trasplante renal, se ma-
nifiestan por la no-funcién primaria o funcién retardada del rindén
trasplantado (Salvadori, 2015). En el trasplante renal clinico la tole-
rancia maxima de isquemia fria, cuando el érgano espera a 4°C en
la solucion de preservacion a ser implantado en el receptor, es de 24
hs y experimentalmente se ha podido elevar a 72 hs. (Cobo, 2009).
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No obstante, el dafo a la reperfusion es directamente proporcional al
tiempo de isquemia provocado (Kezic, 2017).

La bibliografia reporta distintas estrategias para atenuar estas
lesiones tratando el 6rgano donante (pretratamientos al donante) o
en la reperfusion inmediata en el receptor (Gondolesi y otros, 1998)
(Zhang y otros, 2008). Nuestro grupo divulgoé resultados alentado-
res con el uso de los inmunosupresores sirolimus y tacrolimus ad-
ministrados al donante evaluando la histopatologia de los rilones
trasplantados y marcadores pro-inflamatorios (Cicora y otros, 2010-
2011-2012).

En el presente trabajo evaluamos marcadores de defensa antioxi-
dante de tipo enzimatico y no enzimatico a fin de completar los tra-
bajos previos mencionados y poder aportar datos mecanisticos de los
inmunosupresores en relacion a sus efectos atenuantes de la IIR. Los
inmunosupresores tacrolimus y sirolimus disminuyen la sintesis de
IL2 al inhibir la calcineurina y el mTOR, respectivamente, enzimas
claves en la sintesis de IL2 y otras citoquinas involucradas en la ex-
pansién clonal de linfocitos T que median el rechazo celular de los
rifiones trasplantados (Sabatini, 2017) (Scalea y otros, 2016). Estas
drogas poseen propiedades antiinflamatorias capaces de modificar el
microambiente inflamatorio generado por la IIR sin que hubiera sido
dilucidado atin que acontece con el sistema de defensa antioxidante,
clave en la atenuacion de los dafios oxidativos. Disminuir la magni-
tud de la IIR permitiria mejorar la viabilidad del rifién trasplanta-
do, resultados que tendrian un impacto satisfactorio en la clinica del
trasplante renal.

Objetivo
Evaluar el efecto del tratamiento con tacrolimus-sirolimus al do-

nante, previo a la extraccion renal, sobre el dafio oxidativo que se
manifiesta a la reperfusion postrasplante.

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS 145



Hipdtesis

La combinacién de dos inmunosupresores administrados al do-
nante, tacrolimus y sirolimus, atendan el dafio por isquemia reperfu-
sion. Ambas drogas brindaran una mejora significativa en el estatus
antioxidante del rifién extraido que se vera reflejado en un menor
porcentaje del dafio al revascularizar el mismo.

Materiales y Métodos

1. Animales:

Se utilizaron 22 ratas adultas, machos, Wistar (WKAH/Hok), do-
nantes y receptores, para llevar a cabo trasplantes renales isogénicos.
Los animales fueron alojados en la sala de internacion de roedores de
laboratorio de la Catedra Trasplante, Facultad de Ciencias Médicas
de la Universidad Nacional de La Plata. Los mismos se recibieron 72
hs antes de la cirugfa y fueron mantenidos con un macro ambiente
controlado: ciclo de 12 hs. luz y 12 hs. oscuridad, T 23 C + 2., extrac-
cion de aire regulada a densidad animal, agua y comida ad libitum.

2. Material microquirirgico
Se utiliz6 microscopio quirurgico 25X, instrumental de microci-
rugia vascular, suturas seda 7-0 y nylon monofilamento 9-0.

3. Técnica quirurgica

Se implement6 la técnica descripta originalmente por Lee col. y
modificada por nuestro grupo (Lee, 1961) (Lausada y otros, 2009)
(Lausada y otros, 2005). En las ratas donantes y receptoras se utilizd
el mismo protocolo anestésico que consistié en anestesia inhalato-
ria (isofluorano: induccién 4% - mantenimiento 2%) acompaiado
de premedicacioncon tramadol30 mg/kg. Se utiliz6 como donante
el rinodn izquierdo (Fig. 1A). Una vez ligados y seccionados los vasos
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lumbares, adrenales izquierdos y testiculares, se colocaron los cuatro
reparos vasculares en la arteria aorta (AO) y la vena cava inferior
(VCI) por encima y por debajo del origen de los vasos renales (Fig.
1B). El rinon se lavé con 3 mL de Ringer Lactato, a 4°C heparinizado,
por puncioén arterial, y se preservo en la misma solucién (Fig. 1C). El
pediculo vascular renal quedé constituido por la vena renal secciona-
da en su origen y la arteria renal en continuidad con un segmento de
AOQ para aumentar el calibre arterial. El uréter se seccion6 préximo
al polo renal. A continuacién, se inici6 la cirugia del receptor don-
de luego de abordar el abdomen se realizé la diseccién de los vasos
abdominales 1 cm por debajo del origen de los vasos renales, sitio
anatomico donde se obliterd la circulacion por clampeo de los mis-
mos. Inmediatamente, se prepar6 el sitio de implante con arterioto-
mia de la AO y la venotomia de 1aVCI (Fig. 1D). Inmediatamente se
inici6 el implante con técnica de anastomosis término-lateral entre la
vena renal del donante con la VCI del receptor, y anastomosis térmi-
no-lateral entre la arteria renal del donante y la AO del receptor, Fig.
1E. A la revascularizacion el rifién trasplantado debe alcanzar en los
primeros 5 minutos la misma coloracion y textura que su par contra
lateral no trasplantado (Fig. 1F). Los uréteres se anastomosaron con
técnica término terminal colocando 4 puntos simples de nylon mo-
nofilamento 9-0. Una vez constatada ausencia de hemorragia del sitio
de anastomosis, y el aspecto macroscopico del rifién trasplantado es
normal, se procedio a realizar las nefrectomias de ambos rifiones del
receptor de manera tal que la supervivencia del animal dependera
de la funcionalidad del rindén trasplantado. Por ultimo se suturé el
abdomen en dos planos muscular y cutaneo.

El postoperatorio se realizo en la sala de recuperaciéon con una
temperatura constante de 25°C y un ciclo de 12 horas de luz y 12 ho-
ras de oscuridad. No obstante, luego de la cirugia la caja del receptor
permanecié en el quiréfano experimental. La misma se colocé sobre
una manta térmica que se mantuvo hasta la total recuperacion del
animal. Se suministré agua y comida ad-libitum colocando dentro
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de la jaula frutas y dulces de facil acceso. El sacrificio para muestreo
se realiz6 mediante exanguinacion del animal bajo anestesia general.
Para evaluar la cirugia, las ratas fueron controladas meticulosamente:
durante las 24 hs postoperatorias, momento del sacrificio.

4. Disefio experimental

Cuatro animales fueron utilizados para mediciones basales (Gru-
po A). Los receptores se dividieron en aquellos que no recibieron
tratamiento previo al donante (Grupo B, N=3) y receptores cuyos
donantes fueron tratados con una combinacién de tacrolimus-siro-
limus 0.3 y 2 mg/kg, respectivamente, via oral 12 horas previas a la
extraccion del érgano (Grupo C, N=6). A las 24 h de transcurrido el
trasplante los animales fueron sacrificados para determinar en el ri-
noén trasplantado el porcentaje de necrosis tubular aguda por técnicas
histoldgicas y biomarcadores de estrés oxidativo y nitratito (BEON).

Analisis Histologico

Se utilizo tinciéon con H&E vy los resultados fueron informados
por dos patologos que interpretaron los resultados de manera ciega a
la pertenencia de cada muestra.

El grado de injuria por isquemia y reperfusion se evalud siguien-
do los criterios de Banft el cual describe el anélisis de los rifiones
trasplantados realizando un score de porcentaje de necrosis tubular
aguda (NTA) (De Serres y otros, 2016) (Haas y otros, 2018). El mis-
mo determina: 0= ausencia de NTA; 1= hasta 5% de NTA;2=5a 10%
de NTA; 3= 10 a 25% de NTA; 4= 25 a 75% de NTA y 5 mas de 75%
de NTA.
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Determinaciones bioquimicas en tejido

Para determinar indicadores de estrés oxidativo enzimaticos y
no-enzimaticos in-situ se evaluo: nitratos + nitritos (NOx); glutatiéon
peroxidasa total (GSH-Px); glutation total; superdxido dismutasa de-
pendiente del cobre y del magnesio (SOD); catalasa (CAT); substan-
cias reactivas al tiobarbirturato (TBARs); glutationreductasa (GSH-
Rd); carbonilos proteicos; a-tocoferol y glutation transferasa (Arnal,
2010) (Astiz, 2009) (Sedan y otros, 2010).

Resultados

Funcionalidad renal: en los rifiones pretratados se observé una
disminucion significativa del porcentaje de NTA (Fig. 2) que se tra-
dujo en una normalizacion de los valores de urea y creatinina plas-
matica (GB 4.7£1.34 mg/dL vs GC 1.1+0.13, P<0.05).

Respecto al sistema de defensa antioxidante tanto enzimatico como
no-enzimatico que se citaron en métodos como BEON el Grupo A
muestra los valores normales. Los BEON sufrieron considerables alte-
raciones en el grupo B comparado con los datos basales, Grupo A, es-
pecialmente el contenido de NOx -indicador de la actividad éxido ni-
trico sintasa inducible-, TBARS y relacion glutation oxidado/reducido.
El pretratamiento del grupo C constituyo un factor protectivo en cuan-
to al nivel de antioxidantes enddgenos [(atocoferol: GA 2.25+0.1nmo-
les/mg.prot. vs GB 1.13£0.07 y vs GC 1.36£0.08; P<0.05). Asimismo
se modifico la actividad de (Cu,Zn)SOD: GA 7.7+0.5U/mg.prot vs GB
10.7+0.6 y vs GC 7.9+0.2; P<0.05) (Tabla 1).
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Discusion

El presente trabajo confirma el efecto protector de ambos inmu-
nosupresores ante un evento severo de IIR post-trasplante renal eva-
luado a las 24hs del implante. La IIR provoca disfuncién renal aguda
que se manifest6 por el alto grado de necrosis tubular aguda (NTA)
de las ratas trasplantadas sin tratamiento. Un rango de NTA de 4 a
5 que indica alrededor de 75 % de necrosis de la corteza renal es un
mal predictor de la supervivencia del injerto (Wang, 2009). El pretra-
tamiento medicamentoso demostré una novedosa influencia sobre
la produccién de ROS que se manifiesta en los marcadores BEON
evaluados. Estos resultados coinciden con los reportados por Garcia
Criado y col. respecto al tratamiento con tacrolimus. No obstante,
los autores trataron con tacrolimus en monoterapia en IIR hepdtica
(Garcia-Criado y otros, 1997). En trabajos previos de nuestro grupo
con el mismo disefio experimental se describio el evento de tipo in-
flamatorio que constituye la IIR con considerables incrementos de
TNF-aque induce la NTA por via mitocondrial o a través de recepto-
res de union a TNF-a.

Respecto a la produccion de ROS los resultados demuestran con
los biomarcadores enzimaticos tales como SOD la cual dismuta el
O?% en O? y H?0O? la GH-Px que indica peroxidacién lipidica de los
acidos grasos polinosaturados de membrana y CAT que transforma
en H?O y O? al H*O?, estan incrementadas en el grupo sin tratar de-
mostrando la alta produccién de ROS (Wang, 2009). Estos valores
disminuyen significativamente al implementar el pretratamiento el
donante, indicando la proteccion de las membranas plasmaticas y
mitocondriales. Asi mismo, la isquemia induce la sobre produccién
de dxido nitrico, que en condiciones normoxicas el 6xido nitrico in-
duce vasodilatacion y ejerceria un efecto beneficioso. Sin embargo,
las altas concentraciones del mismo altamente reactivo se combinan
con O2° generado la especie reactiva denominada peroxinitritito,
exacerbando los efectos oxidantes (Wang, 2009). Estos valores tam-
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bién tienden a normalizarse con el pretatamiento. La disminucién
en la produccion de ROS se corrobora también con los indices que
arrojan los cocientes de agentes reductores no enzimaticos que en-
cuentran sus valores disminuidos en un 50% cuando el trasplante no
recibe tratamiento alguno y regresa casi a los valores normales con el
pretratamiento. El a-tocopherol, mayor antioxidante en la membrana
mitocondrial y reconvertida permanentemente, indica otro parame-
tro de proteccién por mecanismos no enziméticos coincidiendo con
trabajos realizados en modelos de perfusion ex vivo en isquemia re-
perfusion hepatica de higados de rata (Gondolesi y otros, 2002). Por
ultimo, los resultados indican no sélo la proteccion de la acidos gra-
sos polinosaturados de las membranas sino también la atenuacién de
la oxidacién de proteinas utilizando como marcados a los carbonilos
proteicos.

Conclusiones

Por todo lo expuesto podemos concluir que el precondiciona-
miento farmacoldgico modificé al sistema de defensa antioxidante
en su respuesta al dafio por isquemia reperfusion. Estos resultados
completan trabajos previos que se enfocaban en la evaluacion de
citoquinas proinflamatorias y genes proapoptoticos. Contar con un
modelo estandarizado de trasplante renal en la rata y con los prome-
tedores resultados obtenidos se podran evaluar otras estrategias a fin
de mejorar la calidad de los rifiones trasplantados desde el donante.
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Resumen

Introduccion: dentro de las nuevas estrategias para mejorar la ca-
lidad de los 6rganos procurados para trasplante se encuentra el pre-
condicionamiento farmacoldgico al donante para atenuar la injuria
por isquemia y reperfusion (IIR) presente en el receptor.

Objetivo: evaluar el efecto del pretratamiento con tacrolimus-siroli-
mus al donante, previo a la extraccion renal, utilizando parametros his-
tolégicos y bioquimicos de IIR en ratas con trasplante renal isogénico.

Meétodos: se utilizaron 22 ratas adultas Wistar machos para medi-
ciones basales (grupo A, N=4) y trasplantes del rifién izquierdo con
nefrectomia del rindn derecho del receptor. Se dividieron los recepto-
res en los que no recibieron tratamiento (grupo B, N=3) y receptores
cuyos donantes fueron tratados con tacrolimus-sirolimus 0.3 y 2 mg/
kg, respectivamente, via oral 12 horas previas a la ablacion (grupo C,
N=6). A las 24 horas los animales fueron sacrificados para determi-
nar en el rindn trasplantado (RT) el porcentaje de necrosis tubular
aguda (NTA); TNFo; biomarcadores de estrés oxidativo y nitrativo o
BEON (antioxidantes lipo e hidrosolubles, nitratos+nitritos o [NOx],
y varias enzimas del sistema de defensa antioxidante). En plasma se
evalu6 urea y creatinina.

Resultados: en los rifiones pretratados se observé una disminucion
significativa del porcentaje de NTA que se tradujo en una normaliza-
cion de los valores de urea y creatinina plasmatica (GB 4.7+1.34 mg/
dL vs GC 1.1+0.13, P<0.05). Los BEON sufrieron alteraciones en el
grupo B especialmente el contenido de [NOx] -indicador de la acti-
vidad éxido nitrico sintetasa inducible-, TBARS (sustancias reactivas
al tiobarbiturato) y relacion glutatién oxidado/reducido. El pretra-
tamiento del grupo C constituy6 un factor protector respecto a los
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antioxidantes enddgenos [(otocoferol: GA 2.25+0.1nmoles/mg.prot.
vs GB 1.13+0.07 y vs GC 1.36+0.08; P<0.05). Ademds, se modifico la
actividad de (Cu,Zn)SOD: GA 7.7+0.5U/mg.prot vs GB 10.7+0.6 y vs
GC 7.940.2; P<0.05).

Conclusion: el precondicionamiento farmacoldgico modificéd al
sistema de defensa antioxidante en su respuesta a la IIR, incremen-
tando la supervivencia del tejido, de modo que la administracion al
donante de drogas inmunosupresoras podria conferir una proteccién
adicional reflejada en la mejoria de la arquitectura del érgano y su
funcionalidad.

Figura 1. Técnica quirtrgica: modelo microquirtrgico de trasplante renal en la rata

1.A. Indica las abreviaturas utilizadas para referenciar las estructuras anatémicas
que se observan durante el acto quirdrgico. Arteria aorta (AO), arteria renal
(AR), rifién izquierdo (RI), uréter (UR), vasos adrenales izquierdos (VAI), vena
cava inferior (VCI), vena espermatica (VE), y vena renal (VR). Como referencia
de media el rindén de la rata mide en promedio 1.5 por 1.0 cm y la AO en un
rango de 1 a 2 mm.
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1.B. Cirugia del donante. Diseccion del rifién izquierdo y su pediculo vascular.
Las flechas blancas indican los cuatro reparos vasculares proximal y distal al
origen de la arteria y de la vena renal.

1.C. Lavado del 6rgano por puncién de la AO. Nétese el cambio de color del RI,
respecto a la Figura 2.B. que se torna palido en forma homogénea al lavar con la
solucion de perfusion que drena hacia VCI.
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1.D. Abordaje y clampeo de los vasos abdominales del receptor (AO y VCI) por
debajo del origen de los vasos renales, clamp proximal (*) y dejando un espacio
de aproximadamente 1,5 cm entre ambos se coloca el clamp distal (&) por
encima del origen de los vasos iliacos. La aguja de insulina realiza por puncion el
ojal que se prolonga con tijeras para realizar la venotomia y arteriotomia.

.E. Anastomosis término-lateral de la VR del rifdn trasplantado (RT) con la
VCI del receptor. Se observan los puntos tractores o directrices que unen ambas
estructuras vasculares para iniciar la anastomosis con nylon monofilamento 9-0.
L.E. RT revascularizado tras la apertura de los clamps vasculares.
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Figura 2. Niveles de creatinina en plasma 24 hs postrasplante.
Grupo B trasplante sin tratamiento y grupo C trasplantado con pretratamiento
con los inmunosupresores. Los valores se expresan media + DE ** p < 0.01.
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CAPITULO 10

Estudio epidemiologico de las infecciones por
PolyomavirusBK (BKV) en receptores
de trasplante renal

Marisa M. Cobos

Introduccion

BKYV pertenece a la familia polyomaviridae. Inicialmente se clasificé
en los Subtipos I a IV, segun su reactividad antigénica. Mas tarde, al
estudiarse el genoma viral, se identificaron las sustituciones de nu-
cledtidos en el gen VP1 como responsables de esa diversidad inmu-
noserologica, dando lugar a la clasificaciéon molecular en los subtipos
IaIVyalavisualizacion, a través del analisis filogenético de los sub-
grupos dentro del subtipo 1, que estdn estrechamente relacionados
con poblaciones humanas de ciertos grupos étnicos.

La infeccion primaria por BKV ocurre durante la infancia. El vi-
rus permanece latente en el urotelio, pudiendo reactivarse en situa-
ciones inmunoldgicas particulares, como la importante deficiencia
de inmunidad celular que presentan los pacientes sometidos a tras-
plante renal.

En este grupo de pacientes, el BKV, puede producir nefropatia
con alto riesgo de fallo del injerto, dada la falta de tratamientos espe-
cificos (Hirsch, 2009).
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Durante la reactivacion puede demostrarse la excrecion viral ini-
cialmente en orina y posteriormente en sangre, previamente al desa-
rrollo de nefropatia. El seguimiento periodico de la excrecion viral
y la toma de medidas preventivas, tempranas ante su identificacion,
pueden modificar la evolucién de la infeccién.

El propésito de este estudio es conocer la prevalencia de variantes
virales de BKV a través de métodos de desarrollo “inhouse” y su evo-
lucién clinica en receptores de trasplante renal.

Materiales y métodos

Las muestras de orina y sangre periférica de 66 receptores de
trasplante renal de la provincia de Buenos Aires, Argentina, fueron
analizados sistemdticamente cada tres meses, asi como cuando se evi-
denci6 disfuncién del injerto. Aquellas biopsias renales realizadas a
pacientes por disfuncién del injerto se incluyeron en el estudio para
la deteccion de BKV.

Las muestras de tejido se trataron con proteinasa k (10 mg / ml)
durante 2 horas, después de lo cual se inactiva por calor y luego se
somete a extraccion de ADN.

El de ADN de muestras de sangre periférica y orina fue extraido
usando el método Boom (Boom, 1990), como se describe en la bi-
bliografia.

El protocolo descrito por Takasaka en 2004, con modificaciones,
se siguid para la amplificacion por PCR. Se utilizaron los siguientes
cebadores: 327-IPST (5'-GCCTGCAGCAAGTGCCAAAACTAC-
TAAT-3") y 327-2HIN (5'GCAAGCTTGCATGAAGGTTAAG-
CATGC-3")

Cada amplificacion se realiz6 en un volumen de reacciéon de 20 ul
que contenia 2-5 pl de DNA viral, MgCI2 3 mM, 0,1 uM de dNTPS,
0,2 uM de cada cebador (327-1PST y 327-2HIN) y 2 Ude la ADN
polimerasa Taq (Invitrogen).
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La amplificacidon consistié en 30 ciclos: desnaturalizacién a 95°
durante 3 minutos, recocido a 56° durante 30 segundos, extension a
72°C durante 1 minuto y extension final a 72° durante 5 minutos. Los
productos de PCR de 287pb se detectaron con electroforesis enGel de
agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio utilizando un transilu-
minador con luz UV.

Todos los productos de amplificacion se purificaron con columna
(Qiagen) y se secuenciaron con Método de secuenciacion Sangeren
un secuenciador ABI310.

Todas las secuencias obtenidas se alinearon con las secuencias de
referencia obtenidas del GenBank y se analizaron con el programa
BioEdit.

El analisis filogenético se realizé mediante Saitoutneighbour-joi-
ningmethod (Takasaka, 2004) con un valor inicial de 1000.

Resultados

Se analizaron muestras de 66 pacientes, de los cuales 25 tenian
muestras de orina positivas, representando el 37.87% de los estudia-
dos.

La genotipificacién mostro la siguiente distribucién: 22 (88%)
pertenecian al Subtipo I, 3 (12%) aSubtipo II. No se encontraron
BKYV pertenecientes a los subtipos III o IV.

En cuanto a los subgrupos del subtipo I, se identificaron los si-
guientes: 1 (4,54%) de Ia, 11 (50%) de Ibl y 10 (45,45%) de Ib2.

No se mostro la presencia del Subgrupo Ic

Nueve pacientes (36%) presentaron viremia, con valores signifi-
cativos de carga viral. En todos los casos de viremia, se realizd una
reduccién de la dosis o modificacion del esquema inmunosupresor.

Entre los pacientes virémicos, 3 coincidieron con intercurrencias,
1 rechazo tubulointersticial y 2 complicaciones infecciosas. Uno de
estos pacientes presentd pérdida de la funcién del injerto. Los restan-
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tes 6 pacientes virémicos no mostraron intercurrencias coincidentes.
Uno de estos pacientes sufrié pérdida de la funcion de injerto.

De los 9 receptores virémicos, 7 tenian infecciéon por genotipo Ibl
(77,77%).

En cuanto a los receptores con fallo de la funcién del injerto, la
que coincidié con la intercurrencia infecciosa fue producida por ge-
notipoIb2, mientras que el receptor que no coincidié con las intercu-
rrenciaspresento6 genotipo Ibl.

Discusion

La presencia de viruria y viremia por BKV coincide con la mos-
trada en otros estudios nacionales e internacionales. (Schiavelli,
2014). La identificacion encontrada en los subtipos, convierte al I en
el predominante, mostrando una distribucién similarentre los sub-
grupos Ibl y Ib2, correlacionando estos datos con estudios realizados
en redes de alcantarillado de nuestro pais (Sosa, 2012).

La frecuencia de los subtipos y subgrupos de virus BK se podria
estimar de acuerdo con la geografia de origen de la poblacion estu-
diada, bajo teorfas de comigracion desarrolladas por otros autores
(ShanZhong, 2009) (Yoshiaki, 2009).

El genotipo Ib-1 prevalece en el sudeste de Asia (ShanZhong,
2009) (Huai-Ying, 2007), mientras que Ib2 es prominente en Europa.

A pesar de que una proporcion importante de los habitantes de
la provincia de Buenos Aires sondescendientes de inmigrantes eu-
ropeos, el genotipo Iblde origen asidtico, se encontrd en la misma
proporcion. Estos hallazgos coinciden con los publicados en Brasil
(Zalona, 2011)

Como ha sido presentado por otros autores, el genotipo de origen
familiar podria ser reemplazado por genotipos presentes en la comu-
nidad (Yoshiaki, 2007). La transmision horizontal del virus podria
comenzar antes de la llegada de inmigrantes a Sudamérica.
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Cabe mencionar que 6 de los 9 receptores con viremia presen-
taron el genotipo Ibl, un hallazgo para ser considerado al definir el
seguimiento en este tipo de huéspedes.

Conclusiones

La deteccion de viruria y viremia permite una adaptacion tem-
prana del tratamiento inmunosupresor, un hecho importante para
controlar la progresion hacia la nefropatia.

No hemos encontrado otros informes de estudios moleculares de
prevalencia de BKV en receptores de trasplante renalen Argentina.

Nuestros hallazgos sugieren que las frecuencias genotipicas no
pueden predecirsede acuerdo con el origen migratorio de la pobla-
cion en estudio y que la genotipificacion podria estar relacionada con
la evolucion de la enfermedad en el receptor.
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CAPITULO 11

Enterococos de alimentos carnicos

Ménica Sparo

Resumen

Las bacterias del género Enterococcus integran la microbiota habi-
tual del tracto gastrointestinal de animales y del hombre, pudiendo
persistir en nichos con escasos nutrientes disponibles como el agua
y el suelo. Los enterococos resisten a la pasteurizacion y por lo tanto
habitan en las materias primas (carne, leche) y en alimentos con tra-
tamiento térmico.
Se ha observado la emergencia de cepas de enterococos como agentes
etioldgicos de infecciones severas. La especie Enterococcus faecalis es
la recuperada con mayor frecuencia en animales, alimentos de ori-
gen animal y en pacientes con infecciones. En medicina humana la
resistencia de alto nivel a gentamicina en enterococos representa un
problema terapéutico significativo. Se demostré que el gen relacio-
nado con la resistencia a antibioticos puede ser transferido en forma
horizontal desde E. faecalis de alimentos de origen animal hacia otra
cepa de origen humano.

La utilizaciéon de antimicrobianos de amplio espectro en pacientes
con comorbilidades asociadas origina un desbalance de la microbio-
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ta intestinal con niveles mayores de colonizacion por E. faecalis, pu-
diendo suceder translocacion intestinal de esta bacteria con ocurren-
cia de infeccion invasiva. El tracto gastrointestinal es un reservorio
masivo de bacterias con potencial de adquirir y transferir resistencia
antimicrobiana. Como consecuencia, las bacterias presentes en los
alimentos y la informacion genética que contienen tienen relevancia
para la salud humana.

El partido de Tandil integra un ntcleo en la region del centro de la
Provincia de Buenos Aires con intensa actividad agricola y ganadera
y con actividades industriales relacionadas que generan consumo de
sus productos a nivel local, provincial, nacional e internacional.

El objetivo del siguiente trabajo fue investigar la relacién clonal
entre cepas de Enterococcus spp. con alto nivel de resistencia a genta-
micina (ANRG) aislados de alimentos de origen carnico y de infec-
ciones invasivas en la ciudad de Tandil, Provincia de Buenos Aires.

Durante enero a diciembre de 2013 se almacenaron aislamientos
significativos de Enterococcus spp. con ANRG provenientes de mues-
tras clinicas de pacientes con infecciones invasivas, internados en el
Hospital Ramén Santamarina de Tandil, Provincia de Buenos Aires
(HRS) y de alimentos de origen carnico, obtenidos de carnicerias
de la zona céntrica y periférica de la ciudad de Tandil con venta de
productos fermentados carnicos de elaboracién local (salamines). En
total se procesaron 1732 muestras de alimentos de origen carnico; se
recuperaron 57 aislamientos que fueron identificados como pertene-
cientes al género Enterococcus. Las especies mds frecuentes recupera-
das de alimentos de origen carnico fueron E. faecalis y E. faecium. En
relacion a la resistencia a gentamicina, se detect6 el gen que codifica
para ANRG todos pertenecieron a la especie E. faecalis en un bajo
porcentaje de muestras cdrnicas. Los alimentos de origen carnico
constituyen un reservorio de enterococos con resistencia de alto ni-
vel a los antimicrobianos de frecuente utilizacion clinica en medicina
humana. A través de estudios de PFGE se demostrd relacion clonal
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entre cepas de E. faecalis con ANRG de origen humano y de alimen-
tos; existiendo una diseminacién en el ecosistema analizado.

Los resultados de esta investigacion reafirman la necesidad de in-
crementar los esfuerzos en el control la resistencia antimicrobiana
no solamente desde la medicina humana sino con la participacién
conjunta de todos los actores involucrados en la producciéon de ali-
mentos y de la comunidad en general.

Introduccion

Las bacterias del género Enterococcus integran la microbiota ha-
bitual del tracto gastrointestinal de animales y del hombre, pudiendo
persistir en nichos con escasos nutrientes disponibles como el agua
y el suelo. Los enterococos resisten a la pasteurizacion y por lo tanto
habitan en las materias primas (carne, leche) y en alimentos con tra-
tamiento térmico (Sparo, 2001) (Delpech y otros 2012).

Desde fines del siglo pasado se ha observado la emergencia de ce-
pas de enterococos como agentes etioldgicos de infecciones severas,
bacteriemias, meningitis, endocarditis e infecciones post-quirtrgicas
y del tracto urinario (Gentile y otros 1995) (Ceci y otros, 2015).

Los enterococos se caracterizan por presentar resistencia natural
de alto nivel a diversos antimicrobianos como cefalosporinas, trime-
toprima/sulfametoxazol y polimixinas y resistencia natural de bajo
nivel a lincosamidas y aminoglucésidos. Ademas, pueden adquirir
resistencia de alto nivel a los antimicrobianos de utilizacion frecuente
en medicina humana y veterinaria mediante mutaciones genéticas y
transferencia génica. Los enterococos pueden contener una gran va-
riedad de elementos genéticos moéviles y son considerados como un
reservorio para los genes de resistencia adquirida a los antimicrobia-
nos por bacterias Gram positivas. En infecciones severas para lograr
actividad bactericida es necesaria la asociacién de antimicrobianos
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como glucopeptidos o B-lactdmicos y aminoglucdsidos. También
pueden asociarse dos p-lactamicos (Sparo, 2018).

La especie Enterococcus faecalis es la recuperada con mayor fre-
cuencia en animales, alimentos de origen animal y en pacientes con
infecciones asociadas a los cuidados de la salud. En medicina hu-
mana la resistencia de alto nivel a gentamicina (CIM = 500 ug /mL)
en enterococos representa un problema terapéutico significativo, en
particular para los pacientes inmunosuprimidos y con enfermedades
infecciosas como meningitis, osteomielitis y endocarditis, que re-
quieren tratamiento antimicrobiano con eficacia bactericida (asocia-
cién PB-lactamico o glucopéptido y gentamicina). El gen aac (6°)-Ie-
aph (2°7)-1a, que codifica la enzima AAC(6’)-APH(2”) con actividad
acetiltransferasa y fosfotransferasa, es el mds frecuente. Previamente,
nuestro grupo de investigacion ha demostrado la posibilidad de la
transferencia horizontal de este gen desde E. faecalis de alimentos de
origen animal hacia otra cepa de origen humano (E. faecalis JH2-
2, Gilmore Lab, US) mediante un modelo animal, utilizando ratones
BALB-c inmunocompetentes colonizados transitoriamente con mi-
crobiota intestinal humana (Sparo, 2013 - 2018) (Ceci y otros 2015).

La utilizacion de antimicrobianos de amplio espectro (cefalospo-
rinas de tercera y cuarta generacion) en pacientes con comorbilidades
asociadas origina un desbalance de la microbiota intestinal con niveles
mayores de colonizacion por E. faecalis, pudiendo suceder transloca-
cién intestinal de esta bacteria con ocurrencia de infeccion invasiva. El
tracto gastrointestinal es un reservorio masivo de bacterias con poten-
cial de adquirir y transferir resistencia antimicrobiana. Como conse-
cuencia, las bacterias presentes en los alimentos y la informacién gené-
tica que contienen tienen relevancia para la salud humana.

El partido de Tandil integra un nicleo en la region del centro de la
Provincia de Buenos Aires con intensa actividad agricola y ganadera
y con actividades industriales relacionadas que generan consumo de
sus productos a nivel local, provincial, nacional e internacional.
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Objetivo

Investigar la relacion clonal entre cepas de Enterococcus spp. con
alto nivel de resistencia a gentamicina (ANRG) aislados de alimentos
de origen carnico y de infecciones invasivas en la ciudad de Tandil,
Provincia de Buenos Aires.

Hipdtesis

Los enterococos pueden colonizar los alimentos carnicos y cons-
tituir un reservorio de cepas con resistencia a los antimicrobianos de
utilizacion frecuente en medicina humana; con potencial disemina-
cion al hombre a través de la cadena alimentaria.

Materiales y Métodos

Durante un afo (enero-diciembre de 2013) se almacenaron aisla-
mientos significativos de Enterococcus spp. con ANRG provenientes de
muestras clinicas de pacientes con infecciones invasivas, internados en
el Hospital Ramoén Santamarina de Tandil, Provincia de Buenos Aires
(HRS) y de alimentos de origen carnico, obtenidos de carnicerias de la
zona céntrica y periférica de la ciudad de Tandil con venta de produc-
tos fermentados carnicos de elaboracién local (salamines).

La recolecciéon de muestras de origen carnico se realizé durante
las cuatro estaciones del afio. El aislamiento y la caracterizacion fe-
notipica inicial de género se realizaron de acuerdo a lo descrito ante-
riormente (Delpech y otros, 2012).

Los enterococos de origen clinico fueron caracterizados fenotipi-
camente y provistos por el Laboratorio de Microbiologia Clinica del
HRS.
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El almacenamiento de los aislamientos de enterococos se efectud
por triplicado a -20°C y -70°C en caldo cerebro corazén con glicerol
30%.

Posteriormente, en todos los aislamientos (humanos y de alimen-
tos), que fueron incluidos como pertenecientes al género Enterococ-
cus, se efectud la caracterizacion molecular de género y de especies
mediante amplificacién génica (PCR multiple) del gen sodA que co-
difica para la enzima superéxido dismutasa (Jackson et al., 2004).

En todos los aislamientos de Enterococcus spp., de origen huma-
no y de alimentos cérnicos, se investigo la presencia de los genes de
resistencia a gentamicina aac (6°) -le-aph (27)-Ia, aph (27)-Ib, aph
(27)-Ic y aph (27)-1d por amplificacion génica mediante PCR multiple
(Sparo y otros, 2013).

Para evaluar la relacion genética entre los aislamientos de ente-
rococos con ANRG se efectud su caracterizacion epidemioldgica
molecular mediante electroforesis de campo pulsado (Smal-PFGE).
Los patrones resultantes de la electroforesis se analizaron de manera
visual (Tenover y otros, 1995) (Saedi y otros, 2002) (Pourcel y otros,
2017).

Resultados

En total se procesaron 1732 muestras de alimentos de origen car-
nico. En la Tabla 1 se muestra la distribucién de muestras durante el
periodo analizado (enero-diciembre de 2013).

En total se recuperaron n=57 aislamientos que fueron identifi-
cados como pertenecientes al género Enterococcus. Las especies mds
frecuentes recuperadas de alimentos de origen cérnico fueron E. fae-
calis y E. faecium (Tabla 2).

En relacién a la resistencia a gentamicina, en 3/57 (5,3%) de los
aislamientos de alimentos carnicos se detect6 el gen aac (6°)-Ie-aph
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(2”)-Ia que codifica para ANRG. Todos pertenecieron a la especie E.
faecalis (Tabla 3).

Simultaneamente, durante el periodo analizado se recuperaron E.
faecalis con ANRG en 4 pacientes con infecciones invasivas, inter-
nados en la Unidad de Terapia Intensiva (UTI) del HRS. Los aisla-
mientos clinicos fueron provenientes de hemocultivo (n=3) y liquido
abdominal (n=1).

A través del andlisis de Smal-PFGE se demostrd que los siete
aislamientos de E. faecalis (EFA) con ANRG se podian diferenciar
en cuatro tipos clonales: EFA-A, EFA-B, EFA-C y EFA-D. El clon A
estuvo representado en cuatro aislamientos, dos (EFA HRSRG215,
hemocultivo y EFA HRSRG304, puncidén abdominal) provenientes
de pacientes con infecciones invasivas internados en UTI y dos ais-
lamientos (EFA CEB82 y EFA CEBS88) recuperados de carne picada.
Los clones restantes fueron B (EFA HRSG16, hemocultivo), C (EFA
HRSRG291, hemocultivo) y D (EFA CEB72, salamin). Los resultados
se muestran en la Tabla 4.

Conclusiones

Los alimentos de origen carnico constituyen un reservorio de en-
terococos con resistencia de alto nivel a los antimicrobianos de fre-
cuente utilizacion clinica en medicina humana, como son los amino-
glucdsidos (gentamicina).

Todos los aislamientos con ANRG en el periodo analizado perte-
necieron a la especie E. faecalis. En el total de E. faecalis con ANRG
se detecto el gen aac (6°)-Ie-aph (2”7)-Ia.

El ANRG limita las opciones terapéuticas en las infecciones inva-
sivas producidas por enterococos en el hombre; ya que se invalida la
asociacion sinérgica entre este firmaco con antimicrobianos B-lacta-
micos o glucopéptidos. La posibilidad de diseminacién a la micro-
biota humana de cepas de E. faecalis con ANRG destaca la relevancia
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de la deteccién de este mecanismo de resistencia en los enterococos
colonizantes de los alimentos de origen animal.

A través de estudios de PFGE se demostr6 relacion clonal entre
cepas de E. faecalis con ANRG de origen humano y de alimentos;
existiendo una diseminacion en el ecosistema analizado.

Los resultados de esta investigacion reafirman la necesidad de in-
crementar los esfuerzos en el control la resistencia antimicrobiana
no solamente desde la medicina humana sino con la participacién
conjunta de todos los actores involucrados en la produccién de ali-
mentos y de la comunidad en general.
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Palabras claves: Enterococcus. E. faecalis. Alimentos de origen
humano y animal. Antimicrobianos

Tabla 1. Distribucion de muestras de alimentos segin origen y cantidad

Salamin local Carne picada

Numero de muestras 652 1080

Tabla 2. Distribucion de especies de enterococos en alimentos carnicos

Especie Aislamientos carnicos
E. faecalis 42
E. faecium 8
E. raffinosus 3
E. gallinarum 1
E. durans 2
E. avium 1

Tabla 3. Aislamientos de E. faecalis de alimentos cdrnicos con ANRG

Gen
Aislamiento Origen Muestra Especie aac (6°)-le-aph (2”)-la
CEB72 Carnico Salamin E. faecalis +
CEB82 Carnico Carne picada E. faecalis +
CEB88 Carnico Carne picada E. faecalis +
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Tabla 4. Origen de los aislamientos de E. faecalis (EFA) y relacion clonal

Aislamiento Origen Muestra Smal-PFGE
HRSRG16 Clinico, UTI Hemocultivo EFA-B
HRSRG215 Clinico, UTI Hemocultivo EFA-A
HRSRG291 Clinico, UTI Hemocultivo EFA-C
HRSRG304 Clinico, UTI Liquido de puncién abdominal EFA-A

CEB72 Alimento carnico Salamin EFA-D
CEB82 Alimento carnico Carne picada EFA-A
CEB88 Alimento carnico Carne picada EFA-A
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CAPITULO 12

Estudio del cancer de mama en Polvaredas, Par-
tido de Saladillo, Provincia de Buenos Aires

Luciano Cermignani

Resumen

Se realiz6 un estudio descriptivo en la totalidad de una comuni-
dad rural de la provincia de Buenos Aires considerando los factores
de riesgo del cancer de mama, las estrategias de prevencion y la inci-
dencia. El estudio comprendi6 83 mujeres de 40 a 75 afios de edad. A
todas las mujeres se las encuestd con un cuestionario que incluyé 34
ftems; asimismo, se les realizé una mamografia y/o una ecografia ma-
maria. Los datos se analizaron estadisticamente mediante el ANOVA
HSD Tukey y la asociacion entre las variables se estudié mediante el
test de x* (P<0.05). Resultados: la edad promedio fue de 54,5 afios; de
la totalidad de las mujeres, la mayoria eran postmenopdusicas (69%)
y el 96% tenian hijos, siendo el promedio de lactancia de 10 meses/
hijo; el indice de masa corporal en promedio fue de 27,8 kg/m? 13%
tenfan familiares de primer grado con cancer de mama y el 90% de
las mujeres consideraban la mamografia un estudio necesario para el
diagnostico temprano del cancer de mama. Una sola mujer habia te-
nido cancer de mama. Se hallé una relacién inversa entre el nivel edu-
cativo y la edad de la primera mamografia (p<0.05). Las mamogratias
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y ecografias mamarias no revelaron ninguna anomalia potencial. Se
constato que las guias de deteccion de cancer de mama argentinas no
habian sido seguidas. Se pudo comprobar la homogeneidad en la ali-
mentacion y viviendas siendo la principal actividad econémica estd
basada en la agricultura y la ganaderia. La mayoria de las casas tienen
una huerta donde se cultivan hortalizas y verduras. No hay servicio
de agua de red sino que se obtiene de perforaciones de la napa; no hay
red cloacal pero hay luz eléctrica y gas de garrafas. Hay un Centro de
Atencion Primaria que cuenta todos los dias con una enfermera de 8
a 17 horas y un médico generalista tres dias por semana. Respecto al
acceso del sistema de salud, el 81% de las mujeres tenian algun tipo
de seguro y el 19% no tenia obra social y utilizaba el sistema de salud
publico.

Conclusion: este estudio demostrd peculiares caracteristicas so-
ciales y culturales que podrian ser relevantes para evaluar los factores
de riesgo de cancer de mama en Argentina.

Hasta nuestro conocimiento este es el primer estudio de estas ca-
racteristicas realizado en Argentina y en Latinoamérica.

Palabras clave: cancer de mama, estudio regional, factores de ries-
go, Argentina

Introduccion

La incidencia del cancer en el mundo difiere entre las regiones de-
sarrolladas y las de menor desarrollo. Caracteristicas demograficas,
ambientales, culturales y genéticas constituyen variables relacionadas
con la heterogeneidad de la incidencia del cancer siendo muy poca la
informacién de la mayoria de los paises menos desarrollados (Matos,
1994) (Goss y otros 2013) (Ferlay y otros, 2010).

En Argentina se cuenta con registros parciales de cancer; exis-
ten 13 registros poblacionales con diferentes niveles de desarrollo e
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historia y un registro nacional basado en datos obtenidos de hospi-
tales cuya informacion es centralizada por el Instituto Nacional del
Cancer, recientemente creado (www.msal.gov.ar). Se estima que en
Argentina se diagnostican 17.000 casos nuevos de cancer de mama
por afio siendo esta localizacion tumoral la causa de muerte mas fre-
cuente por cancer en el sexo femenino con 5.400 muertes por afio,
lo que constituye la segunda tasa de mortalidad en Latinoamérica,
después de Uruguay (Ferlay y otros 2010).

El aumento del riesgo de padecer cancer de mama se ha asociado
a multiples factores tales como la edad, antecedentes familiares, ex-
posiciéon a hormonas femeninas (tanto endogenas como exdgenas),
sobrepeso y obesidad, factores dietéticos, factores relacionados con el
estilo de vida, enfermedades mamarias benignas, densidad mamaria,
historia reproductiva y factores ambientales (Freeman, 2005).

En la actualidad, en ausencia de medidas primarias efectivas, la
mamografia es el método mas ampliamente usado para la deteccion
precoz del cancer de mama; efectivamente, se ha comprobado que
reduce la mortalidad y prolonga la vida (Freeman, 2005). En paises
desarrollados, la tasa de sobrevida a 5 afios para el cdncer de mama
detectado tempranamente ha ascendido a cerca del 95%, mientras
que el prondstico de las pacientes con enfermedad avanzada es pobre
y la tasa de sobrevida a los 5 aflos es menor del 30% (Etzioni y otros
2003). En algunos paises de Latinoamérica, se ha demostrado baja
asistencia de las mujeres a la mamografia, hecho que también se ha
descripto en mujeres latinas que viven en paises diferentes al de su
origen. En México, del 40% al 50% de las mujeres llegan a los servi-
cios de mamografia con una masa palpable (Teran y otros, 2007). Las
recomendaciones de la US Preventive Task Force consisten en una
mamografia bi-anual para mujeres entre 50 a 74 afos, mientras que
la Sociedad Americana de Cancer recomienda que las mujeres con
riesgo promedio se hagan una mamografia a los 40 afos. El Con-
senso Argentino para la Prevencion del cancer de mama recomienda
una primera mamografia a los 35 afios y, si fuera negativa, otra a los
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40 y continuar con una mamografia bianual durante el periodo de
vida sana.

Se han detectado grandes diferencias en los patrones de cancer
por region; es sabido que diferencias en la cosmovision, asi como en
el concepto de salud y enfermedad influyen en las conductas preven-
tivas respecto al cancer de mama (Teran y otros, 2007), por lo cual la
Asociacion Internacional del Cancer aconseja que deben establecerse
prioridades regionales, nacionales y aun locales (Vineis, 2014). Por
otra parte, los estudios mundiales con referencia al cancer de mama
y sus factores de riesgo se hacen en pacientes con cancer pero son
escasas las investigaciones en mujeres sanas.

Este trabajo de investigacion se realizd para: 1- estudiar los fac-
tores de riesgo del cancer de mama, 2- investigar las actitudes so-
cio-culturales y los comportamientos en relacion a la mamografia y
3- describir la incidencia de cancer de mama en la totalidad de la
poblacion femenina en edad de riesgo de una comunidad rural de la
provincia de Buenos Aires.

Sujetos y Métodos

Se realizd un estudio descriptivo de noviembre de 2012 a enero
de 2013. La caracteristica de este estudio radic6 en que comprendi6
a la totalidad de la poblacién femenina (83 mujeres) de 40 a 75 afos
de edad que viven en Polvaredas, Partido de Saladillo, Provincia de
Buenos Aires, Argentina.

Una vez obtenido el consentimiento informado de cada una de
las mujeres incluidas en el estudio, trabajadoras sociales les realiza-
ron una entrevista personal empleando una encuesta estructurada
basada en Teran et al (Teran y otros 2007). Mediante esta encuesta
se evaluaron 34 factores que incluyeron informaciéon demografica y
antropométrica, del sistema de salud, antecedentes personales y fa-
miliares acerca del cancer de mama, historia reproductiva, habitos
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personales, conducta respecto a la salud, aspectos psicoldgicos y so-
ciales, informacion acerca del cancer de mama y estrategias preventi-
vas, tratamientos de reemplazo hormonal.

Un mes después de haberse realizado la encuesta, se obtuvo una
mamografia y/o una ecografia. En el caso de que alguna mujer se
hubiera realizado una mamografia durante el afio previo al estudio,
se obtuvo el informe y la mamografia correspondiente.

El protocolo de investigacion asi como la encuesta utilizada fue-
ron aprobados por el Comité de Etica local. Todos los procedimien-
tos fueron realizados siguiendo las pautas de la 18* Asamblea Médica
Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964 y sucesivas enmiendas (www.
wma.net).

Analisis de los datos

Se realiz6 un estudio descriptivo y se verifico la normalidad de
las variables. Las diferencias entre los grupos fueron estudiadas em-
pleando el ANOVA HSD Tukey; la asociacién entre las variables se
estudié mediante el test de x* (P<0.05).

Resultados

Caracteristicas de Polvaredas

Polvaredas es un pueblo rural ubicado en el departamento de Sa-
ladillo a 185 Km. de la ciudad de Buenos Aires. La poblacion de la
zona urbana esta compuesta por 390 habitantes cuya principal ac-
tividad econdmica esta basada en la agricultura y la ganaderia. La
mayoria de las casas tienen una huerta donde se cultivan hortalizas
y verduras. No hay sistema de agua de red sino que se obtiene de
perforaciones de la napa; no hay red cloacal pero hay luz eléctrica y
gas de garrafas.
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En Polvaredas hay un Centro de Atencién Primaria que cuenta
todos los dias con una enfermera de 8 a 17 horas y un médico gene-
ralista tres dias por semana.

Factores de riesgo asociados al cancer de mama (Tabla 1)

El promedio de edad de las mujeres fue de 54,55 afios y la mayoria
(>90%) tenian entre 40 y 65 anos. El indice de masa corporal (IMC)
promedio fue de 27,8 kg/m? (rango=19,8 a 36,7); el 31,3% de las mu-
jeres eran obesas, aunque el 90% correspondian a obesidad de tipo I;
el 13% tenia antecedentes familiares de cancer de mama de primer
grado (madre o hermana).

Sélo una mujer habia sido previamente diagnosticada y tratada
por cancer de mama a los 35 afos; ella habia tenido su menarca a
los 9 anos y la menopausia a los 35 afos. Tenia un solo hijo al que
amamant6 durante dos meses y entre sus antecedentes familiares de
cancer de mama constaba que su abuela lo habia padecido asi como
otra familiar més alejada. Al momento de nuestra investigacion tenia
52 afos de edad y su IMC era de 26,11; consultaba a un médico que
le indicaba una mamografia cada dos afios. Asimismo, se constatd
que habia terminado la escuela secundaria, estaba casada, era ama
de casa y consideraba suficiente la entrada familiar; finalmente, se
sentfa suficientemente informada acerca del cancer de mama y la
mamografia.

La mayoria de las mujeres (79/83, 95%) habia tenido uno o mas
hijos, con un promedio de 2,4 hijos por mujer (DS=1,42), alcanzado
un valor méximo de 10 en una observacidon. Asimismo, la mayoria
de las mujeres (82%) habian amamantado y el 65% por al menos 12
meses; s6lo 14 mujeres no habian amamantado, 4 de las ellas porque
no habian tenido hijos.

En cuanto al uso de toxicos, fueron evaluados tanto el consumo
de tabaco como el de alcohol, comprobandose que ambos eran muy
bajo (Tabla 1).
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Caracteristicas socio-econémicas (Tabla 2)

El 60% de las mujeres estaban casadas o en pareja y el 63% eran
amas de casa. Subjetivamente ellas evaluaron la entrada familiar
como “suficiente” o “insuficiente y el 73,5% considerd que era “su-
ficiente”

Considerando el item “educacion’, 28/82 mujeres (34%) habian
terminado al menos la escuela secundaria; cuando se correlacioné el
nivel educativo con la edad, se encontr6 que las mujeres mas jovenes
tenfan niveles mas elevados de educaciéon mostrando una tendencia
estadistica, aunque no significativa, p<0,05.

Respecto al acceso del sistema de salud, el 81% de las mujeres
tenian algun tipo de seguro y el 19% no tenia obra social y utilizaba
el sistema de salud publico.

Actitudes frente al cancer de mama y mamografia

Antecedentes mamograficos

El 81% (n=67) de las mujeres encuestadas respondié haberse
realizado al menos una vez un estudio mamografico. Cerca del 50%
habia realizado su primer control mamografico antes de los 40 afios
mientras que el 42%, entre los 40 y 50 anos y el 8% restante después
delos 50 afios. E1 61% de las mujeres tenfa una ultima mamografia en
un periodo menor de 2 afos respecto a este estudio.

Se hall6 una relacion significativa (p<0,05) entre edad y primera
mamografia hallindose que las mujeres de mas edad comenzaban
sus controles mas tardiamente.

Informacion acerca del cancer mama y la mamografia (Tabla 3)

Se observo que el 93% consideraba a la mamografia un estudio
necesario para el diagndstico temprano de cancer mama mientras
que el 60% consideraba que tenia suficiente informacion acerca del
cancer de mama.
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Interés respecto al seguimiento y prevencion

Las mujeres fueron interrogadas acerca de la informacién que
consideraban importante de ser incluida en el informe mamografico;
la mayoria (83%, n=69) consideraron que seria interesante adjuntar
informacion acerca de los procedimientos mamograficos y sus resul-
tados asi como sobre el cdncer de mama (81%, n=67).

Por otra parte, un 78,3% de las mujeres encuestadas considerd
que le gustaria recibir un llamado telefénico para recordarle que se
aproxima la fecha en que debe realizar su control mamografico. Sélo
6 mujeres desearian informacion acerca de una pagina de internet de
referencia (en Polvaredas no hay internet).

Finalmente, el 57% de las mujeres consultaban a un médico
clinico regularmente.

Estudios mamograficos

Se obtuvieron datos mamograficos en 66 mujeres de las 83 en-
cuestadas; en 57/66 se realiz6 una mamografia nueva durante nuestra
investigacion mediante el mamaégrafo mévil del Ministerio de Salud
de la provincia de Buenos Aires; las otras 9 presentaron su ultima ma-
mografia debido a que ésta habia sido realizada durante el transcurso
del ultimo afo respecto al estudio.

Todos los estudios fueron evaluados por la misma especialista
(M.M. Martinucci).

Se consideraron los siguientes datos mamograficos: tipo de mama,
presencia de nddulos, presencia de microcalcificaciones anarquicas,
axila, Bi-rads (Breast Imaging Report and Database System) (Tabla 4).

En base a los datos mamograficos, se completo el estudio image-
noldgico con ecografias mamarias en 20 mujeres mientras que en 3
mujeres la mamografia no fue posible de realizar debido a las carac-
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teristicas de las mamas y/o la presencia de implantes mamarios; no se
observé ninguna anomalia en ningun caso.

El estudio mamografico fue relacionado con los datos obtenidos
por la encuesta y se realizo un estudio comparado entre dos grupos
(con y sin estudio mamografico) y no se halld ninguna diferencia sig-
nificativa en ninguno de los parametros considerados (p<0,05).

Discusion

Se realiz6 un trabajo de investigacion en la poblacién de una pe-
quena localidad rural de la Argentina con el objeto de recabar datos
en relacion a las estrategias preventivas y a las caracteristicas epide-
miologicas del cancer mamario. La localidad de Polvaredas fue ele-
gida por diversos motivos; por una parte, es una de las tantas po-
blaciones con las caracteristicas tipicas de las comunidades rurales
pequeiias de la provincia de Buenos Aires; por otra parte, porque no
posee ningun tipo de registro de cancer, y, finalmente, debido a que
las autoridades municipales consideraron que el estudio seria una
muy importante contribucién para la poblacion.

Se ha establecido que los factores de riesgo y los registros de cancer
revelan la heterogeneidad geografica y tendencias, que con el tiempo
generan diversas hipdtesis etioldgicas (Vineis, 2014). Asimismo, los
registros son cruciales para planificar las campafias de prevencion y
comprender sus resultados, incluidas las pruebas de testeo al azar en
las comunidades y las campaiias planificadas de salud publica. Es un
hecho conocido que en muchos paises esos registros no existen o son
inadecuados, especialmente en regiones en desarrollo (Vineis, 2014).

En el presente estudio se empled una encuesta basada en la rea-
lizada por Teran et al. (Teran y otros, 2007); las preguntas incluye-
ron diversos aspectos socio-culturales, asi como factores de riesgo
de cancer de mama. Entre ellos se incluy tener una historia familiar
de cancer mamario ya que es sabido que particularmente en mujeres
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con familiares en primer grado de consanguineidad (madre, herma-
na, hija) que lo hayan padecido puede duplicar el riesgo de tenerlo
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001).
En Polvaredas solo una mujer padecia cancer de mama, mientras cer-
ca del 13% tenia parientes de primer grado de consanguineidad con
cancer mamario, lo cual esta de acuerdo con las estadisticas globales
(Easton, 2002).

La terapia de reemplazo hormonal fue un hallazgo infrecuente en
la localidad en estudio; en este sentido, hasta el presente, el uso por
tiempo prolongado de esta terapia ha sido asociado con el riesgo mas
alto, el cual parece depender también de ser pre o postmenopdusica
tenerlo (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer,
1997). El estado reproductivo ha sido asociado a riesgo de cancer ma-
mario, y se considera que las nuliparas tienen un mayor riesgo que las
mujeres que han tenido hijos (RR de 1,2 a 1,7) (Kelsey, 1993) (Stuebe,
2009); los datos obtenidos en Polvaredas muestran que menos de 5%
de las mujeres eran nuliparas.

En relacién con la lactancia, mas del 80% de las mujeres de Pol-
varedas habian amamantado, comparado con el 41% que es la cifra
promedio de la poblacion de la provincia de Buenos Aires. Mas aun,
cerca del 65% de las mujeres de Polvaredas habian amamantado por
un periodo de 12 meses 0 mas con un valor promedio de 10 meses,
comparado con el de la provincia de Buenos Aires que es de 8,9 me-
ses. En muchos estudios se ha observado un efecto protector del ama-
mantamiento, el cual depende de su duracidn (tenerlo (Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2002). En un extenso
analisis que incluye datos individuales de 47 estudios epidemioldgi-
cos (mas de 146.000 mujeres entre casos y controles) se estimé que,
por cada 12 meses de amamantamiento, hay un 4,3% en la reduccién
del riesgo de contraer cancer mamario (Zheng y otros, 2001).

Con respecto al consumo de alcohol y al habito tabaquico, se ha-
llaron diferencias entre los resultados obtenidos en Polvaredas y los
de Argentina en general; mientras que en la primera se detect6é un
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bajo consumo, a nivel nacional es mucho mas elevado. En relacion al
consumo de tabaco, los datos nacionales indican que fuman el 23,9%
y el 15,9% de los hombres y las mujeres, respectivamente mientras
que ninguna de las mujeres de Polvaredas fuma mas de 10 paquetes
de cigarrillos por aio. Aunque los resultados han variado, extensos
estudios sugieren que los fumadores tienen un bajo aumento en el
riesgo de cancer de mama (Cui, 2006) (Gaudet y otros, 2013) mien-
tras otras investigaciones sugieren lo opuesto (Al-Delaimy y otros,
2004) (Bagnardi y otros 2013). Por otra parte, un meta-analisis inclu-
yendo 110 estudios epidemioldgicos realizado en el 2013 mostré una
pequena pero significativa asociacion entre el cancer de mama en la
mujer y el bajo consumo de alcohol (RR 1,05, 95% CI 1,02-1,08) (22).
En las mujeres de Polvaredas, el consume de alcohol no excedié los
5 g/dia.

La obesidad (definida como IMC > 30 kg/m) se asocia con un in-
cremento en la morbilidad y en la mortalidad. Sin embargo, el riesgo
de cancer de mama asociado al IMC parece ser depender del estado
de menopausia de la mujer. Un alto IMC y/o suba de peso ha sido
asociado con un riesgo mas alto de cancer de mama en mujeres post-
menopausicas (Feigelson y otros, 2004) (Tabar y otros, 2001). Mas
del 27% de las mujeres argentinas tienen exceso de peso; las mismas
cifras encontramos en Polvaredas (30%).

La mamografia es la principal herramienta para la deteccién tem-
prana del cancer de mama debido a que es el Gnico método que ha
probado que disminuye la mortalidad relacionada con el cancer de
mama (Tabar y otros, 1992). La mamografia permite detectar un can-
cer un afio y medio a 4 afos antes de que sea clinicamente evidente
(De Maio, 2012). E1 62% de las mujeres mayores de 40 afios de Polva-
redas encuestadas tenian una mamografia en los dos afios previos al
estudio; esta cifra es mayor a la de nuestro pais en general (54,2%) y
también mayor a la provincial (56,3%) (provincia de Buenos Aires).
A pesar de todo, en ningtin caso, las mujeres argentinas cumplen con
las indicaciones del Consenso Argentino. En Polvaredas, el 80% se
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habian hecho una mamografia en su vida y sélo el 32,5% se habian
hecho su primera mamografia antes de los 40 afios de edad.

En relacion con la educacion, la cual es también un indicador
del status socio-econémico, en esta investigacion se incluyeron las
siguientes categorias: escuela primaria incompleta, escuela primaria
completa, escuela secundaria incompleta, escuela secundaria com-
pleta, terciaria/universitaria. En Polvaredas se observo que las muje-
res menores de 40 afios con mayor nivel educativo tenian una mayor
concurrencia a la mamografia (Figura 1). Asimismo, cerca del 80%
de las mujeres de Polvaredas tenian alguna cobertura de salud; mas
del 70% consideraban suficiente la entrada econdmica de su familia y
el 57% tenian un médico clinico.

Por otra parte, en Polvaredas, casi todas las mujeres considera-
ron a la mamografia como necesaria y al cancer de mama como una
enfermedad curable cuando se detecta tempranamente; mas aun, la
mayoria de las mujeres se consideraron informadas acerca del cancer
de mama y a mas del 75% les gustaria recibir un llamado telefénico
alertandolas de la proximidad del control mamografico.

Es preciso que se profundice el estudio de las razones por las
cuales algunas regiones tienen una menor incidencia del cancer de
mama que otras. Nosotros encontramos que las diferencias edu-
cativas juegan un rol. Mdas aun, Polvaredas se presenta como una
localidad con ciertas caracteristicas especiales ya que la mayoria
de las mujeres estan casadas o en pareja, han tenido hijos y los han
amamantado, tienen cobertura de salud, consideran suficiente la
entrada econdémica del hogar, su dieta no incluye comidas rapidas
y viven en una tranquila y pequefia localidad rural. Los factores de
riesgo que podrian modificarse incluirian la disminucién del peso y
la actividad fisica.

Esta investigacion fue realizada en una pequefia poblacién pero
existen muchas otras comunidades similares en una igual o parecida
situacion sanitaria y sabemos que otras areas geograficas de Argenti-
na presentan caracteristicas diferentes.
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Nuestro estudio tiene limitaciones pero consideramos que es el
primero de estas caracteristicas realizado en Argentina y, hasta nues-
tro conocimiento, en Latinoamérica.

Llegamos a la conclusion de que el estilo de vida, las caracteris-
ticas familiares asi como una inclinacién positiva al cuidado de la
salud de estas mujeres rurales ayudarian a mejorar la deteccion tem-
prana del cancer de mama y una simple estrategia preventiva podria
ser facilmente organizada.
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Tabla 1. Factores de riesgo de cancer de mama

Caracteristicas Categorias % (n=83)
Edad (afios) 40-49 374 (31)
50-59 28.9 (24)
60-69 28.9 (24)
70-75 4.8 (4)
IMC (kg/m2) 19-24,99 30,12
25-29,99 38,55
30-34,99 27,71
350 mas 3,61
Antecedentes personales de Si 12
cancer de mama
No 98,8
Historia familiar de cancer de De primer grado (madre y/o hermana) 38
mama
Otros 62
(n=29, 35%)
TRH Si 7,22
No 92,88
Hijos vivos 0 4.8 (4)
1-3 81.9 (68)
4-6 12.1(10)
>7 1.2 (1)
Lactancia Yes 83,13 (69)
No 16,87 (14)

194 MARIA VIRGINIA CROCE (COMPILADORA)



Meses de lactancia 0 16.9 (14)
1-12 28.9 (24)
12-24 26.5(22)
24-36 13.3(11)
>36 14.4 (12)
Edad de la menarca <10 6.0 (5)
10-14 86.7 (72)
>14 7.3 (6)
Menopausia Si 65,06
No 34,94
Edad de la menopausia <45 16.7 (9)
45-55 79.6 (43)
>55 3.7(2)
Tabaco <10 paquetes/afio 100
>10 paquetes/afio 0
Alcohol <5 g/dia 100
>5 g/dia 0
Tabla 2. Caracteristicas socio-econdmicas
Caracteristicas Categorias % (n=83)
Estado civil Casada o en pareja 72,29
Soltera 3,61
Separada o divorciada 9,64
Viuda 14,46
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Ocupacién Ama de casa 77,11
Trabajo 21,69
Desempleada 1,2
Ingresos* Suficientes 73,49
Insuficientes 26,51
Cobertura de Salud Obra social 80,72
Sin obra social 19,28
Educacion (n=82) Primaria incompleta 20,73 (17)
Primaria completa 41,46 (34)
Secundaria incompleta 3,66 (3)
Secundaria completa 24,39 (20)
Terciario o Universitario 9,76 (8)

*subjetivo

Tabla 3. Conocimiento del cancer mama y la mamografia

Caracteristicas Categorias % (n=83)

¢ Ha leido sobre el cancer de mama? Si, mucho 66,27
Un poco 2,41
Ocasionalmente/Raramente 21,71
Nunca 3,61

¢ Se siente informada acerca del cancer Si 67,47

de mama?
Un poco 24,10
Muy poco/No 8,43
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¢ Considera que el cancer de mama es Si 92,77
curable en estadios tempranos?
No 1,21
No sé 6,02
¢ Considera que la mamografia es Si 92,77
necesaria?
No 7,23
Tabla 4. Caracteristicas mamograficas obtenidas en 66 mujeres
Caracteristicas Numero
Tipo de mama Fibro-glandular 62
Fibro-nodular 1
Fibro-lipomatoso 3
Nédulos Si 54
No 12
Microcalcificaciones anarquicas Si 0
No 66
Ganglios linfaticos axilares No presentes 18
Inespecificos 24
Sospechosos 3
Bi-rads 0 18
1 26
2 22
>3 0
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CAPITULO 13

Metastasis cutaneas de cancer de mama

Luna, Amalia

Resumen

El cancer de mama es la principal causa de muerte por neoplasias
solidas en el sexo femenino. Las metastasis cutdneas de neoplasias
internas constituyen un hecho infrecuente, con una incidencia global
de 5.3%. La principal causa de metdstasis en piel en el sexo femeni-
no es el cancer de mama, con una incidencia de 23.9%. Dentro de
las moléculas implicadas en la diseminacién tumoral se destacan la
MUCI1 y glicanos asociados.

Esta investigacion tiene por objetivo establecer la posible impli-
cancia de MUC1, uMUCI1 y los antigenos carbohidratos asociados en
la diseminacién metastésica cutdnea del cancer de mama.

Palabras clave: cancer de mama, metdstasis cutaneas, uMUCI,
sialyl Lewis x

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS 199



Introduccion

El cancer de mama es la principal causa de muerte por neoplasias
sélidas en el sexo femenino. Su prevalencia es de 12%, con una tasa de
40% de muertes por enfermedad metastasica (Howlader y otros, 2011).

Las metastasis cutaneas de neoplasias internas constituyen un
hecho infrecuente, con una incidencia global de 5.3%. La principal
causa de metastasis en piel en el sexo femenino es el cancer de mama,
con una incidencia de 23.9% (Krathen, 2003).

MUCI1 es una glicoproteina transmembrana que se expresa tanto
en tejido normal como en células epiteliales de tumores benignos y
malignos (McGuckin y otros 1995) (Croce, 1997). MUCI se traduce
como un polipéptido, el cual es dividido en dos subunidades: el ecto-
dominio (MUCI-N) y la cola citoplasmica (MUC1-C); ellas forman
un heterodimero estable en la membrana apical de las células epite-
liales normales. Luego de la transformaciéon maligna, MUC1 se so-
breexpresa, sufre glicosilacion aberrante y pueden observarse distin-
tas variantes de splicing de su ARNm. En estos casos, puede hallarse
en toda la membrana plasmatica y en el citosol, perdiendo, asimismo,
su expresion apical, caracteristica de los epitelios normales (Croce,
1997) (Hilkens, 1995). Tanto el ectodominio como la cola citoplés-
mica de MUCI participan de la transformacion

maligna y progresion metastdsica en el cancer de mama. La cola ci-
toplasmica interacttia con la mitocondria y el nticleo, donde activa las
vias Wnt/ b-catenina, el transductor de sefiales y activador de trans-
cripcién (STAT) y el factor nuclear kB (NFkB). Asimismo, MUCI se
une al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) ErbB2 y
otros receptores tirosina-kinasa a nivel de la membrana celular, con-
tribuyendo a la activacion de las vias PI3K-AKT y proteina-kinasa
activadora de mitégenos (MAPK). Estas interacciones, promueven
un fenotipo invasor en la tumorigénesis (Cazet y otros 2010).

El dominio extracelular de MUCI presenta una zona compuesta
por un nimero variable de repeticiones en tindem (VNTR). Cada
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tandem consiste en una secuencia de veinte aminodcidos los cuales
contienen cinco sitios Ser y Thr de O-glicosilacion potencial. El epite-
lio normal presenta largas cadenas de carbohidratos, pero luego de la
transformacioén maligna, se produce una hipoglicosilacion aberran-
te (uMUC1), obteniendo oligosacaridos acortados como Tn, T y del
grupo Lewis, asi como sus derivados sialilados (Lloyd y otros 1996).

El proceso por el cual se producen metastasis a distintos sitios,
como hueso, pulmon, higado y cerebro ha sido investigado en pro-
fundidad, sin embargo, no hay estudios acerca del proceso metasta-
sico a la piel.

En el presente estudio, establecemos la posible implicancia de
MUCI1, uMUCI1 vy los antigenos carbohidratos asociados en la dise-
minacion metastasica cutdnea del cancer de mama.

Materiales

Se estudiaron 140 tacos parafinados provenientes de 101 pacien-
tes de sexo femenino con diagndstico histolégico de cancer de mama.

Las muestras de origen humano fueron obtenidas siguiendo las di-
rectrices de la Declaracion de la Asociacion Médica Mundial de Hel-
sinki (Finlandia, 1964). Asimismo, el uso de muestras de origen huma-
no fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de La Plata, mediante la carta de
aprobacion del protocolo de referencia N°0800-017399/13-000.

De las 101 pacientes incluidas, 30 presentaban diagnéstico com-
probado histolégicamente de metéstasis cutaneas (MC) de cancer
de mama de las cuales se estudiaron los tacos parafinados del tumor
primario (N=26), ganglios axilares (N=13) y metastasis cutaneas
(N=30), obtenidos del Hospital Provincial de Neuquén Dr. Eduardo
Castro Rendén (Neuquén Capital, Provincia de Neuquén).

Se incluyeron como grupo control los tacos parafinados del tu-
mor primario de 71 pacientes con diagndstico de cancer de mama

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS 201



que no desarrollaron metdstasis en piel en un seguimiento de 10 afios
luego del diagndstico del tumor primario. Los tacos incluidos como
controles fueron obtenidos en la Clinica Breast (La Plata, Provincia
de Buenos Aires).

En ambos grupos se estudiaron las caracteristicas histoldgicas del
tumor, expresion de receptores hormonales de estrogeno (RE) y pro-
gesterona (RP) y factor de crecimiento Her2 neu.

Se excluyeron del estudio aquellas pacientes que histologicamen-
te presentaran compromiso en piel por invasioén directa del tumor
subyacente.

Lineas celulares

Se cultivaron células de cidncer de mama ZR-75-1 en medio
RPMI-1640 (SIGMA, USA) a 37°C, 5% CO2.

Anticuerpos monoclonales

Se utilizaron dos anticuerpos monoclonales anti-MUCI: an-
ti-MUC1 (HMFG1 MADb) y anti-uMUCI (SM3 MADb), anti-sLex
(KM93 MADb), anti-Lex (KM380 MAb), anti-Tn y anti-TE.

Métodos

Analisis Inmunohistoquimico (4)

Se realizaron cortes seriados de los tacos parafinados en micréto-
mo en un espesor de 5 pm y fijacion en portaobjetos. Posteriormente
fueron desparafinados en xilol y rehidratados en soluciones de alco-
hol en concentracién decreciente (100%, 95%, 70%, 50%). Se realiza-
ron dos lavados en solucion buffer PBS (phosphate buffer saline) pH
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7.4. Para la recuperacion antigénica las muestras fueron tratadas en
buffer citrato 10 mM pH 6 en horno microondas durante 10 minutos.
Se realizaron dos lavados en PBS y posteriormente el bloqueo de la
peroxidasa enddgena en solucion de peréxido de hidrégeno 0.3% en
metanol durante 15 minutos. Luego de dos lavados en PBS, los cortes
fueron incubados durante 30 minutos en suero equino 10% a tempe-
ratura ambiente a fin de bloquear las uniones no especificas del an-
ticuerpo primario. Posteriormente los cortes fueron lavados en PBS
e incubados con el anticuerpo monoclonal primario durante 1 hora
en camara himeda. Luego del lavado en PBS, para la deteccion del
anticuerpo primario las muestras fueron incubadas en camara hume-
da con el kit Dako (LSAB+SystemHRP, Dako, Dinamarca) segtn ins-
trucciones del fabricante. Se realizaron dos lavados en PBS y luego in-
cubacién en solucién de 3,3K-diaminodiazobenzidina (Liquid DAB+
Substrate Chromogen System, Dako, Dinamarca) durante 15 minutos.
Se realizaron tres lavados en PBS y posteriormente tincién de hema-
toxilina (Sigma, EEUU) durante 3 minutos. Deshidratacion en tren
de alcoholes en concentracion creciente (50%, 70%, 95%, 100%), xilol
y montaje con balsamo de Canada y cubreobjetos.

Los controles negativos fueron incubados con PBS en lugar de
anticuerpo monoclonal.

Las muestras fueron evaluadas en microscopio 6ptico por 2 ob-
servadores separadamente.

La reaccion de inmunohistoquimica se considerd positiva cuando
se observo tincién mayor al 5% de las células tumorales. La intensidad
de la reaccion se clasifico en tres grupos: débil (+), moderada (++) e
intensa (+++). El patrén de reaccion se clasificd en: lineal (reaccién
localizada en la membrana), citoplasmico (reaccion en citoplasma),
mixto (reaccién en membrana y citoplasma) y nuclear.
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Separacion de fracciones subcelulares (Croce y otros, 2004)

Se separaron las fracciones subcelulares de las células de lineas celu-
lares de cultivos en confluencia y cortes de tejido. Se homogeneizaron
las células y tejidos, se separaron las fracciones subcelulares por centri-
fugacion diferencial a 600xg obteniéndose un primer precipitado que
fue descartado y un sobrenadante que se centrifug6 a 105000xg a 4°C
obteniéndose fracciones citoplasmica y de membrana.

Para los ensayos de células en cultivo se retiré el medio de cultivo
y se lavo tres veces la monocapa con PBS a 4°C; posteriormente, se
colocé 400 uL del buffer de lisis en un fraso T25. El buffer de lisis
utilizado fue: TRIS HCI 50 mM pH 7.8 con NP40 1% o Triton X100
mas inhibidores de proteasas, 20 uL por cada 2 mL de buffer. Se dejo
30 minutos a 4°C en agitacion; se pas6 un scrapper y se juntd el ma-
terial en el fondo del frasco con pipeta. Se pipeteo varias veces para
desarmar el agregado de células. Luego se coloc6 en un tubo eppen-
dorf y se centrifugd a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. Se midi6 la
concentracion de proteinas, se alicuotd y almacené a -20°C.

Con el objeto de analizar la posible presencia de antigenos carbo-
hidratos en las mucinas, las fracciones subcelulares se inmunopreci-
pitaron con distintos anticuerpos monoclonales. Luego se procedid a
incubarlas a Proteina A- Sepharosa CL4B por el anticuerpo y se elu-
yeron los antigenos unidos a los anticuerpos (complejos inmunes).

El protocolo de inmunoprecipitacion con anticuerpos en solucién
utilizado fue el siguiente: en un tubo para microcentrifuga se colocd
10-50 ug de lisado celular junto con el anticuerpo (4uL de antisuero
policlonal, 100 uL de sobrenadante de cultivo); se incubd la muestra
con el anticuerpo durante 12 hs a 4°C en medio de agitacion. Se unid
a 400 mL de proteina A-Sepharosa CL-4B, 70-100 uL de cada mues-
tra en hielo, incubandose en agitacion por 4 horas. Se centrifugd, se
retird el sobrenadante y se lo desecho. Se lavo centrifugando con bu-
ffer de lavado 3 veces y luego se eluyé con buffer Tris/HCI pH 3.5.
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SDS/PAGE e Inmunoblotting

Se analizaron los complejos inmunes empleando técnicas estan-
dar de SDS-PAGE en geles discontinuos de distinto porcentaje de
poliacrilamida. Asimismo, se procedié a la transferencia membranas
de nitrocelulosa y su revelado mediante el empleo de la técnica de
quimioluminiscencia. Finalmente, se realizd el analisis de imagenes
empleando programas informaticos.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico diferenciando segun el tipo de
tumor primario (con o sin metastasis cutanea). Clasificacién segun
la expresion de receptores de estrogeno, progesterona, Her2neu, y las
caracteristicas histoldgicas del tumor tales como diferenciacion his-
toldgica y grado nuclear.

Correlaciones entre la expresion de MUCI y antigenos carbohi-
dratos mediante el coeficiente de Kendall’s tau-b. Comparacion entre
los grupos mediante el test de Chi cuadrado. Significacion estadistica
p<0.05.

Los analisis se realizaron empleando el programa SPSS statistics
v24.0 software package.

Resultados

Tumores primarios con metastasis cutaneas

Las muestras correspondientes a tumores de mama con metasta-
sis cutaneas eran en su mayoria de grado histoldgico 3 (N=21; 81%)
y grado nuclear 3 (N=23; 88%). Con respecto a la expresion de recep-
tores hormonales, en 10 tumores (38.5%) se observaron receptores
negativos (RE-, RP-, Her2-), 3 tumores eran RE+RP+Her2+, 3 casos
RE-, RP-, HER2+ y 6 tumores eran RE+, RP+, Her2-.
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Se detectd invasion vascular o linfatica en 8 tumores en tincion con
hematoxilina-eosina. Para su observacion mas adecuada se realizaron
tinciones para vasos sanguineos (CD31 MAD) y linfaticos (D2-40).

De los 26 tumores primarios que dieron metastasis cutdneas,
25 (96.2%) expresaban HMFGI, 24 (92.3%) expresaban SM3, 11
(42.3%) expresaban sLex, 14 (53.8%) fueron positivos para Lex, 10
(38.5%) fueron positivos para Tn y se observo positividad para TF en
1 caso (3.8%).

Metastasis cutaneas

Se estudiaron 30 tacos histologicos de metastasis cutaneas de can-
cer de mama, de las cuales en 21 casos se analizd también el tumor
primario que originé la metastasis.

Con respecto a los receptores hormonales, 8 (38.1%) fueron posi-
tivas para RE, 6 (28.57%) fueron positivas para RP y 2 (8.7%) fueron
positivas para Her2neu.

En cuanto a MUCI y los antigenos carbohidratos asociados, de las
30 metastasis cutaneas estudiadas, 30 (100%) fueron positivas para
HMFGI, 20 (66.6%) fueron positivas para SM3, 13 (43.3%) fueron
positivas para sLex, 14 (46.6%) fueron positivas para Lex, 15 (50%)
fueron positivas para Tn y 2 (6.6%) fueron positivas para TE

Analisis comparativo tumores primarios con versus sin metas-
tasis cutaneas

Se estudiaron los tacos histoldgicos de 71 tumores primarios de
cancer de mama, los cuales no desarrollaron metastasis cuténeas,
como grupo control. De los 71 tumores primarios de mama que no
presentaron metastasis cutaneas, 55 (77.5%) expresaban receptor de
estrogenos, 51 (71.7%) eran positivos para el receptor de progestero-
na, y 6 (8.4%) expresaban Her2neu (Tabla 1).

Con respecto a la expresion de MUCI y antigenos carbohidratos
asociados, se evidencid una diferencia significativa en la expresion de
uMUCI1 (SM3 MAD) y sLex (Tabla 2).
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Discusion

Nuestros resultados demuestran que tanto uMUCI1 como sLex
se encuentran altamente sobreexpresados en tumores primarios de
mama que desarrollaron metastasis cutdneas, con una diferencia es-
tadisticamente significativa con respecto a aquellos tumores prima-
rios de mama que no presentaron metastasis cutdneas.

Asimismo, se aisl6 uMUCI de una lesién de metdstasis cutdnea
con un peso molecular aproximado >200kDa, el cual fue el sitio de
union de KM93 (anti-sLex MAD).

Estos resultados apoyan la hipétesis de que uMUCI seria el ca-
rrier de sLex, y podrian estar implicados en las metastasis cutaneas
de cancer de mama.

Otros autores han encontrado que MUCI puede ser un carrier
de antigenos Lewis, asi como de otros glicanos (Lloyd y otros 1996)
(Geng, 2012).

Es conocido, que la diseminacion metastésica a través del torrente
sanguineo se inicia mediante la invasiéon de las células tumorales a
los vasos sanguineos del tumor primario, luego la adherencia de las
mismas a la pared endotelial y la posterior extravasacion y formacion
de un segundo nicho tumoral. Esta adherencia transitoria se produce
a través de interacciones entre la célula tumoral y el endotelio activa-
do, y uno de los mecanismos de interaccion es mediante el antigeno
sLex expresado en la célula tumoral y las selectinas expresadas por el
endotelio o en células inmunes circulantes (St Hill, 2011).

Las células tumorales de cancer de mama que expresan uMUCI1
como carrier de sLex alcanzarian la circulacién, accediendo poste-
riormente a la piel.

En nuestro estudio observamos que los tumores primarios con
metastasis cutdneas fueron con mayor frecuencia negativos para RE
con respecto a aquellos tumores primarios que no desarrollaron me-
tastasis cutdneas.

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS 207



Julien et al (2011) (Julien y otros, 2011) comunicaron que sLex
se encontraba sobreexpresado en los tumores de mama RE negati-
vos con respecto a los tumores RE positivos, y observaron que la ad-
herencia a las células endoteliales era més eficiente cuando sLex era
llevado por glicoproteinas que cuando se encontraba en glicolipidos.

Conclusion

En nuestro estudio con tumores primarios de cancer de mama
que desarrollaron metastasis cutaneas pudimos observar mayor gra-
do histologico y nuclear y menor expresion de receptores hormona-
les, caracteristicas relacionadas con una mayor agresividad biologica.
Asimismo, observamos mayor expresion de uMUCI y sLex en los
tumores con metastasis cutdneas con respecto a los tumores prima-
rios sin metdstasis cutdneas.

Estos hallazgos nos permiten establecer el posible rol de MUC1 y
sLex en el desarrollo de metastasis cutaneas de cancer de mama.
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Receptor Tumores primarios Tumores Chi-cuadrado
con metastasis primarios sin
cutaneas metastasis Significancia
cutaneas
(p)
RE 11 (42.3%) 55 (77.5%) 0.002
RP 11 (42.3%) 51 (71.7%) 0.012
Her2 neu 7 (26.9%) 6 (8.4%) 0.018

Tabla 1: Expresion de receptores hormonales en tumores primarios con vs

tumores primarios sin metdstasis cutdneas.

Anticuerpo (IHQ) Tumores primarios Tumores Chi-cuadrado
con metastasis primarios sin
cutaneas metastasis Significancia
cutaneas
(p)
HMFG1 25 (96.2%) 66 (93%) 0.56
SM3 24 (92.3%) 34 (47.9%) 0.000
sLex 11 (42.3%) 15 (21.1%) 0.037
Lex 14 (53.8%) 42 (59.2%) 0.63
Tn 10 (38.5%) 34 (47.9%) 0.40
TF 1(3.8%) 13 (18.3%) 0.07

Tabla 2: Expresion de MUCI y antigenos asociados en tumores primarios con vs

tumores primarios sin metastasis cutdneas.
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CAPITULO 14

Oncogendomica

Progresion del cancer de mama

Martin Carlos Abba

Introduccion

Etiologia del cancer de mama

El cdncer de mama es una enfermedad multifactorial que puede desa-
rrollarse como resultado de las interacciones entre factores genéticos,
ambientales y hormonales (Figura 1). Entre los factores endocrinos
y reproductivos asociados con un incremento del riesgo de desarro-
llo de cancer de mama se pueden mencionar: menarca precoz, nu-
liparidad, edad madura del primer embarazo, y menopausia tardia.
Los factores ambientales asociados con un riesgo incrementado de
desarrollo de cancer de mama incluyen: las dietas ricas en grasas, el
consumo excesivo de alcohol, la exposicion a radiacion, y la exposi-
cién a quimicos.

De esta manera, la constitucion genética sumado a la influencia
de los multiples factores enddgenos y exdgenos, es lo que en tltima
instancia determinara el riesgo especifico de cada mujer de desarro-
llar cancer de mama. La variabilidad genética (Ejemplo: SNPs, CNVs,
etc.) encontrado en la poblacién general explica en parte porque
ciertos individuos desarrollan cancer mientras que otros no, incluso
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cuando son expuestos durante el mismo intervalo de tiempo a los
mismos factores de riesgo.

A pesar de que el cancer de mama, ha sido considerado un tipo
de enfermedad neoplasica, la biologia celular y molecular del mis-
mo indicarian la existencia de heterogeneidad en cuanto a subtipos
tumorales a la cual se puede arribar por causa de multiples factores
tales como alteraciones a niveles epigenéticos, genéticos y transcrip-
cionales.

Progresion y clasificacion del cancer de mama

El cancer de mama no es una tinica enfermedad en cuanto a su pre-
sentacion. En cambio, es una coleccion de enfermedades de la mama
que tienen diversas histopatologias, variaciones genéticas / genémicas
y respuestas clinicas. Existen varios tipos de lesiones benignas en la
mama humana, y s6lo unas pocas parecen tener un potencial prema-
ligno significativo. Las lesiones premalignas mejor caracterizadas son:
hiperplasia ductal atipica (HDA), hiperplasia lobular atipica (HLA),
carcinoma ductal in situ (CDIS), y carcinoma lobular in situ (CLIS). La
HDA puede progresar para convertirse en CDIS preinvasivo, seguido
por una posible progresion a carcinoma ductal invasivo (CDI) y la cul-
minacién con la enfermedad metastasica.

El CDIS es una lesion neoplasica local sin compromiso del tejido
regional adyacente y precursora de los CDI. Estudios epidemioldgi-
cos establecieron que las pacientes con CDIS poseen un riesgo 10
veces mayor de desarrollar CDI que las mujeres sin antecedentes de
este tipo de lesion. Se estima que un tercio de dichas lesiones pre-ma-
lignas, si no son tratadas, progresarian a CDI (Kerlikowske, 2010).

Se desconoce la razén por la cual solo algunos CDIS progresan al
estadio invasivo, mientras que otros aparentemente no lo hacen. Por
ello, la deteccion del subgrupo de CDIS con potencial de progresion
no solo reducirfa dramaticamente la incidencia de CDI facilitando
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el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, sino también impac-
taria positivamente disminuyendo el sobretratamiento de pacientes
(Bleyer, 2012).

El analisis de perfiles de expresion génica ha sido extensamente
aplicado al estudio de la progresion del cancer de mama humano,
permitiendo la identificacion de nuevos subtipos tumorales. En un
estudio pionero, Perou y col. (2000) demostraron que los carcinomas
primarios infiltrantes de mama podian ser clasificados en 5 subtipos
tumorales intrinsecos, en funcion de los patrones de expresion gé-
nica a escala genomica (Perou y otros, 2000). Estos grupos fueron
denominados como: carcinomas del tipo Luminal A y Luminal B,
ambos receptor de estrogenos (RE) y receptor de progesterona (RP)
positivos; carcinomas del tipo basal/triple negativos (RE negativo,
RP negativo, HER2 negativo); carcinomas HER2/NEU positivos y
RE negativos; y carcinomas con perfiles de expresion similares a los
de las células epiteliales normales. Es importante mencionar que cada
uno de los subtipos tumorales intrinsecos posee valor prondstico /
predictivo, donde los subtipos luminales presentan la mejor curva de
supervivencia en contraste con los subtipos basales con el peor valor
prondstico.

Estudios genomicos y sus aplicaciones

El nacimiento del Proyecto del Genoma humano dio lugar a la
gendmica estructural que tiene como principal objetivo determinar,
mapear y anotar las secuencias nucleotidicas codificantes y no codifi-
cantes de los genomas completos en los distintos organismos (Quac-
kenbush, 2011). El resultado de cualquier proyecto ‘genoma;, es la
descripcion digitalizada y estandarizada de la estructura del mismo,
pero dista mucho de comprender su comportamiento. Cabe hacer la
analogia con los cientos de afos que costd pasar de una descripcion
detallada de la anatomia humana, a comprender la funcion de los
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distintos érganos y tejidos. El conocimiento de la secuencia completa
del genoma y de la localizacion de todos los genes, no es mas que una
descripcion ‘anatémica’ del genoma.

Por otro lado, la genémica funcional se encarga de la recoleccién
sistematica de informacion sobre la funcion e interaccion entre genes
y/o proteinas, mediante la aplicacion de aproximaciones experimen-
tales globales. Es una de las ciencias que permite comprender cémo
funciona el genoma en su conjunto, mediante la expresion controlada
de todos y cada uno de sus genes.

Existen distintas disciplinas dentro de la gendmica funcional, en
general nombradas con el sufijo “omica” La principal diferencia en-
tre las omicas es la especie de macromolécula objeto de estudio. De
esta manera, la transcriptomica se encarga de la caracterizacion de
transcriptomas, es decir el estudio de la expresion de todos los genes
de un genoma en una muestra determinada. La proteémica persigue
la caracterizacién de la totalidad de las proteinas expresadas en un
grupo celular o tejido en particular.

De esta manera, la finalizacién del Proyecto Genoma Humano
ha dado lugar al desarrollo de numerosas metodologias de analisis
en gendmica funcional, produciendo un gran impacto en el estudio
de las bases genéticas de enfermedades complejas tales como el can-
cer (Quackenbush, 2011). En general estas metodologias se basan en
el analisis de datos gendmicos, generados mediante el uso de dife-
rentes tecnologias (Figura 2). Entre las tecnologias mas populares se
encuentran las plataformas basadas en la hibridacién reversa sobre
matrices solidas (micro-arreglos de ADNc u oligonucledtidos) y las
plataformas basadas en la re-secuenciacién de genomas y transcrip-
tomas (Exome-Seq, RNA-seq, etc.). Dichas tecnologias pueden em-
plearce para caracterizar cambios a nivel epigenético (como las mo-
dificaciones en histonas y los fenomenos de hipo/hipermetilacién de
regiones CpG), gendmicas (mutaciones, variaciones en el nimero de
copia de los genes, alteraciones numéricas y estructurales) y trans-
criptémicas (en genes codificantes y no codificantes).
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En el ambito de la gendmica funcional, se destacan los analisis
de perfiles de expresion génica; éstos tienen como objetivo principal
la identificacién de un grupo de genes, cuyo patrén de expresion se
encuentren asociados a un fenotipo en particular, concepto conocido
como ‘gene expression signature’ o ‘signature’. Un objetivo particular
de los ‘signatures’ en el ambito de la medicina, es su utilidad como
biomarcador diagnostico, prondstico o predictivo de una patologia
en estudio. Los biomarcadores con valor prondstico permiten estimar
la evolucién de la enfermedad permitiendo mejor la estratificaciéon
de pacientes segtin su prondstico de progresion. Por otro lado, bio-
marcadores con valor predictivo permiten predecir si un tratamiento
tendra o no efecto en un paciente, logrando evitar tratamientos en
pacientes para los cuales se supone no tendran la respuesta esperada.

Objetivos

Debido a que es esencial ampliar el conocimiento de los mecanis-
mos moleculares responsables de la progresion de lesiones pre-ma-
lignas a malignas, el cual es actualmente limitado. El objetivo princi-
pal del presente trabajo fue el de identificar subgrupos de carcinomas
ductales in situ con riegos de progresion diferencial al estadio invasi-
vo de la enfermedad mediante una aproximacién en genémica fun-
cional.

Materiales y Métodos

Se estudiaron 30 CDIS de alto grado y sus respectivas muestras
mamarias normales adyacentes al tumor. Estas muestras fueron ob-
tenidas del Biobanco de tumores del MDACC. Ademas se analizaron
10 muestras de tejido mamario normal obtenidas de mamoplastias
cosméticas del Cooperative Human Tissue Network para su poste-
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rior uso en la identificacion de genes diferencialmente expresados y
metilados respecto a los CDIS. El ADN y ARN se extrajo mediante
el empleo de TRIZOL (Life Technologies) y el kit Rneasy y Dneasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen, Germantown, MD). Las concentra-
cion e integridad del ADN y ARN se determino con el Bioanalyzer
Agilent 2100 (Agilent Technologies; Santa Clara, CA). Las muestras
de ARN con valores de integridad (RIN) superiores a 8.0 fueron con-
sideradas para su subsecuente secuenciaciéon mediante el protocolo
de Illumina TruSeq RNA Sample Prep Kit. La secuenciacion se reali-
z6 mediante la plataforma Illumina HiSeq2000. El control de calidad
de los archivos FASTQ se realizé mediante el empleo del programa
FASTQC. Se utilizo software TRIMMOMATIC cuando se requirié
la edicién de las mismas (ejemplo: remociéon de los adaptadores,
etc.). Posteriormente, las lecturas fueron alineadas contra el genoma
de referencia UCSC Hgl9 mediante el paquete de R/Bioconductor
Rsubread. Luego se emplearon los paquetes GenomicFeatures y Ge-
nomicAlignmets para el conteo de cada mapeo en el transcriptoma
de referencia (TxDb.Hsapiens.UCSC.hgl9.knownGene). El andlisis
estadistico de los perfiles de expresion génica se realizo mediante el
empleo del paquete de R/Bioconductor edgeR para identificar los ge-
nes diferencialmente expresados entre grupos (FC>%2; FDR<0.05).
Las visualizaciones y analisis de enriquecimiento funcional se reali-
zaron con el programa MultiExperiment Viewer software (MeV v4.9)
y las aplicaciones ClueGo y CluPedia en la plataforma Cytoscape. Los
detalles metodologicos se pueden encontrar en la referencia de Abba
y col 2015 (Abba y otros, 2015).

Resultados y Discusion
El analisis del exoma, transcriptoma y metiloma de CDIS nos per-
mitié generar el primer catalogo completo de los eventos epigenéticos,

genéticos y vias de sefializacion afectadas en el estadio pre-invasivo del

216 MaRria VIRGINIA CROCE (COMPILADORA)



cancer de mama. Dicho estudio nos permitié identificar dos grupos
de CDIS, uno de alto riesgo de progresion (CDIS-AR) y otro de riesgo
moderado de progresion (CDIS-MR) que se diferencian por los sub-
tipos intrinsecos que comprenden, el indice proliferativo, la respuesta
inmune y la actividad de determinadas vias de senalizacion.

Segtin Cancer Genome Atlas Network, las mutaciones mas pre-
valentes en genes ‘conductores’ de la progresion tumoral fueron en
PIK3CA para los CDIS-MR y en TP53 para los CDIS-AR de manera
similar a lo previamente descripto para carcinomas ductales infil-
trantes. Los genes mds frecuentemente alterados por mecanismos de
amplificacion génica fueron en orden decreciente: ERBB2, VEGEFA,
MYC, AURKA, MDM2, FGFR1 y CCNDI.

A nivel transcriptomico, se identificaron 885 genes diferencial-
mente expresados entre CDIS-AR y CDIS-MR (FDR < 0.01; log-
FC>1). El data mining de dichos genes desregulados permitié aso-
ciar a los CDIS-AR con vias de sefalizacion altamente proliferativas,
infiltrado linfocitarion caracteristico de anergia e inmunotolerancia.
Mientras que los CDIS-MR expresan las vias de senalizacion asocia-
das a la respuestas del estradiol - RE.

Respecto de las alteraciones epigenéticas mas relevantes se pudo
identificar hipermetilacion del gen HOXAS5, factor de transcripcion
de TP53, en los CDIS-AR. Esta hipermetilacion en la region proxi-
mal del promotor de HOXAS5 correlaciond con la perdida de expre-
sién cuando se compararon dichos tumores con el tejido normal de
referencia. Otros genes muy relevantes en la biologia de las células
epiteliales de mama afectados por hipermetilacion de sus regiones
CpG fueron: SOX10, SOX15y SOX17 los cuales fueron previamente
caracterizados como genes supresores de tumores por ser antagonis-
tas de la via de sefializacion WNT/B-cateninas.

La tecnologia actual para el estudio del transcriptoma y proteoma
humano ha puesto en evidencia que aproximadamente el 75% del ge-
noma se transcribe, aunque solo el 2% de dichos transcriptos codifi-
can proteinas. El1 73% restante del transcriptoma corresponde a ARN
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no codificantes (ARNnc) que se clasifican en dos grandes grupos: los
ARNnc pequeiios (snRNA, snoRNA, tRNAs, microRNAs, etc.) y los
recientemente descriptos ARNInc. Los ARNInc son definidos como
ARN de mas de 200 nucledtidos de longitud sin un marco de lectu-
ra abierto (Prensner, 2011). El consorcio GENCODE ha identifica-
do mas de 14.000 ARNIng, los cuales pueden clasificarse segun su
localizaciéon como: ARNInc génicos (ejemplo: ARNInc antisentido)
o intergénicos (ARNInc LINCs) (Derrien y otros, 2012) (Djebali y
otros 2012). Estos exhiben una serie muy variada de funciones, pu-
diendo operan en cis como amplificadores de la transcripcion de ge-
nes vecinos, o bien en trans reclutando complejos modificadores de
la cromatina. A su vez, pueden actuar como esponjas de microRNAs,
como correguladores de receptores nucleares u operar como anda-
mios en procesos involucrados con la maduracién y traduccion de
ARNm (Geisler, 2013). Aunque el conocimiento sobre la biologia de
los ARNInc es muy limitado, los ARNInc estan comenzando a ser
vinculados con proceso tales como el desarrollo normal (H19, Xist),
la organogénesis, la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis ce-
lular (Geisler, 2013). Recientemente, dos estudios independientes se-
nalan que los perfiles de expresion de los ARNInc tendrian el poten-
cial de estratificar a los pacientes con cancer de mama en subgrupos
con valor prondstico y en asociacion al subtipo intrinseco tumoral
(Su, 2014) (Shen y otros 2015). Se han podido identificar ARNInc
especificos en el cancer de mama con caracteristicas oncogénicas, po-
sibles biomarcadores de progresion tumoral y/o blancos terapéuticos
(HOTAIR, LSINCT5, SRA1, UCAI y MALATI); asi como, ARNInc
que actiian como gene supresores de tumores (HOTAIRM1, ZFAS1,
PTENPI, MEG3y GAS5). Estos estarian involucrados en la prolifera-
cién, motilidad, invasion y ciclo celular, asi como en la diseminacién
tumoral metastdsica, todos procesos celulares de importancia en el
desarrollo neoplasico (Shore, 2014).
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Entre los hallazgos mas relevante se pudo identificar un grupo de
193 ARNInc diferencialmente expresados entre muestras normales
de mama y CDIS (p<0.01, FDR<0.01), 127 de los cuales correspon-
dieron a ARNInc génicos antisentido y 66 a ARNInc intergénicos (Fi-
gura 3). Aproximadamente el 90% de estos ARNInc (168 de 193) se
encontraron sobreexpresados en CDIS. Entre los ARNInc desregula-
dos en CDIS, cabe mencionar a HOTAIR (HOX transcript antisense
RNA) y HOTAIRM1 (HOXA transcript antisense RNA myeloid-spe-
cific 1). HOTAIR es un promotor de la diseminacién metastasica
del cancer de mama, actuando en trans sobre un grupo de genes de
la familia HOXD y se encontraria sobreexpresado en la mayoria de
las neoplasias malignas humanas (Gupta y otros 2010) (Sorensen y
otros 2013). Por otro lado, HOTAIRMI actia en cis reprimiendo la
expresion de los genes de la familia HOXA. Nuestros datos demues-
tran que HOTAIR se encuentra sobreexpresado en CDIS, mientras
que HOTAIRM]I es subexpresado en los estadios pre-invasivos del
cancer de mama. De modo que estos ARNInc podrian modular con-
juntamente la expresion de los genes de la familia HOX durante los
estadios tempranos del cancer de mama (Abba, 2015). Los otros AR-
Nlnc identificados como desregulados en CDIS, constituyen un gru-
po novedoso de transcriptos cuya funcién celular es desconocida. El
analisis de enriquecimiento funcional de los genes co-expresados con
dichos ARNInc permiten inferir funciones asociadas a la regulacion
del ciclo celular, y las vias de senializacion de TP53 y diversas MAPKs
mediante interaccion con factores de transcripcion (Figura 3).

Conclusiones
Del presente trabajo se desprenden las siguientes conclusiones:
1) Existen dos subgrupos de carcinomas ductales in situ que po-

seen alteraciones epigenomicas, gendmicas y transcripcionales dife-
renciales.
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2) Cada subgrupo de carcinomas ductales in situ posee diferentes
riesgos de progression al estadio invasivo.

3) Se identificaron biomarcadores con potencial valor prondstico.

4) Las vias de senalizacion diferencialmente activadas entre sub-
grupos de carcinomas podrian ser utilizadas como nuevas dianas te-
rapéucticas.
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Leyendas de las figuras
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Figura 1. Esquema de los factores exdgenos, enddgenos y genéticos asociados al
desarrollo del cancer de mama.
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Figura 2. Tecnologias gendmicas disponibles para la caracterizacion de
epigenomas, genomas y transcriptomas.
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Figura 3. Identificaciéon de ARNInc desregulados en CDIS. A. Mapa de calor de
los 193 ARNInc diferencialmente expresados entre epitelio mamario normal y
CDIS (FDR<0.01). B. Expresidn relativa de los ARNInc HOTAIR (p=2,63E-9),
HOTAIRM1I (p=1,65E-7) y LINC00885 (p=4,09E-16) en tejidos normales y
CDIS. C. Analisis de

enriquecimiento funcional de los bioprocesos y vias de sefalizaciéon asociados
a los ARNInc desregulados en CDIS identificados en funcion a los transcriptos
codificantes co-expresando en carcinomas mamarios. Anélsisis de supervivencia
de pacientes con carcinomas infiltrantes de mama en funcién de la expresién de
3 ARNInc del tipo intergénicos (LINCs).

PRIMER SEMINARIO DE INVESTIGACION CIENT{FICA EN CIENCIAS MEDICAS 223






CAPITULO 15

Patologias dseas y envejecimiento

Marcos Plischuk

Resumen: El envejecimiento esta asociado a patologias dseas di-
versas, aunque las mas prevalentes son la osteoporosis y la osteoar-
trosis. En este sentido, el objetivo principal de esta investigacion es
analizar las enfermedades dseas relacionadas con dicho proceso en
una poblacion contemporanea. Los individuos analizados forman
parte de la Coleccion Osteologica Lambre (Cétedra de Citologia, His-
tologia y Embriologia “A”, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nacional de La Plata). Se observaron 200 esqueletos, de ambos sexos,
con edades de muerte comprendidas entre los 22 y 101 afios. Se ob-
servo una alta frecuencia de individuos con patologias en su sistema
esqueletario (94%), comprendiendo patologias congénitas, traumas,
neoplasias, metabdlicas, osteoarticulares, e infecciosas. La osteopo-
rosis fue la enfermedad metaboélica mas prevalente, mostrando una
elevada pérdida de calidad 6sea en los rangos etarios mas elevados y
un inicio méds temprano en individuos femeninos. La osteoartrosis
fue detectada en el 81% de la muestra, sin diferencias entre sexos con
un aumento en la cantidad de areas afectadas en relacion a la edad.
Esta linea de investigacion puede aportar a la salud poblacional, prin-
cipalmente en el sector de adultos mayores. La comprobacién osteo-
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légica de las incidencias clinicas tiene el potencial de convertirse en
otra fuente de conocimiento fundado acerca de la dinamica de las
osteopatologias y de tal forma también utilizarse dentro de las Cien-
cias Médicas.

Palabras clave: coleccion osteoldgica, paleopatologia, osteoporo-
sis, osteoartrosis

Introduccion

El analisis de las enfermedades y traumas que afectan al esque-
leto humano recibe el nombre de osteopatologia, o, de tratarse de
individuos que vivieron en un pasado mas remoto, se lo denomina
paleopatologia (Campillo, 2001) (Ortner, 2003). Nuestro proyecto
de investigacion se planted desde sus inicios comprender al analisis
osteopatoldgico desde una perspectiva evolutiva a la luz de la Teo-
ria Sintética de la Evolucidn, entendiendo a las enfermedades como
parte de un ajuste fenotipico a las exigencias del ambiente, relegando
otras concepciones mas generales y tipologicas como las de “buena
salud” o “normalidad” (Plischuk, 2012). Los estudios realizados en
patologias seas provienen en general de la clinica o la experimenta-
cién en cultivos celulares, pero advertimos una escasez de andlisis os-
teopatologicas de muestras esqueletales contemporaneas. Es por esto
que desde el ano 2007 nos propusimos indagar acerca de las diversas
patologias 6seas y dentarias que afectan a las personas en la actua-
lidad tomando como material de estudio sus restos esqueletizados.

En funcién de los resultados hallados en una primera aproxi-
macion epidemioldgica general (Plischuk, 2012) desarrollamos los
lineamientos para una segunda etapa, desarrollandose en la actua-
lidad, caracterizada por la busqueda de patrones en patologias 6seas
relacionadas con el envejecimiento. El deterioro fisiolégico progresi-
vo conlleva a un aumento de la morbi-mortalidad y una disminucién
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de la fertilidad con la edad (Kirkwood, 1977) (Gavrilov, 2002). El en-
vejecimiento es entonces una etapa que abre multiples interrogantes
a la Teoria Sintética de le Evolucidn, ya que disminuye el potencial
reproductivo y la supervivencia de los organismos, ambas partes del
fitness adaptativo (Defays, 2011). Considerando que el envejecimien-
to es una etapa ontogenética que también puede evolucionar, hecho
observable al comparar las historias de vida de diversos primates por
ejemplo (Martinez Gémez, 2002), se han propuesto varias explicacio-
nes para dar cuenta de la aparicion del envejecimiento en la especie
humana. Una de ellas se conoce como teoria de pleiotropia antago-
nista y postula la segregacion de genes pleiotropicos con alelos bene-
ficiosos en la juventud, pero perjudiciales en edades post-reproduc-
tivas (Williams, 1957). El envejecimiento habria evolucionado como
subproducto de la seleccion natural (Nelson y Weiss, 1999), originan-
do un fenémeno de compromiso evolutivo o “trade off” (Baudisch,
2009) entre el aumento de la esperanza de vida observado en la espe-
cie humana (Bernis, 2004); (Blomquist, 2009) y el incremento en las
prevalencias de osteopatologias degenerativas (13). Es en este sentido
que entendemos a la osteoporosis y la osteoartrosis (OA) como la
manifestacién de sucesivos cambios adaptativos a lo largo de nuestro
camino evolutivo (Nelson y Weiss, 1999), y nos propusimos su anali-
sis epidemiologico en una poblacion local y contemporanea.

Objetivos
Objetivo general
Analizar las patologias dseas de una poblacion contempordnea a

partir de una aproximacion epidemioldgica a una muestra esqueletal
documentada.
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Objetivos especificos (1° Etapa)
1) Analizar la variabilidad de patologias existentes en la muestra
estudiada, estableciendo la etiologia de las mismas.
2) Analizar las patologias observadas en relaciéon con los datos
documentales relevados.
3) Discutir el perfil paleopatologico de la poblacion de referencia
en funcién de su contexto socio-histérico

Objetivos especificos (2° Etapa)

1) Evaluar la pérdida de Densidad Mineral Osea (DMO) en rela-
cién al envejecimiento.

2) Identificar los diferentes grados de pérdida de DMO en diver-
sos elementos Oseos (fémur, vértebras, calcdneo)

3) Analizar la expresién dimorfica de la pérdida de DMO.

4) Identificar modificaciones esqueletales provocadas por OA.

5) Analizar la expresion dimorfica y etaria de la pérdida de DMO.

Hipdtesis

En relacion a los objetivos mencionados se propusieron para la
primera etapa dos hipoétesis principales:

1) Visto el perfil etario de la muestra analizada y la expectativa de
vida promedio de la poblacion en cuestion, se estima hallar una alta
prevalencia de patologias osteoarticulares y de condiciones relacio-
nadas a la pérdida de DMO.

2) Dado el contexto sociohistdrico de la poblacion generadora de
la muestra esqueletal, se observara una baja prevalencia de lesiones
atribuibles a enfermedades infecciosas.

Para la segunda etapa las hipotesis planteadas fueron las siguien-
tes
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3) Existe una correlacion positiva entre la pérdida de DMO vy el
envejecimiento observable en restos esqueletales.

4) La pérdida de DMO en individuos de sexo femenino es obser-
vable a edades mas tempranas.

5) Existe una correlacion positiva entre la intensidad de la OA y el
envejecimiento observable en restos esqueletales.

6) Existe una correlacion positiva entre la cantidad de areas afec-
tadas por OA y el envejecimiento observable en restos esqueletales.

Materiales y Métodos

Los individuos analizados forman parte de la Colecciéon Osteolo-
gica Profesor Doctor Rémulo Lambre, alojada en la Cétedra de Ci-
tologia, Histologia y Embriologia “A”, Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de La Plata (FCM-UNLP) (Fig. 1). Dichos res-
tos fueron donados periddicamente por el Cementerio Municipal La
Plata (CMLP) a la FCM con el fin de ser utilizados en docencia e in-
vestigacion (Ordenanza Municipal 9471/02). Los mismos pertenecen
a cadéveres destinados a osario comun o cremacion que, de acuerdo
a las normas del Cementerio (Ordenanza Municipal 7638/90), perte-
necen a individuos no reclamados y exhumados por el personal que
alli se desempena (Salceda y otros, 2012). A partir del andlisis de este
material se han desarrollado proyectos de investigacion acreditados
por instituciones del sistema cientifico nacional cuyos resultados
parciales han sido volcados en articulos en las revistas periddicas
referenciadas en este capitulo como asi también en encuentros aca-
démicos de la especialidad y en Tesis Doctorales de Plischuk (2012),
Desantolo, (2013) y Garcia Mancuso, (2012). Ademas de las de Ga-
rizoain y Petrone en curso. Todos los trabajos realizados con la Co-
leccion Osteoldgica Lambre se enmarcan en la legislaciéon municipal
vigente, y fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad
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de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata (COBI-
MED Res. 800-13312/12).

Durante la 1° etapa de investigacion se observaron 100 esqueletos,
los cuales de acuerdo a las Actas del CMLP pertenecian en 67 casos
al sexo masculino y 33 al femenino. Las edades de muerte abarcaron
desde los 22 a los 101 afios (promedio general: 68,59 afios, mascu-
linos: 66,22 afos y femeninos: 73,39), y las fechas de fallecimiento
comprendieron el lapso 1936-2001). Para los andlisis de imagenes
radiolégicas fueron seleccionados 30 individuos, 15 de cada sexo, y
para los estudios de cavidad oral se seleccionaron 35 craneos que pre-
sentaran una adecuada preservacion.

Para la 2° etapa fueron seleccionados otros 100 esqueletos de in-
dividuos adultos de la misma coleccidn, con el criterio de disminuir
el promedio de edad muestral y observar el comportamiento de las
osteoporosis y la OA en edades tempranas. El promedio de edad en
este caso fue de 59,83 aflos para la muestra total, siendo 60,74 para
el sexo femenino (n=50) y 58,92 para el masculino (n=50), mientras
que las fechas de fallecimiento abarcaron el periodo 1927-2012.

Para realizar el analisis osteopatoldgico general de la 1° etapa
se establecio el grado de preservaciéon y conservacion del material
y posteriormente se evaluaron las anomalias esqueléticas presentes.
Para esto ultimo se procedid al analisis morfologico describiendo
cada lesion Osea observando el material macroscopicamente a ojo
desnudo y con lupa 10x en los casos en que fue necesario (Campillo,
2001) (Buikstra, 1994).

Considerando el tipo de respuesta del organismo (variacion en el
ndimero de huesos, osteolisis, osteogenia anémala, variaciones de vo-
lumen, fracturas, entre otras) (1), se realizé un paleodiagndstico con
el objetivo de adscribir las lesiones a ciertas categorias de procesos
patolégicos, comprendiendo siempre a los mismos en interaccion y
sinergia con otros factores y patologias, mas alla del sistema arbitra-
rio de clasificacion elegido (Ortner, 2003).
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Las patologias fueron clasificadas en 4 grandes grupos, debido a
su origen, tejido afectado y distribucion esquelética:

I- Patologias congénitas: Las que se originan a causa de anomalias
génicas o problemas durante el desarrollo intrauterino (espondilosis
congénita, occipitalizacion del atlas, sacralizacion, desviaciones de la
columna vertebral, defectos en mano y pie, defectos por disfunciones
enddcrinas, anomalias volumétricas y craneostenosis, huesos super-
numerarios) (Aufderheide, 1989).

II- Patologias adquiridas: Lesiones 6seas que el individuo adqui-
ri6 durante su vida postnatal.

Osteoarticulares (espondiloartropatias, hernias discales, artritis
reumatoidea, OA).

Traumas (fracturas, dislocaciones, periostitis).

Infecciosas (osteomielitis, periostitis, tuberculosis, treponematosis).

Neoplasias.

Metabélicas (anemias, raquitismo y osteomalacia, enfermedad de
Paget, osteoporosis). En el caso de la osteoporosis, durante la 1° eta-
pa se evaluaron las fracturas osteopordticas y se realizd un analisis
exploratorio radioldgico en 30 individuos a partir de fémur proxi-
mal.Estos ultimos fueron realizados mediante un equipo Polimatch
Siemmens 120 kV 500 mAs. del Hospital Interzonal Especializado de
Agudos y Cronicos San Juan de Dios (La Plata).

II- Cavidad Oral: Lesiones que afectaban los tejidos dentarios
y/o el hueso alveolar (periodontitis, caries, abscesos, calculos o sarro,
hipoplasia del esmalte, reabsorcion de la arcada alveolar) (Hillson,
2005).

IV- Intervenciones terapéuticas: Modificaciones generadas por
la accién clinica que brindaron informacién acerca de las patologias
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del individuo (protesis femorales, aceros quirurgicos, amputaciones,
protesis y restauraciones dentales).

Durante la 2° etapa estdn realizando estudios tendientes a tener
una vision mas precisa de dos patologias relacionadas con el enveje-
cimiento, la osteoporosis y la OA. Para la evaluaciéon de la DMO en
el diagnostico de osteoporosis se continud con el analisis de fracturas
osteopordticas (fémur, vértebra y radio), al cual se sumé un estudio
sistematico radioldgico a partir de fémur y calcaneo. Ambos huesos
fueron analizados mediante técnicas morfologicas y morfométricas
de pérdida de calidad dsea (Singh, 1970) (Pande y otros, 2005) (Cura-
te y otros 2009). En esta etapa las radiografias fueron obtenidas en un
equipo digital de alta definicién Pimax 500 del Hospital Interzonal
General de Agudos Prof. Dr. Rodolfo Rossi de la ciudad de La Plata.

Resultados

Los resultados alcanzados mostraron una alta frecuencia de in-
dividuos con patologias en su sistema esqueletario alcanzando un
94%. Cuando se observan los individuos con patologias agrupados
de acuerdo a su edad se nota un incremento notorio de la prevalencia
de la mayoria de las patologias.

Sélo fueron hallados cinco individuos con patologias congénitas,
todos ellos con edades similares 0 menores al promedio de edad de
muerte de la muestra. Las patologias halladas fueron espina bifida,
coalicion tarsal, huesos supernumerarios y occipitalizacion del atlas.

Dentro de las patologias adquiridas fueron hallados 91 individuos
con lesiones osteoarticulares, siendo la OA la que presentd una ma-
yor prevalencia (81%) sin diferencias entre sexos (z=0,26 a= 0.05)
(Plischuk, 2011) a la vez que se registr6 un aumento en la cantidad
de dreas afectadas en relacion a la edad de los individuos (r= 0,494).
Las dreas articulares mds afectadas fueron la acromio-clavicular, la
columna vertebral y la articulacion coxofemoral (Fig. 3). Otras pa-
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tologias articulares halladas fueron las hernias discales (en forma de
Noédulos de Schmérl) (27%) (Plischuk, 2018), hiperostosis esqueléti-
ca difusa idiopatica (DISH) (6%) (19) (Fig. 4) y espondilitis anquilo-
sante (6%) (Plischuk, 2015).

El 36% de los esqueletos presentd sefiales compatibles con trau-
mas, sin diferencias entre los sexos (z=0,11; a=0,05). Los elementos
con mayor prevalencia de lesiones fueron las vértebras y el fémur,
presentando fracturas con rasgos atribuibles a traumas por patologia
de base como fracturas osteoporoticas.

Solo fueron hallados un caso de infeccién dsea, probablemente
asociada a una intervencién quirurgica de implante en la cabeza fe-
moral, y una neoplasia, en forma de osteoma sésil en el hueso frontal.

La osteoporosis en tanto fue la enfermedad metabodlica mas pre-
valente, evidenciada en las fracturas osteoporéticas ya mencionadas
y en los analisis radioldgicos de las dos etapas de nuestro proyecto
(18). Estos ultimos estudios mostraron una elevada pérdida de cali-
dad 6sea en los rangos etarios mas elevados de la muestra (Figs. 5y
6), asi como un inicio mas temprano en el caso de los individuos de
sexo femenino.

Las patologias de la cavidad oral fueron en su mayoria de tipo
periodontal (75%), aunque también fueron relevados casos de caries,
abscesos, sarro e hipoplasia del esmalte. Fue notoria la alta frecuencia
de individuos con reabsorcion total de la arcada dentaria.

Por ultimo, se detectaron 23 sefiales de intervenciones clinicas,
correspondiendo principalmente a artroplastias de cadera (Fig. 7),
restauraciones odontoldgicas y aceros quirdrgicos postoperatorios
(Plischuk, 2010-2012).

Conclusiones

En funcién de los resultados alcanzados en la 1° etapa del proyec-
to podemos aceptar nuestras dos hipétesis principales de trabajo. Por
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un lado, observamos que las enfermedades con una mayor prevalen-
cia en la muestra fueron aquellas relacionadas con el envejecimiento
(osteoporosis y OA). Fisiologicamente, esta etapa ontogenética se en-
cuentra ligada a una degeneracion celular progresiva (por radicales
libres y glicacion de proteinas) y una pérdida en la capacidad adapta-
tiva del organismo. Estos factores, sumados a las mejoras en las con-
diciones de vida y adelantos técnicos que incrementan la expectativa
de vida, hacen del envejecimiento un proceso complejo y de vital re-
levancia para los estudios osteoldgicos.

En este sentido, la escasa representacion de patologias infecciosas
también podria relacionarse con las medidas de higiene y salubridad,
el descubrimiento y desarrollo de antibiéticos. Sin embargo, pese aun
no presentar un correlato evidente en el sistema esqueletal, es cono-
cida la reemergencia de enfermedades infecciosas, potenciada por la
interaccidn de factores sociales, cambios demograficos y ambientales
(Armelagos, 2005).

Esta linea de investigacion, caracterizada por una perspectiva epi-
demiolégica de las osteopatologias, puede aportar a la resolucion de
problemas de salud poblacional, principalmente en el sector de adultos
mayores. La comprobacion osteoldgica de las incidencias calculadas
en funcién de encuestas, exdmenes clinicos, radioldgicos, densitomé-
tricos, entre otros, tiene el potencial de convertirse en otra fuente de
conocimiento fundado acerca de la dindmica de las osteopatologias y
de tal forma también utilizarse dentro de las Ciencias Médicas.

En este marco es que las tareas disenadas a futuro por nuestro
grupo de investigacion tiendan a precisar el conocimiento generado
en base a otras técnicas de aproximacion, como la densitometria, mi-
croscopia, analisis experimentales de resistencia dsea, asi como tam-
bién la comparacion de los resultados obtenidos con colecciones de
similares caracteristicas.

Para finalizar, sostenemos que estudios como los resefiados aqui
demuestran una vez mas la importancia del medio ambiente origi-
nando pérdidas de ajuste adaptativo, los cuales deberan ser mediados
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culturalmente con el objeto de contribuir a la salud poblacional. Esta
ultima solo logrard ser un fin en si misma sélo si se acompana con
las facultades del individuo sano y de su contribucién productiva al
progreso social.
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Leyendas de las figuras

Figura 1. Coleccion Osteoldgica R. Lambre.

Figura 3. Osteoartrosis en vértebras cervicales.
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Figura 4. Hiperostosis Difusa Idiopatica Esquelética (DISH).

Figura 5. Radiografia de fémur izquierdo, epifisis proximal. Distribuciéon
trabecular normal.
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Figura 6. Radiografia de fémur izquierdo, epifisis proximal. Distribucion
trabecular de un individuos con osteoporosis.

Figura 7. Artroplastia total de cadera. Se observan proétesis de acetabulo y de
cabeza femoral.
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CAPITULO 16

Kinesia paradojal, estigma y Enfermedad de
Parkinson

Maria de los Angeles Bacigalupe
Silvana Pujol

Introduccion y objetivo

El Taller de Parkinson (TdP) constituye un Programa estable de la
Facultad de Ciencias Médicas (FCM) de la Universidad Nacional de
la Plata (UNLP) desde el afio 2013, aunque su comienzo se remonta
al aflo 2002 cuando el Jefe de Servicio de Neurologia de ese momento
del Hospital Dr. A Korn, Neurélogo José Luis Dillon, reunié a un
grupo de profesionales entre los cuales se encontraban las autoras de
este articulo para desarrollar el TdP.

La iniciativa surgio a partir de la experiencia clinica de su creador
y el objetivo fue mejorar la calidad de vida de las personas con Enfer-
medad de Parkinson (EP) a partir de la generacion de espacios que
utilizaran lenguajes ludicos y artisticos para promover la motricidad
paradojal. La idea central radicaba en que el paciente con EP tuviera
la oportunidad de ponerse a prueba a si mismo y comprobar que
las potencialidades motoras estaban conservadas a pesar de creerse
perdidas a raiz de la enfermedad. En el afio 2006 el TdP empez6 a
trabajar junto a la UNLP en el area de extension.
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Cabe aclarar que la EP es conocida como un trastorno neurodege-
nerativo del movimiento cuya prevalencia se encuentra en segundo
lugar dentro de las enfermedades neurodegenerativas y cuyo diag-
nostico es clinico, aunque se esta trabajando en la busqueda de bio-
marcadores y otros indicadores prodromicos y tempranos (Pefia-No-
gales y otros, 2019).

Sibien es un programa de extension universitaria, el TdP presenta
un panorama oportuno para la investigacion cientifica y a partir de
alli es que constituye el escenario del estudio de la kinesia paradojal
como modo de relacién individuo-entorno.

Entendemos por kinesia paradojal al fenémeno comportamental
donde las personas con EP pueden moverse de modo inesperado,
como si no tuvieran EP. Este fendmeno es relacional en tanto depende
de las posibilidades del individuo con Parkinson (las personas con EP
conservan su movimiento; la modulacién de éste es lo que se altera)
y de las affordances del entorno, es decir, las cualidades contextuales
que constituyen una oportunidad de comportarse. Por ejemplo, una
pelota en movimiento constituye una affordance que invita al indivi-
duo a capturarla.Las personas con EP ponen en juego las propiedades
de su sistema perceptivo-motor para responder a su ambiente esti-
mulante y de ese modo, paradojalmente, pueden moverse. La kinesia
paradojal ha sido reconocida por diversos investigadores a partir de
su descripcion como tal por el neurdlogo francés Alexander Souqués
(Souques, 1921) (Bicigalupe, 2014). El TdP usa las propiedades com-
portamentales de la kinesia paradojal para mejorar el movimiento
de las personas con EP, asumiendo que el movimiento constituye un
factor relevante en el mejoramiento de su calidad de vida y sus rela-
ciones con su entorno. Se ha visto que para las personas con EP la
dificultad para caminar tiene un impacto complejo y multifacético
-incluyendo aspectos fisicos y emocionales- asi como también im-
pacta en la capacidad para ser activo y participar en situaciones de
la vida diaria (Hammarlund y otros, 2014). Las personas que asisten
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al TdP han pasado por un periodo de aprendizaje del movimiento a
través de esta propiedad de la kinesia paradojal.

Como enfermedad crénica que amenaza la funcionalidad de la
persona, tener EP puede conducir a ser estigmatizado y/o autoestig-
matizarse, con la consecuente disminucién del bienestar del enfermo
y de su entorno cercano.

Se llama estigma a una experiencia individual compleja en la
que interactian las manifestaciones de una enfermedad con los
medioambientes sociales, afectando la identidad personal y el sen-
tido del yo. El grado en que una condicién puede ser considerada
estigmatizante depende de distintos factores. La persona con la con-
dicién en cuestion generalmente es etiquetada con un sentido social
negativo que con la repeticion conduce a un proceso de internaliza-
cioén con consecuencias negativas, como baja autoestima y bienestar,
disminucién en el soporte social, alteracién de la dindmica familiar y
mayor vulnerabilidad a la enfermedad. El estigma no es s6lo un pro-
ceso interno sino un proceso que involucra las respuestas negativas
de las personas del medioambiente (Burgener, 2008).

El estigma implica que la persona estigmatizada es desacreditada,
se la considera mala, peligrosa o débil, diferente a lo que se estima
normal y aceptado y, como consecuencia, el individuo es aislado y su
identidad social queda amenazada; asimismo, el estigma presenta un
efecto negativo importante en la progresion y el manejo de la enfer-
medad en personas con Parkinson (Maffoni y otros, 2017).

Considerando que la calidad de vida de las personas con Parkin-
son se ve afectada por sus capacidades de movimiento y que a la vez
estas personas sufren un estigma social, podriamos suponer que el
mejoramiento de la movilidad a través del uso terapéutico de la ki-
nesia paradojal podria tener alguna relacion con su calidad de vida y
con su percepcion del estigma.

En los siguientes apartados desarrollamos brevemente una inves-
tigacion realizada sobre la percepcion del estigma en las personas con
EP que participan o han participado del TdP. Aunque los datos que
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mostramos no constituyen un estudio experimental sino descriptivo
y que se limita a sélo uno de los aspectos de nuestro supuesto (cfr.
parrafo anterior), los resultados nos permiten desarrollar una hipo-
tesis de trabajo vinculada con la kinesia paradojal para explorar en
futuros estudios.

Materiales y métodos

En el contexto del enfoque metodoldgico de investigacion de mé-
todos mixtos (Creswell, 2009) desarrollamos un estudio descriptivo de
corte cuantitativo sobre la percepcion del estigma en personas con EP.

Participantes

Trabajamos con 17 personas con EP que asisten o han asistido
al TdP (edad en afios= 70[+7], severidad segin escala Hoehny-
Yahr2,4[+1,1], evolucién en afos= 9,9[+6,9], levodopa diaria en mg=
647,7[+453], nivel educativo desde universitario a primario distri-
buido cuasi-uniformemente). Los participantes no presentaron otras
condiciones de salud que pudieran afectar su autocritica.

Materiales

Escala de estigma de Fife y Wright (2000) traducida ad hoc al cas-
tellano, escala validada por Burgenery Berger (2008), autoadminis-
trable, que adquiere la forma de una escala Likert (1= completamente
de acuerdo, 4= completamente en desacuerdo y 0= no aplica). La ver-
sién original se compone de 24 items agrupados en dos dimensiones
que a su vez se subdividen en cuatro subdimensiones: experiencia de
rechazo y estigma (rechazo social e inseguridad financiera) y senti-
miento sociopsicoldgico relacionado con el estigma (vergiienza in-
ternalizada y aislamiento social).
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Analisis de datos

Analisis descriptivo con obtencién de correlaciones entre varia-
bles (significatividad p<.05) con la asistencia de los programas Mi-
crosoft Excel y SPSS 15.

Nota ética
Fueron seguidos los principios enunciados en la Declaracién de
Helsinki y sus enmiendas segun World Medical Association.

Resultados y discusion

Las medianas obtenidas (con minimo y maximo) de las 4 sub-di-
mensiones de la escala de estigma fueron las siguientes: rechazo social
1, inseguridad financiera 2, vergiienza internalizada 2 y aislamiento
social 2,5 (Pefia-Nogales, 2019) (Bicigalupe, 2014).

Para poder comparar con la bibliografia se obtuvieron también
las medias y desvios de las 4 sub-dimensiones, a saber: rechazo social
1,44(£0,66), inseguridad financiera 1,74(+0,77), vergiienza internali-
zada 1,76(£0,71) y aislamiento social 2,38(+0,91).

Analizando las posibles correlaciones significativas entre varia-
bles demogréficas (edad, escolaridad, tiempo desde el diagnoéstico,
HoehnyYahr y dosis diaria de levodopa) y las sub-dimensiones de la
escala de estigma, hallamos lo siguiente.

La edad de los participantes se correlaciond significativamente
con rechazo social (Gamma= -.577, p=.006) y con inseguridad finan-
ciera (Gamma= -.495, p=.006). Ambas asociaciones fueron inversas
0 negativas.

El tiempo de evolucion de la enfermedad se asocié con vergiien-
za internalizada (Gamma= .495, p=.013) y con aislamiento social
(Gamma= .683, p=.000). Ambas asociaciones fueron no inversas o
positivas.
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La severidad de la enfermedad segun la escala Hoehny Yahr y la
dosis diaria de Levodopa se asociaron con aislamiento social (Gam-
ma= 474, p=.011 y Gamma= .634, p=.000, respectivamente). Las
asociaciones fueron positivas.

De acuerdo a estos resultados, en este grupo de participantes con
EP observamos que a mayor edad se percibié menor rechazo social
e inseguridad financiera como producto de tener EP. Asimismo, ob-
servamos que el mayor tiempo de evolucion desde el diagnostico se
correlaciond con mayor percepciéon de vergiienza internalizada y
aislamiento social. Finalmente, mayor severidad de la enfermedad y
mayor dosis de medicacion para EP se asociaron a mayor experiencia
de aislamiento social.

Al comparar nuestros resultados con Burgenery Berger observa-
mos que las medias de las sub-dimensiones son muy distintas a las
obtenidas en el estudio citado. Aquellos autores trabajaron con per-
sonas agrupadas en dos grupos, uno con EP y otro con Enfermedad
de Alzheimer, validando la escala y analizando las diferencias entre
los grupos. En cuanto a los resultados de las personas con Parkinson,
los autores obtuvieron medias por encima de las halladas en nuestro
grupo, sobre todo para rechazo social, aislamiento social y vergiienza
internalizada. No sabemos si esto se debe a un procedimiento distin-
to a nivel metodoldgico; lo que si sabemos es que las personas con
Parkinson del estudio de Berger se ubicaban en los estadios 1 y 2 de
la escala de Hoehny Yahr, mientras que la media de nuestro grupo se
ubico en 2,4(%1,1), mostrando en general mayor severidad que aque-
llos participantes.

Salvando las diferencias, entonces, podemos suponer que los par-
ticipantes de nuestro estudio mostraron una percepcion del estigma
como producto de tener EP menor que los participantes del estudio
de Berger, a pesar de manifestar mayor severidad de la enfermedad y
habiendo observado en este grupo que mayor severidad correlacio-
naba con mayor percepcion del aislamiento social como dimension
del estigma.
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Nuestros resultados mostraron que este grupo de participantes es
consciente del estigma social como resultado de la enfermedad pero
su percepcion es relativamente baja; en general las medianas de las
puntuaciones no superaron los primeros puntajes de la escala Likert
(las medianas se posicionaron en 1 punto o, a los sumo, 2 -de 4) v,
cuando lo superaron (el caso de aislamiento social), fue solo por me-
dio punto (mediana de 2,5 sobre el total 4). Observamos que la per-
cepcion del aislamiento social se correlacioné con mayor severidad
de la enfermedad, mayor dosis de medicacion antiparkinsoniana y
mas tiempo de evolucion de la enfermedad. Asimismo, nuestros re-
sultados mostraron que la percepcion del estigma en la sub-dimen-
sion vergiienza internalizada se asoci6 con el tiempo de evolucion de
la enfermedad y que la percepcion de inseguridad financiera y recha-
zo social se asocié negativamente con la edad de los participantes.
Estos resultados podrian relacionarse con la afectacion de la EP en
etapas relativamente tempranas de la vida, donde la severidad de la
enfermedad y la toma de medicacion (con sus efectos secundarios)
pueden afectar el desempefio del rol laboral y social del enfermo de
un modo mas intenso y con mayores consecuencias que en edades
avanzadas. Podria sugerirse que en estas etapas mads tardias de la vida
los sintomas de la EP pueden, en algunos casos, asemejarse (aunque
de un modo mas marcado y discapacitante) a los sintomas de los pa-
res con edad avanzada y envejecimiento normal y el rol laboral y la
estabilidad del empleo se supone que no estan tan afectados.

Coherente con lo dicho anteriormente, la bibliografia analizada
indica la afectacion del rol social y laboral de las personas con en-
fermedades cdnicas temen la EP por su potencialidad discapacitante
(Soleimani y otros, 2016).
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Conclusion

Los resultados mostrados nos indican que en este grupo de per-
sonas con EP sin condiciones de salud que puedan afectar la auto-
criticaexiste una percepcion del estigma a raiz de tener EP que es
relativamente baja.

Nos preguntamos si esto puede tener que ver con sus capacidades
conservadas del movimiento que se ponen en juego en la practica de
la kinesia paradojal en el Taller de Parkinson, permitiéndoles mante-
ner un rol social activo.

La anterior constituye una hipdtesis de trabajo a poner a prueba
mediante un estudio comparativo con un disefio de tipo experimen-
tal donde puedan incluirse personas que participan y que no partici-
pan del TdP y puedan controlarse las variables intervinientes.

Finalmente, cabe aclarar que la generalizacion de nuestros resul-
tados es limitada.
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Durante el segundo semestre del ano 2018 la
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de acercar la investigacién cientifica a los
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