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Presentacion

La pandemia del Coronavirus SARS-Cov2 ha generado una gran cantidad de reac-
ciones en elmundo,paralascualesnoestabamospreparados.Unadelasactividades-
guesevioafectadaporla incertidumbre que se comenzd a vivir en marzo del 2020,
fue la realizacién del Foro delnvestigacidényPosgradodelaFacultaddeCienciasNatu-

rales,elcualtuvoquesersuspendidoenel primerafiodelapandemia.

Sinembargo,en2021, comorespuesta alagrancantidadde actividadesvirtuales
guesecomenzaron a implementar, el Foro de Investigacidn y Posgrado de la FCN
se adaptd a lascondiciones propias del encierro que estdbamos viviendo. La diver-
sidad de tecnologias, aunqueexistentes,tuvieronunaugeensudesarrolloyversatili-
dadparapermitirlaimparticiondeclasesvirtuales e hizo que innovaramos este Foro
en nuestra Facultad; esta innovacidon permitié que elForo fuera completamente
virtual. Decidimos que las ponencias del evento se presentarandurante tres dias
separados, lo cual facilité que mucha gente participara y evitd que se sintieraabru-
mada al tener que asistir de modo continuo, lo cual favorecié que los interesados
asistieranen distintas sesiones. Entre los cambios mas importantes que llevamos
a cabo fue el contar conponentes con un amplio renombre internacional, que en
una sesiodn presencial hubiera sidopracticamente imposible tener. La participacién
de dichos ponentes hizo que el Foro fuera masatractivo y dinamico para estudian-

tes de Licenciatura, Posgrado y los mismos docentes denuestra Facultad.

Considero que el Foro brindé una nueva serie de oportunidades, incluyendo
la participacién, nosolo de estudiantes de Posgrado, sino que estuvo abierto a las
diferentes licenciaturas que seimparten en nuestra Facultad, donde los estudian-

tes pudieron integrarse como asistentes oponentes.

Dr. Carlos Alberto Lopez Gonzdlez

Jefe de Investigacion y Posgrado
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Introduccion

Segun el INEGI 2018, en México 3 de cada 10
muertes por cancer en la poblacién de 30 a 59
afios, son consecuencia del cancer en érganos
digestivos. Para la poblacién de 60 y mas afios,
de 2011 a 2016, cuatro de cada 10 defunciones
por cancer en mujeres se deben a tumores en
drganos digestivos, contra tres de cada 10 en
varones, por la misma causa (INEGI,2018). Los
tumores que afectan al tracto digestivo inde-
pendientemente de su naturaleza histopatolé-
gica por si mismos pueden generar cuadros de
desnutricién desde elinicio de la enfermedad,
existen factores asociados al estado nutricio-
nal que juegan un papel clave en el desenlace
y resultados de los pacientes (Misiak y Kruczyk.
2014). En el presente estudio se propone una
herramienta util, confiable y con aplicabilidad
clinica que nos auxilie en la deteccion de indivi-
duos con riesgo de desarrollar complicaciones
postquirudrgicas asociadas a desnutricidn en el
paciente que serd intervenido onco-quirdrgica-
mente. Los pacientes que padecen cancer tie-
nen un mayor riesgode complicaciones cuando
experimentan desnutricion. El cancer general-
mente se trata con cirugia, sin embargo, los
procedimientos quirdrgicos pueden provocar
complicaciones, a veces mas de una, como he-
morragias, seromas, deshiscencia, infecciones,
cicatrices hipertréficas y queloides y eventra-
ciones (Mudarra, Naranjo et al., 2019).En la ac-
tualidad y en nuestro contexto el IPN original es
una herramienta dificil de aplicar pues laprue-
ba de sensibilidad cutanea retardada (PSCR) di-
ficilmente se puede aplicar debido a que no es

un test que se aplique de forma rutinaria en pa-

cientes quirurgicos. El presente trabajo busca
retomar los trabajos que validaron el modelo
predictivo y sustituir la (PSCR) por el recuento
de linfocitos (#L), ya que durante el proceso
de validacion estadistica el (#L) fue tomado en
cuenta sin embargo para esa poblacion resul-
té correlacionar mejor la PSCR por lo que el
presente estudio pretende poner a prueba el
mismo IPN con la siguiente adaptacion: IPN #
linfocitos (%) :158-16.6*(Albumina, ALB)-0.78
*(Pliegue cutaneo tricipital, PCT)-20*(Transfe-
rrina)- 5.8*(Recuento total de linfocitos, #L),
siendo el IPN el porcentaje de riesgo de que
ocurra en un individuo alguna complicacion,
la ALB estara dada en g/dl, PCT en mm, TSF en
mg/dl, #L calificadocomo 0 (<0.8 103 cel), 1 (0.8-
1.2x10% cel) 0 2 (>1.210%cel.) bajo el entendido
de que el recuento total de linfocitos es una
variable que podria ser equiparable a la PSCR
y que es indicativo de la respuesta inmune del
individuo (Buzby et. al. 1981).

Metodologia

La hipdtesis del presente estudio es que: el
(IPN) adaptado con el recuento de linfocitos es
una herramienta capaz de identificar el riesgo
alto de morbimortalidad con una sensibilidad
>85% y especificidad 275% en pacientes con tu-
mores sélidos del tracto gastrointestinal candi-
datos a cirugia electiva. El objetivo es evaluar el
desempefiio predictivo de tres indices pronds-
ticos nutricionales en cuanto al desarrollo de
complicaciones postquirurgicas y supervivencia
a 30 dias, en pacientes con diagndstico de tu-
mores solidos del tracto gastrointestinal can-

didatos a cirugia electiva. El presente estudio
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es un estudio descriptivo, observacional que se
realizé en el HospitalRegional Licenciado Adol-
fo Lopez Mateos perteneciente al ISSSTE en la
Ciudad de México de agosto del 2020 a julio del
2021. Se realiz6 en pacientes con diagndstico
de tumores solidos del tracto gastrointestinal
intervenidos de cirugia oncoldgica electiva, los
pacientes en quienes se realizaron cirugias de
urgencia, que presentaron enfermedad hepati-
ca crénica Child Pug C, enfermedad renal créni-
ca con TFG<30ml/min/1.73, que hayan recibi-
do quimio y/o radioterapia 6 semanas o menos,
previo a la cirugia y que presentaron procesos
infecciosos activos 15 dias previos a la cirugia
fueron excluidos del estudio. Fue aprobado por
el Comité de Etica en investigacién pertene-
ciente al hospital en mayo del 2020, siguiendo
todos los principios éticos y de proteccion y las

pautas de confidencialidad.

Tecnicas y
Procedimientos.

Se recopilaron variables preoperatorias que
pueden influir en el desarrollo de complica-
ciones preoperatorias como la edad, el sexo,
factores de riesgo como diabetes mellitus tipo
2, hipertensiéon arterial sistémica, enferme-
dad renal y hepdtica crénica, dislipidemias,
enfermedades autoinmunes y se registro tam-
bién la presencia o ausencia de haber recibi-
do tratamiento oncolégico médico (radio y/o
guimioterapia), como parte de las variables
antropomeétricas se tomaron las siguientes
medidas; peso habitual (PH), peso actual (PA),

12

porcentaje de pérdida de peso y los meses en
que se presento, talla, circunferencia media de
brazo y el pliegue cutdneo tricipital, se calcu-
|6 el indice de masa corporal (IMC), todas las
anteriores mediciones se tomaron con base en
los lineamientos de la Sociedad Internacional
parael avance de la Cineantropometria (ISAK).
En cuanto a las variables bioquimicas se tomé
una muestra de sangre periférica por parte un
flebotomista adscrito al laboratorio del hospi-
tal para determinar los niveles séricos de al-
bumina, transferrina, recuento de linfocitos.
Ademas, se solicito al servicio de Medicina Pre-
ventiva del hospital aplicar una prueba de sen-
sibilidad cutanearetardada para tuberculosis al
menos 72 horas previo a la cirugia, asi como su
interpretacion, talprocedimiento fue realizado
por una enfermera con experiencia en este pro-

cedimiento.

Previo a la cirugia se calcularon los tres
indices de prondstico nutricional para el IPN
original se sustituyd de la siguiente forma IPN
(%) : 158-16.6*(Albumina, ALB)-0.78 *(Pliegue
cutaneo tricipital, PCT)-0.2*(Transferrina, TSF)-
5.8*(Prueba de sensibilidad cutanea retardada,
PSCR), siendo el IPN el porcentaje de riesgo de
que ocurra en un individuo alguna complica-
cién, la ALB estara dada en g/dl, PCT en mm,
TSF en mg/dl, PSCR se calificé de acuerdo a la
calificacién que seobtuvo al aplicar el antigeno
para tuberculosis calificado como 0 (no reac-
tivo), 1 (<5 mm de induracién) o 2 (25 mm
de induracién), asi mismo se definieron los
puntos de cohorte paraestablecer parametros
de riesgo, resultando los siguientes porcentajes

como referencia: Riesgo Bajo <40, Riesgo Inter-



medio: 40-49 y Riesgo Alto: 250. El IPN adapta-
do con el recuento de linfocitos se calculd con
la siguiente ecuacion; IPN # linfocitos (#L)
(%): 158-16.6*(ALB)-0.78

*(PCT)-0.2*(TSF)- 5.8*(# L); el recuento
de linfocitos estd calificado como 0 (<0.8 103
cel), 1 (0.8- 1.2x103% cel) 0 2 (>1.2103%cel.) y los
puntos de cohorte corresponden a los mismos
que ala ecuacidénoriginal. En el IPN de Onodera
se sustituyd con la siguiente ecuacion; (IPNO)
= ([ALB*10] + [0.005*(#L) en células/uL]), los
puntos de cohorte para estadificar el riesgo
nutricio fueron los siguientes, Riesgo Bajo>45,
Intermedio=40-45, Riesgo Alto<40

(Onodera et. al. 1984). Parala determinacion

Riesgo

del peso y talla se utilizd la bascula mecénica
con altimetro propiedad del hospital, el pliegue
cutaneo tricipital se determind utilizando una
cinta métrica marca Lufkin y unplicometro de
la marca Harpended, el porcentaje de pérdida
de peso se determind con la siguientes férmu-
la (PH-PA)*100/PH, en cuanto al método por el
cual se determinaron las variables necesarias
para el cdlculo de los IPN; la albimina fue deter-
minada mediante fotométria, transferrina por
inmunonefelometria, el recuento de linfocitos
por el método de determinacion por citometria
de flujo fluorescente, la prueba de sensibilidad
cutanea retardada (antigenos paratuberculosis.
Las complicaciones postquirurgicas fueron cui-
dadosamente registradas durante lossiguientes
30 dias postquirurgicos. Para el analisis estadis-
tico del presente estudio se presentan medias,
rango minimo y maximo, desviacién estandar
de las variables primarias utilizadas para elcal-
culo de los IPN y el porcentaje de complicacio-

nes ajustadas por cada IPN y grupos de riesgo.

Resultados y Discusion

Hasta la fecha 25 pacientes han sido incluidos
en el estudio, las caracteristicas de los indivi-
duos son las siguientes; la edad media es de
64.7 anos, el 44% son hombres y el 56% mu-
jeres, el 40% refirieron padecer diabetes melli-
tus tipo Il (DM 11),el 28% hipertension arterial,
12% enfermedades autoinmunes, 20% recibid
quimioterapia previo a la cirugia, 4% radiote-
rapia y la combinacion de éstas un 12%, la lo-
calizacion del tumor primario se comporté de
la siguiente manera: 28% tumores de pancreas,

24% gastricos, 8% esofagicos y un 40%.

Se calcularon las medias, valor minimo,
valor maximo y desviacién estandar de los pa-
rdmetros antropométricos; porcentaje de pér-
dida de peso, tiempo de pérdida de peso en
meses, IMC, circunferencia de brazo y pliegue
cutaneo tricipital y se estadificaron segun el
riesgo (leve, moderado, alto) para cada IPN los

resultados se describen el cuadro 1y 2.
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Cuadro 1. Variables Antropométricas ajustadas para el IPN Onodera.

IPN Onodera N Minimo Maximo Media DS
Riesgo Alto

IMC (kg/m2) 25 15.9 29.7 21.8 33
Pérdida de peso (%) 25 -6.7 435 20.6 9.8
Tiempo de la pérdida (meses) 25 2.0 12.0 5.8 3.1
Pliegue cutdneo tricipital (mm) 25 4.0 18.0 10.0 4.3
Circunferencia de brazo (cm) 25 14.0 30.0 23.5 4.2

Cuadro 2. Variables Antropométricas ajustadas para el IPN original y adaptado.

IPN original y adaptado N Minimo Maximo Media DS
Riesgo Bajo

IMC (kg/m2) 1 29.74 29.74 29.74 -
Pérdida de peso (%). 1 22.3 22.3 22.3 -
'(I'ri]:aen;gsc‘))de la pérdida de peso 1 6.0 6.0 6.0 B
Pliegue cutdneo tricipital (mm) 1 18.0 18.0 18.0 -
Circunferencia de Brazo (cm) 1 30.0 30.0 30.0 -
Riesgo Moderado

IMC (kg/m2) 5 20.78 25.0 22.3 1.5
Pérdida de peso (%). 5 -6.7 22.6 11.9 11.7
'(I'rir(]aen;g?)de la pérdida de peso 5 4.0 12.0 6.4 3.2
Pliegue cutdneo tricipital (mm) 5 8.0 18.0 12.6 3.7
Circunferencia de Brazo (cm) 5 20.0 23.6 23.6 3.2
Riesgo Alto

IMC (kg/m?2) 19 15.98 26.2 21.2 3.1
Pérdida de peso (%). 19 9.8 435 22.8 8.5
(Triﬁe”s‘gg)de la pérdida de peso 19 2.0 120 5.7 3.2
Pliegue cutaneo tricipital (mm) 19 4.0 18.0 9.0 3.9
Circunferencia de Brazo (cm) 19 14.0 29.5 23.1 4.4

Ademas, se calcularon las medias, valor tuberculosisy se agrupo por subgrupo de riesgo
minimo, maximo y desviacion estandar de los para cada IPN como se describe en cuadro 3 y
valores séricos de (ALB), (TSF) y (#L), asi como 4.
los milimetros de induracion de la (PSCR) para

14



Cuadro 3. Variables bioquimicas ajustadas al IPN original y adaptado.

IPN Original y Adaptado N Minino Maximo Media DS
Riesgo Bajo 1

Albumina (g/dl) 1 3.4 3.4 3.4 -
Transferrina (mg/dl) 1 188.0 188.0 188.0 -
Linfocitos (#) 1 1.25 1.25 1.25 -
PSCR (mm) 1 8.0 8.0 8.0 =
Riesgo Moderado

Albumina (g/dl) 5 2.8 3.2 2.9 0.18
Transferrina (mg/dl) 5 155.0 181.0 169.2 10.8
Linfocitos (#) 5 0.99 33 1.8 0.94
PSCR de induracion (mm) 5 4.0 8.0 5.8 2.0
Riesgo Alto

Albdmina (g/dl) 19 1.7 3.2 2.3 0.44
Transferrina (mg/dl) 19 59.0 208.0 118.6 39.69
Linfocitos (#) 19 0.45 1.5 0.92 0.28
PSCR de induracion (mm) 19 0.0 5.0 0.93 1.86

Cuadro 4. Variables bioquimicas al IPN Onodera.

IPN Onodera N Minimo Maximo DS
Riesgo Alto 25
Albumina (g/dl) 25 1.70 3.4 0.50
Transferrina(mg/dl) 25 59.0 208 41.96
Linfocitos (#) 25 0.45 3.30 0.59
PSCR (mm) 25 0.0 8.0 2.95
Los resultados preliminares en

cuanto al desarrollo de complicaciones se

describen de maneragréfica y clara a con-

tinuacion en el cuadro 5y 6.
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Cuadro 5. Porcentaje de complicaciones postquirurgicas detectadas por el IPN Onodera.

Complica-
IPN Onodera Complicaciones N ci%/r;es
Riesgo Alto
Sepsis 25 36.0
Sepsis Abdominal 25 40.0
Fistulas 25 36.0
Infeccion de vias urinarias 25 0
Neumonia 25 20.0
Dehiscencia 25 28.0
Falla Cardiaca 25 8.0
Evento Cerebral Cardiovascular 25 0
Falla Respiratoria 25 16.0
Choque hipovolémico 25 64.0
Muerte 25 52.0




tado.

i Complica-
IPN originaly Complicaciones N ciones
Adaptado %
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| Fswes s | w0
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Muerte 19 63.2

Cuadro 6. Porcentaje de complicaciones postquirurgicas detectadas por el IPN original yadap-
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D. .o
ISCUSION

El presente estudio identificd de manera uni-
forme a aquellos pacientes con riesgo alto de
desarrollar complicaciones postquirurgica.s tal
y como también lo reportan (Borda, Miranda, et
al., 2017) en un estudio retrospectivo realizado
en Espafia con pacientes de cdncer gdstrico en
elque se utilizé el IPN Onodera vy el cual evalué
el riesgo de dehiscencia, infecciones, sangra-
do vy fistulas postquirdrgicas y el cual concluyo
que el 38% de los pacientes que desarrollaron
complicaciones obtuvieron un IPN <45y el 13%
de los que no desarrollaron complicaciones ob-
tuvieron un IPN >45. En un metaanalisis que
realizaron (Yang, Gao et al., 2016) también con-
cluyeron que El IPN fue un indicador predictivo
de supervivencia y complicaciones postopera-
torias, y se asocio con caracteristicas clinico-pa-
toldgicas en pacientes con cancergastrico. Sin
embargo, un IPN bajo no se asocid significati-
vamente con una supervivencia general pobre
en pacientes con cancer gastrico en el estadio
IV, éste ultimo resultado fue parecido a los re-
sultados preliminares del presente estudio. En
otro estudio realizado en Japdn por Japdn (Shi
& Zhang, 2019), las conclusiones fueron las si-
guientes El IPN Onodera 243 preoperatorio fue
un mejor factor prondstico independiente para
la supervivencia. Asimismo, en uno de los po-
cos estudios prospectivos que existen (Bailon &
Cuadrado., et al., 2018). El IPN mostrd ser un
factor predictivo independiente para el desa-
rrollo de complicaciones tras la cirugia curativa
del cancer colorrectal. En nuestro pais (Luvian,

Gonzalez, Sagrario et al, 2019) refieren que el
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PNI Onodera es un factor prondstico significa-
tivo e independiente en pacientes con Cancer
Colorrectal para pacientes con diagnostico de
cancer colorrectal. Cabe mencionar que existen
variables que son determinantes en el desarro-
llo de complicaciones postquirurgicas y que no
necesariamente se asocian al estado nutricio-
nal y/o inflamatorio, tal es el caso de una de
nuestras pacientes con diagnostico de cancer
gdstrico en células en anillo de sello quien re-
firid incluso aumentar un 6.7%de su peso ha-
bitual en los ultimos 3 meses y quien ademas
obtuvo los siguientes puntajes: IPN Onodera:
Riesgo alto, IPN original y adaptado: riesgo mo-
derado y valores séricos de albumina y trans-
ferrina aceptables, lamentablemente fallecid
pues durante el transquirdrgico encontraron
margenes positivos a malignidad lo cual ame-
rito reintervenir dando como resultado una
fuga anastomoética del ascenso eséfago-yeyuno
anastomosis y finalmente la paciente fallecid
por sepsis. Lo cual nos confirma que existen va-
riables fuera del alcance del estado nutricional
y/o estudios con mayor grado de control para

poder establecer aseveraciones mds concretas.

Conclusiones

Los resultados en el IPN original y adap-
tado parecen presentar adecuada concordan-
cia, el IPN Onodera podria sobreestimar la tasa
de complicaciones postquirdrgicas y nopermite
estadificar por grupos de riesgo como si lo per-
mitié el IPN original y adaptado.
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Introduccion

La tuberculosis bovina (TBb) sigue siendo uno
de los problemas mas graves de la ganaderia
en todo el mundo, especialmente en los paises
en desarrollo, donde la estrategiade “prueba y
sacrificio” utilizada por los programas de con-
trollocal no es totalmente aceptada o es eco-
némicamente inviable [1-9]. En la actualidad, el
agente vacunal para combatir la TB es el Bacilo
Calmette-Guérin (BCG). Esta cepa se ha admi-
nistrado a personas como vacuna contra la TB

desde 1927 y es una de las vacunas humanas

~—————" maés utilizadas entodo el mundo [10].
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Los estudios han demostrado que la vacu-
nacién contra la TBben ganado bovino reduce
la transmision (no la infeccidn) al reducir el nu-
mero de animales con lesiones, el nimero de
lesiones por animal, el tamano de las lesiones
y las cargas bacilares tisulares. Se ha informado
que la proteccidén es mejorcuando los terneros
se vacunan temprano después del nacimiento,
de dos a cuatro semanas de edad con 105 a 106
UFC, con una posible revacunacién entre unoy
dos afios paramantener niveles adecuados de
inmunidad. No se han observado diferencias
en la eficacia entre las cepas danesas y Pasteur.
La vacuna es segura y no exacerba ni cura la in-
feccion.

La debilidad de la vacuna BCG y su efica-
cia protectora altamente variable en el control
de la tuberculosis ha llevado a varias estrate-
gias para desarrollar nuevas vacunas. Una me-
todologia emergente para abordar estos dos

inconvenientes es la utilizacién de adyuvantes

y nanoparticulas (NP), que pueden lograr la li-
beracién dirigida y controlada de los antigenos

y mejorar la respuesta inmune [12].

Los factores que favorecen la absorcién y
la fuerte estimulacién de la respuesta inmune
de las vacunas basadas en quitosano son sus
caracteristicas fisicoquimicas (tamafio, forma,
carga superficial, componentes, su hidrofilici-
dad y lipofilia) [13]. Las propiedades atractivas
del quitosano, como su bioadhesién, biocom-
patibilidad, biodegradabilidad, bajo costo y
capacidad de abrir uniones estrechas interce-
lulares, han llevado a la investigacién del quito-
sano. Las particulas de quitosano han sido am-
pliamente estudiadas para la administraciéon

oral de genes, vacunas y proteinas [14].

El propdsito de este estudio fue evaluar
diferentes formulaciones de vacunas con BCG
solo o concomplejos de quitosano mediante un
esquema de inmunizacién subcutaneo y un re-

fuerzo en unmodelo de caprino.
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Metodologia

Animales experimentales: Se utilizaron 35 cabritos nubios, alpinos y cruzas, de entre 2 y 3 meses

de edad, procedentes de hatos libres de TB fueron divididos aleatoriamente en 5 grupos.

Grupos
1 2 3 5

BCG + Refuerzo
Control BCG BCG + Refuerzo BCG+Quitosano + Refuerzo

con Quitosano

Reactivacién de Mycobacterium bovis (ATCC®
35744™): El pellet se rehidrato conforme a las
especificaciones del ATCC. Pasadas las cua-
tro semanas se cultivd en medio Stonebrink
y Lowenstein Jensen. Seis semanas después se
procedid a hacer cultivo en medio liquido. Se
tomaron varias colonias del cultivo en medio
Lowenstein Jensen y se agregaron en el medio
Middlebrook 7H9 + ADC + Tween 80 al 20%,
al observarse crecimiento en el medio, este
se centrifugd y el pellet bacteriano se agregd
a medio Middlebrook 7H9 + ADC + Glicerol.
Aproximadamente cuatro semanas después el
crecimiento se observo sobre el medio de cul-
tivo.Los cultivos se centrifugaron, se les agregd
SPGA y PBS 1x estéril a concentracion 1:1 para
su separacion con aguja 23G.

Separacién y cuantificacién de bacterias:
Para separar las bacterias, se tomo el cultivo y
se centrifugd a 3 000 rpm durante 15 minutos,
el pellet bacteriano se lavd con NaCl 0.9% para
eliminar el medio enriquecido, al pellet bacte-
riano se le agregd SPGA y PBS 1x a concentra-
cion 3:1 y se pasd 25 veces por aguja 23G, se
realizd tincion de Ziehl-Neelsen para compro-
bar la separacién de las bacterias. La cuantifi-

22

cacién del niumero de bacterias por mililitro se
realizd porel estandar de turbidez de McFar-
land, utilizando una curva de cloruro de barioy
acido sulfurico al 1%, la lectura de la densidad
Optica (DO) se realizd a 595 nm. Al tener el re-
sultado de la DO dela cuantificacion de interés,
se realizaron diluciones 1:10 en agua destilada
estéril y se cultivaronen medio Stonebrink para
comparar con McFarland.

Preparacién de quitosano y recubrimien-
to de BCG: Para la preparacion de la solucidon
de quitosano al 0.001%, se utilizaron 500 mg de
quitosano de bajo peso molecular (SIGMA-AL-
DRICH)y 4.5 g de cloruro de sodio (NaCl) en 500
ml de agua con 5 ml de 4cido acético a pH 6; la
solucionse dejé en agitaciéon magnética por 24
horas, pasado el tiempo se esterilizd por filtra-
cién con un filtro de jeringa Nalgene (Thermo
Scientific, membrana de acetato de celulosa
de 0.2 um libre desurfactante, carcasa de po-
lipropileno de 25 mm). Para el recubrimiento
de BCG se utilizé un medio de cultivo de BCG
en Middlebrook 7H9 + ADC + Tween 80 al 20%
y se centrifugd a 3 000 rpm durante 10 min, el
pellet se lavd dos veces con NaCl al 0.9%, pos-
teriormente se sonicé en bafio maria 10 min,



la solucién se paso por aguja 23G para separar
los grumos bacterianos y se agregé la soluciéon
de quitosano (0.5 ml/ml) se dejo en agitador or-
bital durante 20 min, la soluciénse centrifugé a
10 000 rpm por 10 min y el pellet se lavé dos
veces con NaCl al 0.9% y se pasé nuevamente
por aguja 23G para separar las bacterias re-
cubiertas. Esta solucién bacteriana seagregd
a medio de cultivo Middlebrook 7H9 + ADC +
Glicerol y se dejo en incubacién por seis sema-
nas, hasta su separacién y cuantificacidn para

su dosificacion.

Viabilidad bacteriana de BCG recubierta
con quitosano: Para comprobar que el quito-
sano no produce muerte de los bacilos se hizo
una prueba de viabilidad bacteriana, creciendo
BCG y BCGrecubierta con quitosano en medio
Middlebrook 7H9 + ADC + Glicerol, la lectura de
la densidad éptica (DO) se realizd por triplica-
do cada 24 horas por 11 dias, posteriormente
cada 48 horas hasta el dia 31, al dia 31 se tomé
muestra del cultivo (100 pl) para microscopia

electrdnica de barrido.

Desafio: La cepa de desafio M. bovis se re-
cogio de un tubérculo en un ganglio linfatico de
vaca en2010 y se cultivd en medio Stonebrink
y posteriormente se pasé a medio Middlebrook
7H9 + ADC

+ Glicerol. Los bacilos se sedimentaron
mediante centrifugacién a 10 000 rpm vy se la-
varon dos veces con una solucién salina con
fosfato (PBS, 0,01 M, pH 7,2). Luego se homo-
geneizd en PBS y se pasd 25 veces por aguja
23G, se realizé tincién de Ziehl-Neelsen para

comprobar la separacién de las bacterias. La

cuantificacion del numero de bacterias por mi-
lilitro se realizé por el estdndarde turbidez de
McFarland y se diluyé a las dosis establecidas 1
x 106 UFC en 3 ml de PBS. Los cabritos se ino-
cularon directamente en la traquea (23G x 25

mm).

Matanza y caracteristicas de las lesio-
nes: Aproximadamente seis meses después
del desafio, los animales experimentales fue-
ron enviados al matadero para inspeccién de
caddveres, conteo de lesiones, y recoleccion
de muestras de tejido para analisis microbiol6-
gicos. El foco de inspeccidnde la canal en los
ganglios linfaticos de la cabeza (retrofaringeo),
torax (mediastinico y traqueobronquial), abdo-
men (mesentérico), pulmdn e higado. Los ani-
males fueron sacrificados de acuerdo con las
recomendaciones de la NORMA Oficial Mexica-
na NOM-033-Z00-1995, Sacrificio humanitario
de los animales domésticos y silvestres, que es

el documento legal que rigeesta practica.

Resultados y Discusion

Viabilidad bacteriana de BCG y BCG + quitosa-
no: Para verificar que el quitosano no causa la
muerte de los bacilos de BCG in vitro, se realizé
una prueba de viabilidad bacteriana. La figura 5

muestra los resultados de esta prueba, la
cepa Phipps de BCG alcanzé su fase logaritmi-
ca de crecimiento intermedio en el segundo dia
de incubacion, y su fase estacionaria a los tres
dias, quemantuvo hasta 16 dias de incubacion.

Posteriormente, hubo un aumento en el creci-
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miento bacteriano en el dia 20 al dia 28, que
disminuye el dia 31. La cepa Phipps de BCG con
quitosano alcanzo la fase logaritmica a los ocho
dias de incubacion, y la fase estacionaria a los
nueve dias, que permanece estable hasta los
12 dias, luego hay un aumento en el crecimien-
to bacteriano hasta el dia 26 y luego disminuye.
Este resultado muestra que el bacilo BCG so-
brevive a pesar deestar cubierto con quitosano

con nuestra preparacion.

0.60

0.55

0.50

0.45

Densidad optica (600 nm)

0.40

0.354

Microscopia electrdnica de barrido (SEM)
de BCG y BCG + Quitosano: Los cultivos de M.
bovis se analizaron bajo el microscopio des-
pués del dia 31 de crecimiento se compararon
las bacterias por microscopia de barrido, en la
Figura 2a se puede observar la morfologia de
los bacilos de BCG a 15 000 X, los cuales se ob-
servan diferentes morfolégicamente a los baci-
los que se encuentran recubiertos con quitosa-
no, el quitosano hace que los bacilos se vuelvan
mas nitidos al ser pasados por el haz de luz (Fi-

gura 2b).

- BCG
4 BCG+quitosano

16 20 25 a0
Tiempo (dias)

Figura 1. Viabilidad bacteriana de BCG y BCG + quitosano en medio 7H9.
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Figura 2. Imagenes SEM de la compara-
cion de BCG sin recubrimiento y BCG re-
cubierto con quitosano en SPGA lavado
con PBS en membrana de filtro de 0.22
pum observado a 15,000 X (a) BCG no re-
cubierto, (b) BCG recubierto con quitosa-
no.

La técnica de recubrimiento o formacion
de esferas y la cantidad de polimero podrian in-
fluir en la capacidad de encapsulacion, libera-
cion e inmunogenicidad del producto. En nues-
tros resultados, observamos que el quitosano
al 0,001% hace que los bacilos se vuelvan mas
nitidos cuando pasan a través del haz de luz.
El SEM reveld diferencias entre M. bovis BCG
recubierto y no recubierto, es posible obser-
var que la mayor influencia en la morfologia (la
presencia de quitosano como biofilm modifica

morfolégicamente la bacteria, haciéndola mas

delgada en comparacion con la que no tiene
quitosano) de la pelicula se debe a la presencia
del quitosano generando cierta adherencia en
las peliculas que se puede apreciar, ya que el
quitosano es facilmente procesable en fibras y
peliculas a partir de una solucién acuosa acida,
la presencia delsolvente lo modifica, pero eso
es un secundario factor. El SEM de los bacilos
BCG sin recubrimiento mostrd la presencia de
seis bacilos con una longitud y un ancho prome-
dio de 1.8 y 0.5 um. El SEM de los bacilos BCG
recubiertos mostré la presencia de seis bacilos
con una longitudy un ancho promedio de 1.3 y
0.5 um. Channarong et al. [15] desarrollé una
vacuna de ADN que contiene liposomas recu-
biertos de quitosano cargados con polyplex
(PLL); usando concentraciones de solucion de
quitosano al 0.05%, 0.1% y 0.2% p / v. Observa-
ron que los tamanos de los liposomas recubier-
tos aumentaban al disminuir el pH debido a la
agregacion de las particulas en la formulacion.
Usamos solo una concentracién de solucién de
quitosano al 0,001% p /v con un pH de 6. Como
en nuestro experimento, el SEM de los liposo-
mas recubiertos de quitosano se observa con

mayor paso de luz.

25



Cuadro 1. Numero de animales de cada grupo experimental con lesiones visibles después de
la vacunacion contra la TB y desafiados con una cepa de tipo salvaje en un modelo de cabra.

Animales
con

Grupo

safiados
6/6

6/7
5/7
2/7

A W N B

lesiones/animalesdee-

Proporcion

100
86
71
28

Conclusiones

Se demostré que el quitosano mantiene la via-
bilidad de las bacterias recubiertas sin causar
la muerte del bacilo durante 10 meses después
del recubrimiento. Esto permitiria mantenerlos
almacenados para su uso posterior en vacuna-
cion animal o cultivo bacteriano. Conforme a la
utilizacion de la vacuna BCG, solo o recubierto
de quitosano, en combinacién con refuerzo solo
ocon quitosano tiene el potencial de reducir la
diseminacion de la tuberculosis en el ganado
al reducir el nUmero de animales con lesiones
y el tamafiio de las lesiones en los animales in-
fectados.No obstante, para sacar conclusiones
sobre la utilidad de la vacuna en poblaciones
bovinas, aun estdn pendientes los ensayos de

campo a gran escala en condiciones naturales.
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Resumen

En los ultimos afios, a la industria lechera le ha
interesado la obtencién de altos valores de pro-
duccion de leche (PL), lo quese ha logrado gra-
cias a la combinacion y optimizacion demejo-
ras en el manejo, nutricion y seleccion genética
(Lucy, 2001). La industria ganadera se enfrenta
a grandes desafios, por lo que la produccion
pecuaria debe incrementar su eficiencia (Gor-
ddard, 2012).

La PL, el flujo de la leche y sélidos lacteos,
son el resultado dela interaccidn entre factores
genéticos y medioambientales, dichas carac-
teristicas han sido las de mayor importancia
econdmica para los productores lecheros. Para
tener evaluaciones genéticas precisas de estas

caracteristicas, es necesario mantener un regis-

tro de produccion confiable (Soto,1982; Mago-
fke et al., 2001).

Tipicamente, los animales con el mérito
predicho mas alto se conservan para ser los pa-
dres de la siguiente generacion.Cuando se de-
sea mejorar mas de una caracteristica, el méri-
topuede representarse formalmente mediante
una funcién de los valores genéticos para varias
caracteristicas que se consideren importantes
desde el punto de vista de generar ganancias

econdmicas (Gianola, 2001).

La conductividad eléctrica (CE) se defi-
ne como la capacidad que tiene una solucion
para conducirla corriente eléctrica, en la leche
depende en mas del 60% de la cantidad de sa-
les disueltas (Schulz & Sydow, 1957). En caso

de mastitis, se ocasiona un aumento en la con-
centracién de iones de sodio y cloruro, lo que
ocasiona un aumento en la CE (Roca, 2017) La
medicion de la CE se ha utilizado cotidianamen-

te para diagnosticar los problemas de mastitis.

El estudio del flujo de leche durante el or-
defo proporciona informacion util para mejo-
rar la eficiencia del proceso de ordefio y prote-
ger la salud de la ubre (Sandrucci et al., 2007).
Por lo tanto, ademas de la seleccién de vacas
para una mayor PL, se requiere un flujo de le-
che concomitantemente mayor para optimizar
la duracion del ordefio. Sin embargo, Grindal y
Hillerton (1991) mencionan que las vacas que
se ordeiflan mas rdpido tienen mayor riesgo de

infeccion por mastitis.

El andlisis y la evaluacién de los datos ya
estructurados y organizados nos permiten co-
nocer losparametros productivos, que son un
importante referente para predecir la eficiencia
de las vacas del hato y poder llevar a cabo estra-
tegias para disminuir costos y aumentar la ren-
tabilidadde hato. La medicién del flujo de leche
y CE permitira la selecciéon de un hato unifor-
me, lo que podria significar una reduccion el

costo de produccién.

La estimacion de parametros genéticos,
como la heredabilidad y la repetibilidad, es un
paso fundamental para desarrollar un eficaz
programa de seleccién animal a partir de la
prediccidén de valores genéticos (Utrera, et al.,
2010). Con base en lo mencionado anterior-
mente, este trabajo se realizd con el objetivo
de calcular componentes de varianza y corre-

laciones genéticasentre la PL, FMd, FMx y CE
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bajo un sistema de ordefio automatizado y su
comparacién con los pardmetros calculados en

otros sistemas de ordefio.

Metodologia

Se trabajé con 110 vacas Holstein de primera
lactacidn, segunda lactacién, tercera lactacion
y cuarta o mas lactaciones, en 174 lactaciones
de las cuales 63 son de primera lactacion, 61 de
segunda lactacién, 36 de tercera lactacidon vy
14 de cuarta o mas lactaciones, con 42,006

observaciones diarias y una produccién
total de 1, 619,233.17 Kg. de leche (Grafica 1),
localizadas en un rancho en el municipio del

Marqués, Qro.

Las vacas estaban produciendo leche
bajo un sistema de ordefio robotizado Dela-
val VMS™ (sistema de ordefio voluntario), que
consiste en un maédulo de ordefio que posee
un brazo robdtico, el cual coloca las pezoneras
sin la necesidad de intervencidon humana. Estas

salas sonexclusivas para una vaca por ocasion.

Se ofrecieron dos dietas, con los mismos
ingredientes, pero en diferentes proporciones,
una dieta en periodo de transiciéon y otra en
periodo de PL, estas incluyen ensilaje de maiz,
heno deavena, rastrojo de sorgo, maiz rolado,
semilla de algoddn, pasta de soya, harina de ca-

nola, melaza, vitaminas y minerales.

A través del sistema Delaval VMS™ y Ia
base de datos del rancho se obtuvo la informa-
cién de la PL, FMd, FMx y CE total, por ordefio

y por lactacion.

Figura 1. Produccion de leche de toda la lactacion en las diferentes lactaciones analizadas.
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Para estimar la heredabilidad se utilizo el
algoritmo de maxima verosimilitud restringida
para calcular los componentes de varianza ge-
nética aditiva, del medio ambiente permanente
y la del residual, el estimador BLUE y el predic-
tor BLUP, los cuales suelen ser empleados para
la evaluacion genética en el ganado, para cada
una de las variables sujetas en la investigacion,

seeliminaron los datos atipicos.

Para la estimacion de componentes de
varianza y correlaciones genéticas, se planted

un modelo animal.

Y=Bb+Zu+e

En donde Y es el vector de observaciones
para un par de caracteristicas a la vez, b es un
vectorde efectos fijos (dia de prueba, dias en
leche y numero de lactacién), u es un vector
de efectosaleatorios (animal y medio ambiente
permanente), X y Z son matrices de incidencia

para los vectores b y u respectivamente.

Resultados

Se evaluaron los coeficientes de varian-
za fenotipica y residual bajo un modelo de re-
gresion fijapara el dia de control que permite
variaciones del ambiente a través de una lac-
tacion (Uribe, 2001). Con un total de 42,006
observaciones diarias para 174 lactaciones, los
niveles promediode PL para el dia de control
fueron de 38.55 +- .06 Kg., con una desviacién
estandar de 12.05 Kg.

En la Grafica 2, se muestra el comporta-
miento productivo de las diferentes lactaciones
medidasdurante toda la lactacion, y en la Grafi-
ca 3, observamos el comportamiento producti-

vo en los diferentes afios de medicion.

Para las caracteristicas de PL, FMd, FMx y
CE de leche se estimaron los componentes de
varianza aditiva, ambiental permanente y del
residual (Cuadro 1) para después estimar las
heredabilidades, en donde se calcularon de
0.62, 0.44, 0.33 y 0.28, con repetibilidades de
0.70, 0.48, 0.84 y 0.77 respectivamente. En el
Cuadro 2 se muestra la correlacion genética es-
timada para las caracteristicas de PL, FMd, FMx
y CE.
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Figura 2. Comportamiento de las lactaciones medidas
durante todo el periodo de lactacion.
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Figura 3. Comportamiento de la produccion de leche
en los afios de medicion.
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Cuadro 1. Componentes de varianza genética aditiva, ambiente permanente y varianza
residualpara produccion de leche, conductividad eléctrica, flujo medio y flujo maximo

de leche.
Produccion | Conductividad Flujo Flujo
de leche Eléctrica Medio Maximo
VarianzaGenética
. 183.60 0.11 0.05495 0.06502
Aditiva
Varianza
delAmbiente 23.74 0.09866 0.08282 0.1088
Permanentes
Varianza
87.78 0.1292 0.02493 0.05189
Residual

Cuadro 2. Correlaciones genéticas entre la producciéon de leche, la conductividad

eléctrica, el flujo medio y el flujo maximo de la leche.

Produccion Conductividad Flujo Flujo
de leche Eléctrica Medio Mdximo
Produccion de 1 -0.16690 -0.6117 7666
Condyctividad -0.16690 1 0.3546 0.5351
Flujo Medio 0.6117 0.3546 1 0.7422
Flujo Mdximo -0.7666 0.5351 0.7422 1
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Discusion

Los indices de herencia fueron calculados por
el modelo animal, se estimé la h? y la r? para
laPL, FMd, FMx y CE de la leche. El rango de
h? estimados en ganado Holstein en México es
de 0.13 a 0.57 (Valencia et al., 2008; Abubakar
et al., 1987; Sosa, 1980; Lépez et al., 2009),
entretanto la h? de PL observada en este tra-
bajo fue de 0.62 con una r? de 0.70. Markos y
Touchberry (1970), estimaron una h>de 0.165 a
0.37, valores similares encontrados por notros
conunah®de0.33y0.28,yunar’de0.84y0.77
para el FMd y el FMx, respetivamente. Se han
registrados valores moderados para la h* de la
CE, con rangos de 0.12 a 0.36 (Norberg, 2004),
los cuales fueron inferiores a los estimados por

nosotros, con una h’de 0.44 y una r> de 0.48.

La h? para PL es un poco mas elevada que
las registradas anteriormente en México, se
consideraque uno de los aspectos que influyd
en el valor obtenido de h? en PL es debido a
la variabilidad de cada dia de observacion. En
general los valores estimados de h? coinciden
con rangos registrados por otros autores, con
excepcion de la PL, que tiene una h? alta y no

medio alta.

Samaraweera et al (2018), reportan co-
rrelaciones genéticas de CE y la PL positiva baja
de 0.09, entretanto que nosotros estimamos
una relacién baja y negativa de -0.1669. Sama-
raweera et al (2018) también reportan correla-
ciones genéticas positivas y medias para el flujo
de laleche conla CEyla PL, de 0.29 y 0.44 res-
pectivamente. En el caso de flujo de leche y PL

estimamos valores altos y negativos de -0.6117
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y -0.7666, en tanto que, para la correlacion ge-
nética de flujo de leche con CE, fue positiva y
alta, de 0.5351.

Conclusiones

El andlisis de la produccidn de leche bajo un
modelo animal mostro valores elevados de he-
redabilidad y repetibilidad, pero valores negati-
vos altos de correlaciones genéticas asociadasa

la produccidn de leche.

La conductividad eléctrica es un indica-
dor adecuado para la mastitis. En el estudio
calculamos una heredabilidad media alta, por
lo que el rasgo puede ser adecuado para su
uso en la seleccion genética, sobre todo una
gue incluya la seleccién contra mastitis, lo que

también puede ser un reto.

A pesar de que los valores para heredabi-
lidad para produccion de leche y conductividad
eléctrica son altos y medio altos para el flujo de
la leche, es importante hacer un estudio con un
numero de registros mayor para mejorar la pre-
cision de los resultados. Resulta de gran impor-
tancia un analisis con una mayor cantidad de
observaciones, animales y lactaciones, lo que
permitird incrementar el nivel de certidumbre

de los resultados arrojados en la investigacion.
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Introduccion

La composicidn corporal (CC) cambia al
envejecer y estd asociada a enfermedades. Va-
rios indicadores enddcrinos tienen un impac-
to regulador en la CC. La miostatina (MSTN) es
una miocina que afecta la masa grasa y es un
fuerte reguladornegativo de la masa muscular
(Schuelke et al., 2004). MSTN elevada se ha re-
lacionado con baja en masa muscular y sarco-
penia, sindrome metabdlico y mayor grasa cor-
poral (Elkina et al., 2011; Pinheiro et al.,2017).
La MSTN es reguladapor la Folistatina (FST) con
la consecuente induccion de mecanismos de
sintesis de proteinas musculares y la neutra-
lizacion de la MSTN (Lee et al., 2010). Ambas
proteinas cambian con la edad, y su liberacion
parece estar influenciada principalmente por
el ejercicio (Ratkevicius et al., 2011). La Irisina
(IRI) acttia sobre la hipertrofia masa muscular
(Reza et al., 2017) por mecanismos sinérgicos
al ejercicio (Sliwicka et al., 2017). El IGF-1 re-
gula la accidn de la MSTN vy tiene accién sinér-
gica con FST sobre la masa muscular. El IGF-1
tiene un rolprincipal en la reparacion del tejido
muscular inducido por entrenamiento intenso
(Song et al., 2013). La testosterona (TEST) im-
pacta en la masa muscular y mayor cantidad de
masagrasa; baja TEST se asocia con pérdida de
fuerza en extremidades inferiores y mayor can-
tidad de grasa visceral (Roy et al., 2002). MSTN,
FST, IGF-1y TEST coinciden en un solo mecanis-
mo molecular para estimular la expresién de
genes mediado por SMADs, mTOR, AKT y FOXO,
gue regulan la masa muscular esquelética y la
composicion corporal (White et al., 2013; Chien
et a_I., 2013).

e

El tipo de ejercicio afecta los niveles de
los marcadores endécrinos. El ejercicio aeré-
bico de ligeraa moderada intensidad no tiene
efecto sobre TEST y afecta negativamente IGF-
1y MSTN (Nishidaet al., 2010). En contrapar-
te, el entrenamiento intenso mejora los nive-
les de TEST en mayores (Hayes et al., 2017). El
entrenamiento de fuerza es capaz de modular
los niveles de IGF-1 y TEST,asi como el catabo-
lismo en obesos y saludables (Mangine et al.,
2015; Sheikholeslami- Vatani, 2017). Conocer
el impacto del entrenamiento sistematico mix-
to sobre la CC permite contribuir aldesarrollo
de intervenciones en ejercicio, asi como en el
control bioldgico del entrenamiento en atletas
master. En este proyecto se analizé la asocia-
cién de estos marcadores con la CC (masa grasa
VS masa magra) en atletas master con entrena-
miento mixto (aerébico-anaerdbico) con fines

competitivos.

Metodos

Estudio transversal descriptivo y de asociacio-
nes se realizd en 62 adultos de entre 30 y 70
anos (27 + 2.8 anos) divididos en dos grupos:
el grupo con entrenamiento sistematico (ES) y
el grupo sin entrenamiento sistematico (ENS).
Los criterios de seleccidn se muestran en la
Cuadro 1. El grupo de ES tenia un nivel de acti-
vidad fisica (NAF) 21.6, de >450min/semana de
ejercicio, eran nadadores master que se entre-
naban bajo un sistema de tolerancia lactica dos
veces por semanay practicando esta actividad
al menos durante 5 afios previos. El grupo de

Entrenamiento No Sistematico (ENS) tenia un
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NAF<1.5 y realiza <180min/semana. Este estu-
dio fue aprobado por elcomité de ética Facul-
tad de Ciencias Naturales de la UAQ. Los par-
ticipantes proporcionaron su consentimiento
informado.

Parametros evaluados

a. Andlisis de antropometria y composicion
corporal.

Se determinaron estatura, peso, cintura,
masa grasa (MG) indice de masa grasa (IMG),
indice de masa libre de grasa (IMLG), indice
de masa muscular esquelética (IMME) por
Bioimpedancia Eléctrica

(mBCA 525).

compartimental

b. Parametros bioquimicos: biometria hemati-
cay quimica sanguinea.

c. Determinacion del nivel de actividad fisica
y entrenamiento.

Para determinar la condicién fisica en na-
dadores, se determinaron los tiempos en es-
tilo libre realizados en 50 y 400m., asi mismo
se determindel nivel de actividad fisica y la

asistencia a entrenamiento.

d. Miostatina y marcadores endodcrinos de

actividad muscular. Niveles séricos de
parametros enddcrinos como miostatina
(MSTN), cortisol (COR), asi como anabdlicos
tales como folistatina (FST), IGF-1, irisina
(IRI), testosterona (TEST) e insulina (INS) que

se determinaron por ELISA.
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Analisis estadistico

Se muestran como las medias + error estandar
(SE). Se determind la normalidad de los datos
y pruebas de homocedasticidad. Modelo lineal
general Univariado y Multivariado se realizaron
paraanalizar las diferencias en la composicion
corporal, parametros bioquimicos y endocri-
nos ajustados por covariables. Para el andlisis
entre la composicion corporal y los marcadores
endocrinos se usaron correlaciones parciales
ajustados por sexo y edad. El poder estadistico
fue

>80%. p<0.05 fue considerado como significa-
tivo. Andlisis fueron con el programa SPSS ver-
sién 23.0.

Resultados

Caracteristicas de los participantes

El grupo ES tuvo niveles mas bajos de indicado-
res de grasa como ICE, MG% e IMG, asi como
glucosa, HOMA-IR y TG, pero mayores niveles
de HOMA-S y pardmetros de magrez como
MLG%, FFMI, MME e IMME en comparacién
con el grupo ENS (Cuadro 1).

Marcadores endocrinos

POI" grupo
Marcadores anabdlicos como TEST e IGF-1 fue-

ron mas altos en el grupo ES, mientras que los

parametros catabdlicos como MSTN y COR fue-



ron mas bajos en el grupo ES (p<0.001) (Cuadro
2).Ambos niveles de TEST y COR fueron mas al-
tos en el grupo ES. FST e IGF-1, dos activadores
fisiolégicos fuertes de masa muscular, tenian
una asociacion negativa en ambos grupos. En
particular, IMLG e IMME se asociaron positi-
vamente con MSTN en el grupo ENS, mientras
que MSTN e IGF-1 se asociaron positivamente
con IGF-1 e IRl negativamente en el ES (Cuadro
3). Esto es coincidente con el analisis de re-

gresion lineal (datos no mostrados).

. .-
Discusion

En este estudio, los niveles séricos de marca-
dores endocrinos involucrados en la CC fueron
diferentes entre los grupos ES y ENS. Los nive-
les de MSTN tienden a ser mas altos en indi-
viduos con obesidad (Zhu et al., 2014). No se
encontraron diferencias en los niveles de MSTN
entre los jovenes sanos y los jugadores univer-
sitarios de baloncesto y levantadores de pesas
(Han et al., 2017). Después de un programa de
ejercicios, los niveles de MSTN se asociaron
con la aptitud fisica y el menor riesgo de fragili-
dad en hombres mayores (Arrieta et al., 2019).
En nuestro estudiolos niveles de MSTN fueron
mas bajos en el grupo ES, que podria ser reflejo
del tipo deentrenamiento durante el envejeci-

miento.

IGF-1 activa las vias de senalizacion del
control de masa muscular y se conoce como un
mediadorde acciones anabdlicas de la hormo-
na de crecimiento (Velloso, 2008). Los niveles

de IGF-1 han mostrado ser mas altos en atletas

jévenes de élite y no élite que en sujetos sanos
(Sartorio et al.,2004; Han et al., 2017), asi como
en atletas master que sus contrapartes seden-
tarias (Herbert etal., 2016). Se ha demostrado
gue una resistencia mixta y un programa de alta
intensidad aumentala actividad del eje GH/IGF-
1 en sujetos entrenados (Williams et al., 2011).
Los sujetos en el grupokES de este estudio mos-
traron niveles mds altos de IGF-1 que los suje-
tos ENS, probablemente inducidos por los es-
timulos anabdlicos crénicos del entrenamiento

de ejercicio de tolerancia al acido lactico.

Los niveles de COR fueron mas altos en
el grupo ES. Se sabe que el ejercicio de entre-
namiento deintensidad moderada a alta pro-
vocara un aumento significativo en los niveles
séricos de COR (Hills, 2008). EI COR puede au-
mentar la degradacién de las proteinas después
del ejercicio. Este proceso es crucial para el pro-
ceso de remodelacion de MME inducido por el
ejercicio (Hckney & Walz 2013; Morgan et al.,
2016). Aunque el COR induce efectos catabdli-
cos sobre el musculo esquelético e induce uso
de aminoacidos como combustible en ejercicio
(Sharo et. al., 2010), esasacciones parecen ser
beneficiosas para el proceso de recuperaciéon
del ejercicio. Aunque la INS puede favorecer el
incremento de la masa grasa, como en nuestro
estudio, no se encontré dichaasociacion, pro-
bablemente porque se trata de en sujetos sin

obesidad y fisicamente activos.

El ejercicio ejerce un papel importante en
el mantenimiento de la masa magra. IGF-1 e IR
parecendesempefiar un papel importante en la
promocién de factores miogénicos al envejecer

(Lee et al., 2017). En este estudio existieron
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dos hallazgos relevantes. Los niveles mds bajos
de IRI se encontraron en el ES en comparacién
con el grupo ENS, consistente con otros estu-
dios (Huh et al.,2014). Se ha demostrado que
el ejercicio puede afectar tanto a los niveles
de MSTN como a IRI, tanto en atletas de élite
expuestos a hipoxia a gran altitud como en an-
cianos después de un programa de ejercicios
individualizado por resistencia. Curiosamente,
en atletas entrenados los niveles de IRl dismi-
nuyeny el MSTN aumenta después de sélo 2 se-
manas de ejercicio extenuanteen altitud, pero
con una pérdida significativa de MLG y peso to-
tal. Por el contrario, después de unprograma de
entrenamiento, los niveles de IRl aumentaron
mientras que MSTN y MLG se mantuvieron sin
cambios. Correlaciones negativas entre IRl y
MSTN apoyan el rol supresor de IRIsobre MSTN

inducido por el ejercicio.

Conclusiones

En conclusidn, al parecer los marcadores
estudiados no tienen una asociacion con indica-
dores demasa grasa en personas sin obesidad.
Indicadores de la CC como el IMLG e IMME pa-
recen estar influenciados de forma distinta se-
gun el grupo. MSTN es un marcador regulador
comun independientemente del entrenamien-
to mientras que IRl elGF-1 parecen influir mas
en sujetos entrenados. Estos hallazgos subra-
yan el papel de los programas de ejercicio en el
mantenimientode la masa magra al envejecer.
Se requiere mas investigacién para identificar
como estos marcadores afectan la salud y el
rendimiento de la mediana edad altamente ac-

tiva, adultos mayores y personas sedentarias.
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Introduccion

La levadura, microorganismo unicelular euca-
rionte perteneciente al reino fungi, presenta
capacidades de competencia altamente espe-
cificas que le otorgan su caracteristica ubicui-
dad (Muccilli & Restuccia, 2015). La produccién
y secreciones de toxinas de origen proteico o
glucoproteico con efecto letal para cepas sen-
sibles de la misma especie o relacionadas, es
una de las capacidades competentes que cier-
tas poblaciones de levadura presenta (Woods
& Bevan, 1968).

El fendmeno es denominado “levaduras
asesinas” (Killer yeast)y tiene su procedente
en 1963, en la levadura Saccharomyces cere-
visiae (Makower & Bevan, 1963). En ambiente
silvestre, elsistema Killer ofrece a cepas que lo
expresan, la ventaja de generar una defensa
antimicrobiana y una condicion competente,
al permitir la obtencién de nutrientes para el
crecimiento, la adaptacion y supervivencia al
medio y condiciones estresantes (Pieczynska et
al, 2017).

Actualmente, el sistema Killer esta pre-
sente en diversos géneros de hongos y leva-
duras: Williopsis, Pichia, Ustilago maydis, Klu-
yveromyces, Candida entre otros. Cada género
secreta un tipo de toxina diferente y su genoma

es asociado a:

cromosomicos, DNA lineal, RNA segmen-
tados y (Magliani et al. virus conformados por
RNA bicatenario (dsRNA), genes 1997. En S.cer-
evisiae, el fenotipo Killer es originado por la

presencia de dos virus dsRNA (doublé-Strand-

ed RNA) citoplasmaticos extracromosdmicos,
pertenecientes de la familia Totiviridae, de la
clase Micovirus (Buck,1991).

El virus auxiliar L-A (4.6 Kb), por medio
de sus dos marcos de lectura (5'ORF; 3" ORF),
proporciona cdpsides de particulas similares a
virus (Virus Like Particles, VLPs) las cuales otor-
gan estabilidad viral en el citoplasma de la cepa
infectada e intervienen en la replicaciéon de am-
bos virus. Los satelital M, a través de su marco
de lectura abierto (5’ORF) confiere la sintesis y
produccién de las toxinas (Magliani et al., 1997;
Schmitt, 2002). Se han identificado cuatro ti-
pos de virus M en S.cerevisiae ScV-M1 (1.8 Kb),
ScV-M2 (1.5 Kb), ScV-M28 (1.9 Kb), ScV-MKlus
(2.0-2.1 Kb), los cuales permiten la sintesis de
las toxinas K1, K2, K28 Y Klus respectivamente,
ademads de componentes de auto-proteccion
hacia la propia toxina secretada (Magliani et al.,
1997; Rodriguez-Cousiiio et al., 2011).La toxina
Killer 1 (K1), es la exotoxina mas estudiada has-
ta el momento. Dentro de la cepa de levadura
es encontrada como una preprotoxina (pptox),
compuesta por cuatro dominios: 5, dominio li-
der encargado del plegamiento y secrecion de
la toxina; a, dominio que posee dos regiones
hidrofébicas que facilitan la insercién de la to-
xina madura a la membrana plasmatica dela
cepa sensible; B, péptido central que contiene
tres sitios de N-glucosilacion necesarios para la
maduracion de la toxina; B, dominio requerido
para establecer unién en la pared celular de la
cepa sensible. La toxina madura es conformado
y secretada por los dominios a-B unidos me-
diantepuentes disulfuro (Magliani et al., 1997).

A pesar del descubrimiento en los afios 60’s del
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efecto Killer en levaduras sensibles, el blanco
molecular de la toxina K1 no fue determinado
hasta el afo1999. A partir de la secuenciaciéon
del genoma de S.cerevisae, se encontro a través
de uno de susmultiples marcos de lectura, un
canal de potasio con dos dominios de poro en
tandem, denominado TOK1 (Two domains Ou-
twardly Potassium K* Channel), con la funcién
de rectificadorsaliente de potasio y el cual , al
sufrir delecién del mismo no presentaba tener
un fenotipo de importancia ya que, la levadu-
ra podia sobrevivir sin su presencia (Ketchum,
1995). Consecuentemente, en 1999 se precisé
que el canal TOK1 era el potencial blanco mole-
cular de latoxina K1. El efecto Killer observado
es vinculado hasta el momento con un aumen-
to en la probabilidad del estado abierto del ca-
nal, lo cual desencadena un flujo descontrolado
iones de potasio hacia el espacio extracelular,
evento el cual culmina con la muerte celular.
(Ahmed et al., 1999). Asimismo se ha sugerido
que las cepas Killer (productoras y secretoras
de toxina) exhibenuna inmunidad a su propia
toxina, esto a causa de emplear la preprotoxina
(pptox) como medida de autoinmunidad des-
de el espacio intracelular (Sesti et al, 2001). El
empleo de sistemas de expresién heterdloga,
técnica de biologia molecular, representa una
oportunidad para la caracterizacion del me-
canismo Killer, eliminando los factores intrinse-
cos propios de la levadura que no han permiti-
do hasta el momento una descripcién concreta
del sistema, asi como el estudiode la expresion

genética en un marco mas amplio.

Actualmente se tiene precedente de la

expresion de manera transitoria del canal TOK1
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en célulasde rindn embrionario (HEK-293) (Sal-
dana,C., 2002)

Metodos

Cultivo celular

Se emplearon las lineas celulares MCF-7 y MCF-
12F (Michigan Cancer Foundation clona 7 vy
12F).Las lineas celulares son células ductales de
tejido mamario. La linea celular MCF-7 procede
de unamujer caucdsica de 69 afios de edad me-
diante una biopsia de un adenocarcinoma me-
tastasico. La linea celular MCF-12F tiene origen
de una mujer caucdsica sana a través de una
cirugia de rutina (ATCC 2019b, 2019a).

El mantenimiento del cultivo celular se
realizd en cajas de 60 mm, mediante el empleo
del medioDMEM (Medio de Eagle Modificado
por Dulbecco) como medio de cultivo, suple-
mentado a su vezcon SBF (Suero Fetal Bovino)

al 10%, penicilina y estreptomicina.

El cultivo celular se llevd a cabo retiran-
do y desechando el medio base de la caja de
cultivo mediante aspiracion para la adiccion
consecuente de un 1mL de solucién de Verseno
para una incubacion de 1 minuto a 37 °C, esto
con la finalidad de propiciar la eliminacién de
desechos celulares. Seguido del tiempo deter-
minado, se prosiguid a ser aspirada la solucion.
Posterior a este paso, se afiadid 200 L de trip-
sina para la disgregacion de uniones celulares,
apoyado con una disgregacion mecanicay lava-
do de la base de la caja de cultivo, por medio de
un piteteo constante en toda el area de cultivo

evitando la formacion de burbujas. El tiempo



de disgregacién estuvo delimitado hasta logar
una dispersién homogénea de una mono capa
de células en toda la caja de cultivo observada,
empleando un microscopio invertido para su
visualizacidon. Una vez obtenida una adecuada
dispersion, se procedié la adicion de mililitros
restantes de medio DMEMsuplementado para
la desactivacidn de digestion enzimatica y el al-
canzar un volumen total de 3mL. Los paramet-
ros de cultivo estandar fueron incubacion a
37°C a una concentracion de CO2 AL 5 % para

ambas lineas.

Insertos, secuencia de interes.

La secuencia TOK1, blanco molecular de siste-
ma Killer, fue el inserto de interés a expresar
en laslineas celulares MCF-7 y MCF-12F. Este se
encontraba contenido en el plasmido pGEMA,
vector de clonacién con alta eficacia que con-
tiene sitios de clonacion y viable para el uso en
la trasformacion bacteriana. Su obtencion fue
mediante el corte enzimatico de BamHI y Notl

en losextremos 5’ y 3.

Para la expresidon en células de mamifero,
se empled el vector pcDNA 3-EGFP en el cual
se realizéla construccion molecular con las en-
zimas BamHI y Notl para la insercion del canal
TOK1. El vector contiene un promotor citome-
galovirus (CMV) el cual permite una expresion
de alto nivel y estabilidad de expresion genéti-
ca (Elegheert et al., 2018).

Ambos plasmidos se encontraban conte-
nidos en la clona DH5-ALPHA, clona bacteriana
transformada mediante el uso de la técnica de

choque térmico.

Extraccion de material genético de
Intereés.

Para la obtencién ambos plasmidos se empled
la técnica de Midiprep, la cual tiene el funda-
mento de purificar plasmidos de la bacteria
transformada, eliminando material bacteriano
(genoma, organulos, membranas celulares y

pared celular).

Se partié de un inoculado de 250 mL de
cultivo bacteriano de la cepa transformada con
PGEMA-TOK1, pcDNA 3-EGFP y se realiz6 un
cultivo de 24 horas en agitacion a 28 °C, 120
rpom en medio LB+AMP.

Restriccion enzimatica.

Para la liberacion del inserto de interés TOK1
del plasmido pGEMA y la apertura del plasmido
pcDNA 3-EGFP vy realizar la construccion mole-
cular pcDNA 3-EGFP-TOK1 se empled las enzi-
mas de restricciéon BamHI y Notl en el sentido
del corte 5’-3’ en una incubacidn de corte de 24
horas a37 °C.

Extraccion de material geneético a par-
tir de gel de agarosa.

Para la extraccién de material genético procesa-
do con el corte enzimatico BamHI-Notl, se em-
pledel kit de Wizard® SV Gel and PCR clean-up
System Technical.
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Resultados y discusion

El material genético obtenido de la lisis alcalina
bacteriana fue sometido a cuantificaciéon por
medio del uso de nanodrop, mediante el uso
de 1ul de cada muestra. El material plasmido
pcDNA 3-EGFP tiene indice de pureza acepta-
ble en la relacion 260 nm/280 nm, indicando
gue se encuentra libre de contaminantes como
como proteinas. No obstante, las muestras del
materialpPGEMA-TOK1 no exhiben dicha pureza,
puesto que la relaciéon es menor al rango “puro”
aceptablel.8-2.0.

En cuanto a la relacién 260 nm /230 nm,
de igual forma muestras de pcDNA3-EGFP
muestran mejor pureza en cuanto a las mues-
tras pGEMA-TOK1, indicando que estas ultimas
pueden tener contaminantes de fenoles. La
falta de pureza puede ser debido a la contami-
nacion de EDTA al momento de realizar la lisis
bacteriana procedente de la Midiprep, los cua-

les infravaloran la muestra en 0.270.3.

Como resultado del corte enzimatico
BamHI-Notl para ambos plasmidos, apertura
de pcDNA 3- EGFP, pGEMA-TOK1, la obtencién
de banda fue mayor en pcDNA 3-EGFP ver-
sus pGEMA-TOK1, esto posiblemente debido
al poco material genético cuantificado por el
nanodrop. Un posible factor interferente en
la obtencién de una cantidad significativa de
material genético es a que el pldsmido pGE-
MA con el inserto TOK1 resulte toxico para la
bacteria transformante y esto limite la dupli-
cacion de la misma, afectando directamen-

te a clonacién del plasmido. Con ende a lo
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anterior, la recuperacion de la banda de gel
de agarosa solo se aplicé al pcDNA 3-EGFP,
la cual exhibe en visualizacion ultraviole-
ta (UV) una banda grande y bien delimitada.
Ahora bien, en el laboratorio de investigacion
se ha logrado realizar transfecciones exitosas
con vectores que permiten visualizar la expre-

sion del reportero GFP.
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Figura 1. Visualizacion pcDNA 3—EGFP
digerido con BamHI-Notl y extraido de
gel de agarosa al 1%. La obtencion por
el empleo del kit de Wizard® SV Gel and
PCR clean-up System Technical, permi-
tio la recuperacion eficiente de la ban-
da correspondiente al pcDNA 3-EGFP
con un grado depureza alto



Figura 2. Clonas de lineas celulares MCF-7 transfectadas empleando el plasmido

pSEW -GFP (conmutaciones al azar por radiacion Ultra Violeta-UV), mediante el mét-

odo de CaCly; visualizacion a escala de grises.

Como se observa en la figura 2, se ha ob-
tenido una transfeccion transitoria exitosa en
las 4 clonasutilizadas de la linea celular MCF-
7. Sin embargo, el reportero GFP se exhibe en
mayor o menor grado en cantidad e intensidad
comparado con la clona GFP-control (sin muta-
ciones). La diferencia en estos parametros pue-
de ser debido a las mutaciones producidas al
azar mediante radiaciéon UV las cuales ocasio-
nan dafio en el DNA y RNA produciendo forma-
cion de dimeros de pirimidina y otros dimeros
de menor estabilidad que afectan la estructura
del DNA e interfieren en la replicacidonytrans-
cripcién del mismo (Ghodke et al., 2014).En el
caso del plasmido, se puede relacionar la mu-
tacion en la estructura del barril de la proteina
GFP la cual rodea el cromdforo para garantizar

su funcién (Stepanenko et al., 2011).

Conclusiones

Se ha logrado el corte enzimatico de pcD-
NA 3-EGFP y el inserto de TOK1 contenido en el
plasmidopGEMA con las enzimas BamH1-Not1,
las cuales ofrecen el generar extremos comple-
mentarios para realizar la construccién mole-
cular pcDNA 3-EGFP-TOK1. La construccion mo-
lecular tiene la finalidad de ser empleada para
la transfeccion y expresion heterologa en lineas
celulares de mamay con ello se realice el estu-
dio de los elementos minimos del sistema Ki-
ller, presente en S. cerevisiae, para el presente
proyecto del canal TOK1, blanco molecular de
la toxina.La expresion heterologa del sistema
permite expandir horizontes con posibles apli-
caciones biotecnoldgicas como, el control de
proliferacion celular mediante un blanco mo-

lecular dirigido.
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Introduccion

El uso constante de antibidticos promotores de
crecimiento en la nutricién animal, ha dado pie
al desarrollo de resistencia bacteriana (Smith,
1999; Gorback, 2001; FAO, 2013), lo cual pue-
de ser perjudicial tanto para los animales como
para los consumidores, en la busqueda de com-
puestos para sustituirlos de las dietas se han
evaluado diversos productos, como es el caso

de las sustancias humicas (SH).

Las SH se originan de la descomposicion
de la materia organicay se encuentran de ma-
nera natural en el agua de bebida, el suelo y
lignito. Los componentes de las SH son el acido
hdmico, 4cido fulvico y huminas; estas molécu-
las contienen en las cadenas laterales grupos
funcionales que les confieren diferentes cuali-
dades (coloidales, espectrales, electroquimicas
y de intercambio de iones) (Islam et al., 2005).
Con SH extraidas de minas de leonardita, y SH
purificadas, se han demostrado beneficios en
la productividad, integridad intestinal, respues-
ta inmune, proteccion antioxidante y condicio-
nes de estrés en pollos de engorda, gallinas de
posturay cerdos (Ozturk et al., 2010; Pisakikova
et al., 2010;

Taklimi et al., 2012). Dado que, las SH
también se encuentran en altas concentracio-
nes en las lombricompostas preparadas con
estiércol de animales domésticos, debido al
proceso de humificaciéon (Gémez et al., 2013),
con el uso de lixiviado de humus de lombriz se
observé mayor productividad, digestibilidad vy
retencidon de energia, nitrégeno y cenizas en

pollos (Gdmez y Angeles, 2015). También, con
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un extracto de SH (ESH) provenientes de lom-
bricomposta, se encontraron mejoras en la per-
meabilidad intestinal y reduccion de la trans-
locacién bacteriana en higado (Maguey et al.,
2017).

En el presente trabajo se evalud un ex-
tracto de sustancias humicas (ESH) obtenida de
una lombricomposta preparada con estiércol de
animales domésticos como promotor del creci-

mientoen pollos de engorda.

Metodologia

Extraccion de SH -- Se prepard una lombricom-
posta con excretas de borrego, el estiércol fue
colectado y secado a temperatura ambiente,
se afiadid a la lombricomposta como fuente
de alimento para las lombrices. Las excretas de
lombriz (humus), fueron colectadas y se seca-
ron a 35°C, una vez secas, fueron trituradas y

procesadas para la extraccion de las SH.

La extraccion de SH a partir del humus
se realizé con una serie de tres lavados conse-
cutivos. En la primera fase se depositaron 100
kg de lombricomposta seca en una canaleta de
lavado, los lavados se realizaron con 400 L de
solucién de hidréoxido de sodio (NaOH 0.5M),
300 L (NaOH 0.1M) y 100 L de agua respecti-
vamente, cada lavado se dejé reposar por 24
horas , se filtré y almacend la fraccion liquida
de cada uno. El liquido colectado fue mezclado
y homogenizado paraverterse sobre canaletas
de secado, a temperatura ambiente (35°C) du-
rante 7 dias. El sélido obtenido se introdujo en

una estufa de aire forzado a 55°C durante 48



horas, posteriormente se molié con una criba
de 0.2 mm de didmetro. Para conocer la con-
centracion de AH y AF del extracto de SH se to-
maron muestras del extracto liquido y se some-
tieron al procedimiento descrito por Stevenson
et al. (1984).

La estructura y composicién de los acidos
hdmicos y fulvicos fueron publicadas previa-

mente (Dominguez et al., 2019).

Metodologia de la

prueba productiva

-- El presente trabajo fue sometido a revision
ante el Comité de bioética de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma
de Querétaroy fue aprobado con el folio nime-
ro 108FCN2018. El experimento se llevé a cabo

en Ajuchitlan, Querétaro.

Para la prueba productiva se utilizaron
1200 pollos de la linea Ross 308 de un dia de
edad. La caseta en donde se alojaron es de
ambiente controlado de manera manual, con
criadoras a basede gas. Durante la crianza la
temperatura inicial fue de 32°C y se disminu-
y6 de manera gradual arazén de 2°C por se-
mana hasta alcanzar los 26°C a los 21 dias. El
programa de iluminacién fue de23 horas de luz
por una de oscuridad los primeros siete dias, a
partir del dia ocho tuvieron 20 horas de luz por
cuatro de oscuridad, el agua y alimento fueron
administrados ad libitum durantetodo el ciclo

productivo.

Los pollos se alojaron en 40 corrales de
1 x 1.5 m, cada corral fue acondicionado con 5
cm de cama de aserrin y un bebedero de cam-
pana. En cada corral se alojaron 30 pollos. Los
corrales fueron asignados a 5 tratamientos de
forma aleatoria y cada tratamiento tuvo ocho
repeticiones. Los tratamientos usados fueron:
Tx1 (control positivo) con antibidtico y cocci-
diostato, Tx2 0.0% de SH, Tx3 0.15% de SH, Tx4
0.30% de SH, Tx5 0.45% de SH.

En el Tx1 se utilizd Bacitracina Metileno
Disalicilato (BMD) como antibiético y nicarba-
cina como coccidiostato en el periodo de 1 a
21 dias, del dia 22 al 42 se utiliz6 BMD como
antibidtico y salinomicina como coccidiostato.
En el Tx2 (control negativo) no se incluyé BMD
ni coccidiostato.Considerando que el ESH tiene
70% de concentracion, en los tratamientos con
SH se agregaron 214, 428 y 642 g de extracto
sélido se SH por cada 100 kg de alimento en el

Tx3, Tx4 y Tx5 respectivamente.

El ciclo productivo fue dividido en tres
fases, iniciacion (dia 1-14), crecimiento (dia 15-
28), y de finalizacion del dia 29 al 42. Las dietas

fueron elaboradas a base de maiz y soya.

Los pollos fueron pesados al dia 1, 14, 28
y 42 de edad, con estas mediciones se estimé la
gananciade peso por periodo, asi como del ciclo
productivo completo. Se registré el consumo
de alimentopor periodo y del ciclo productivo

completo y se calculd la conversién alimenticia.
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Al dia 10, 24 y 38 de edad, tres pollos de
cada corral fueron sacrificados. Las pechugas
y la canal (pechuga, muslos y piernas sin piel)
fueron pesadas en gramos y se estimé su rendi-
miento. Las tibias se procesaron para la deter-

minacién de materia seca y cenizas.

El contenido de los yeyunos fue colectado
en bolsas estériles para su siembra y conteo de
bacterias lacticas (BAL). Para ello se realizaron
diluciones seriadas de la primera a la séptima,
100 ul de cada tubo fueron sembrados en ca-
jas de Petri con agar de Man, Rogosa y Sharpe
(MRS DIBCO S.A de C.V). Las cajas fueron incu-
badas a 35°C por 48 horas con una atmdsfera
de microaerofilia (5% 0O), utilizando jarras de
anaerobiosis y sobres para microaerofilia (Gas-
Pak Ez,BD Diagnostics, Sparks MD, USA) (Ron-
don et al., 2018; Jin et al., 1996). Los resultados
fueron expresados en log(o) de unidades for-

madoras de colonia (log(0) UFC/g).

Los duodenos y los yeyunos se colecta-
ron en recipientes con formol bufferado al 10%
para su posterior procesamiento histoldgico
con la técnica de inclusién en parafina y tincion
con Hematoxilina y Eosina. Se midid el alto y
ancho de vellosidades, y se calculé el drea de
superficie (ancho x altura /2) (Nabuurs et al.
1993; Taklimi et al., 2012).

Para determinar el niumero de oocistos
excretados por gramo de heces, dos pollos por
corral fueron colocados en una jaula de reja de
metal elevada, a la que se les colocé debajo del
piso unacharola cubierta con bolsa de plastico,
las heces fueron colectadas con cucharillas es-

tériles y se depositaron en bolsas wirl-pack con

52

una proporcion de 50/50 de solucion de dicro-
mato de potasio. Para realizar el conteo de oo-
cistos se depositaron 2 gr de heces en frascos
de centrifugade 50 ml con 40 ml de solucién
salina sobresaturada, se tomé liquido y se lle-
no la cdmara de Mc Master, se cuantificaron
los oocistos por celda con el objetivo 10X. El re-
sultado se multiplicéd por100 y se dividio entre
dos para expresarse en oocistos por gramo de

heces.

A los 42 dias se sacrificaron 3 pollos por
corral y las pechugas (40 por tratamiento) fue-
ron procesadas para determinar la calidad de
la carne mediante las pruebas de pH, colori-
metria, perdida de agua por goteo, pérdida de
agua por compresién, 1,1-diphenyl-2-picryl-
hidrazyl (DPPH), Potencial reductor del hierro
(FRAP) y sustancias reactivas al acido tiobarbi-
turico (TBARS).

Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizd a través de un
analisis de varianza de una via, con un mode-
lo completamente al azar: Yjj= p + a; + €j, en
donde Yj; son los valores de las variables de
respuesta, i la media general, a; el efecto del
iesimo tratamiento y ejj el valor del error. Para
determinar la diferencia entre tratamientos se
utilizé el método de la minima diferencia. El
tipo de respuesta ala suplementacion de SH, li-
neal, cuadratica y cubica se obtuvo a través de

ecuaciones de regresion.



Resultados y Discusion

Cuadro 1. Comportamiento productivo por efecto de los diferentes tratamientos

- 1 SH% | | | EfectosdeSH
[l Control positivo~ 0.00 015 030 045 EEM= P< Lin Cuad Cub
445 M7 M5 43 40 0259 033 024 094 092
4184 4329 4316 4263 4216 612 040 019 080 088
1323 1327 1313 1295 1314 15504 065 044 031 055
2600 2497 2555 2491 2510 25682 029 074 028 014
Sl

405 A% 416 408 401 0573 017 DO 078 078
267 217 216 213 270 043 042 022 080 088
152 151 150 150 149 0024 093 048 094 094
[RRTREET——

122.1 1184 1190 1188 1191 1658 053 080 095 086
646 63.8 630 621 638 1062 051 08 023 057
1.89 1.86 189 192 187 0026 058 065 017 060
e

Comportamiento productivo de 29-42 dias de edad

21850 2158 2045 1993° 2038 3097 005 OO5 OO0 044
912 836 887 854 854 1582 012 047 010 023
2.40¢ 258 2311 234 230« 0045 001 DS 0.10
L

Comportamiento productivo de 1-42 dias de edad

127.0¢ 1254%  1217¢ 1196’ 1210 1458 001 OO 010 079
60.8 58.4 508 583 587 0577 029 072 028 014
2.09% 215 204= 205 206= 0021 001 DO OO D05

El peso final no mostro diferencias signi-
ficativas entre tratamientos (p20.05). Durante
el periodode 1 a 14 y 15 a 28 dias de edad no
hubo diferencias significativas entre tratamien-
tos. En el periodo de 29 a 42 dias de edad, el
consumo alimenticio fue menor en el grupo
tratado con 0.30%de SH (p0.05) que el res-
to de los grupos y el grupo con 0.15% de

SH presentd la menor conversién alimenticia

—_

p0.01). En el periodo de 1-42 dias el grupo
qgue presentd el menor consumo alimenticio
fue el tratado con 0.30% de SH (p(0.01), la
conversién alimenticia mas bajase presento en
el grupo tratado con 0.15% de SH (p@0.01). La
ganancia diaria de peso no presentddiferencias

entre tratamiento en ninguno de los tres peri-

odos. El peso y rendimiento de la pechuga y la
canal no presentaron diferencia significativa al
igual que el contenido de materia seca y ceni-
zas de la tibia.

En algunos estudios se han observado
reducciones del consumo de alimento en po-
llos alimentados con cantidades crecientes de
SH en el agua de bebida (Ozturk et al., 2010)
o en el alimento (Ozturk et al., 2012), pero en
otros estudios no se reportaron diferencias en
el consumode alimento debido a la suplemen-
tacion de SH en el agua o el alimento (Kocabagli
etal., 2002; Taklimi et al., 2012; Gdmez-Rosales
y Angeles, 2015). Sin embargo, en todos estos

reportes se encontrd disminucidon de la con-
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version alimenticia en pollos suplementados
con las SH (Kocabagliet al., 2002; Ozturk et al.,
2010; Ozturk et al., 2012; Taklimi et al., 2012;
Gdémez-Rosales y Angeles,2015).

En algunos estudios se han reportados in-
crementos de la ganancia de peso y peso corpo-
ral en lospollos suplementados con SH (Koca-
bagli et al., 2002; Ozturk et al., 2012; Taklimi et
al., 2012), lo cual no se observé en la presente
investigacion, esto se podria explicar por el me-

nor consumo dealimento

CP =0SH =0.15SH

9.0

Conteos, UFC(log10)

LAC10
P<0.05 EEM=0.218

8.0 , 2 ab ab . o
7.0 - |
6.0 : -
5.0 -

4.0

3.0 -

2.0 | -
1.0

0.0

P <0.78; EEM = 0.333

En la Figura 1, se muestran los conteos de
las UFC (logio) de Lactobacillus a los dias 10, 24
y 38 deedad por efecto de los diferentes tra-
tamientos. En el conteo realizado a los 10 dias
de edad, el grupo control positivo fue estadisti-
camente igual que los grupos tratados con 0.0,
0.15 y 0.30% de ESH pero fue menor (p0.05)
que el grupo tratado con 0.45% de ESH. Al dia
24 y 38 de edad, no hubo diferencia significati-
va entre el grupo control y los grupos tratados
con ESH.

10.30SH =0.455H

LAC24

LAC38
P <0.88; EEM = 0.272

Figura 1. Conteos de las UFC (log10) de Lactobacillus a los dias 10, 24 y 38
de edad por efectode los diferentes tratamientos.
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La excrecion de oocistos de coccidias a los dias 10, 24 y 38 de edad no mostré diferen-

cia significativa entre el grupo control y los grupos tratados con ESH en ninguno de los

tres periodosevaluados.

Cuadro 2. Evaluacién de las vellosidades de duodeno y yeyuno.

Evaluacion de vellosidades a los 10 dias de edad

DUODENO control positivo 0% SH 0.15 % SH 0.30% SH 0.45% SH EEM P
591.7° 661.9° 639.2° 661° 611.7° 10.611 0.01
26,856" 31,137°  27,961*" 30644  30033" 1083 0.05
YEYUNO
332.3"° 315.9° 365.8° 329 .2° e T 7.028 0.01
76.2% w™ir T2.67 94 5% 84.5° 2374 0.01
127988 12149° 13477 15688° 13498° 546.192 0.01
Evaluacion de vellosidades a los 24 dias de edad
DUODENO
Alto 719.60° 70598  694.83° 736.69°  14.435 0.01
Ancho 96.27°°° 100.29%°  93.78° 102.13° 3.178 0.01
Area 35252°° 36252°°°  33424° 37870°  1525.67 0.01
YEYUNO _
Alto 413.34% 440.35°  474.41°  44594° 43508  9.046 0.01
Ancho 64.02° 76.93° 80.63" 79.94° 78.49° 2.268 0.01
Area 13147° 17209°  19297° 17742  17240° 642825  0.01
Evaluacion de vellosidades a los 38 dias de edad
DUODENOC _
Alto 538.03%" 527.46™ 554.30° 50930° 54682  13.061 0.05
Ancho 102.78 111.67 121.65 109.3 104 .91 7.847
Area 27710° 20351  35056°  28013% 28503  2639.73  0.05
YEYUNO
Alto 754.73° 656.20° 688.90°°  710.51°  711.75° 18398 0.01
Ancho 153 25°%¢ 144 1° 14338 138.85° 158.41° 10.574 0.01
Area —— 48239°  48714°  47808"  54807°° 40747 001

En el periodo de 10 dias de edad, la altura
de las vellosidades del duodeno fue menor en
el grupo control positivo que en los grupos 0,
0.15 y 0.30% de SH (p0.01). El ancho de las
vellosidades no presentd diferencia significati-
va entre los grupos (p0.05). El alto de las ve-
llosidades del yeyuno fue mayor en el grupo
tratado con 0.15% de SH (pR0.01) y el ancho
fue mayor en el grupo tratado con 0.30% de SH
(p0.01). El area de las vellosidades del duode-

no, fuemenor en el grupo control positivo y en

el grupo con 0.15% de SH (p0.05). En el yeyu-
no, el areade las vellosidades fue mayor en gru-
po con 0.30% de SH (p0.01).

En la evaluacion a los 24 dias de edad,
la altura de las vellosidades en el duodeno
fue menor en el grupo tratado con 0.30% de
SH (p0.01). El ancho de las vellosidades en el
duodeno fue estadisticamente igual entre los
grupos tratados con SH y el grupo control po-
sitivo (pRl0.05). La altura de las vellosidades en
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el yeyuno, fue mayor en el grupo tratado 0.15%
de SH (pRl0.01). El ancho de las vellosidades del
yeyuno fue menor en el grupo control positivo
que en los grupos tratados con SH (p0.01). El
area de las vellosidades intestinales en el duo-
deno fue estadisticamente igual entre el grupo
control positivo y los grupos tratados con SH
(p20.05) y enel yeyuno el area fue mayor en el
grupo tratado con 0.15% de SH (p0.01).

En la evaluacién de vellosidades intesti-
nales realizada a los 38 dias de edad, la altura
y el ancho de las vellosidades no presentaron
diferencia entre los grupos tratados con SH y
el control positivo. La altura y el ancho de las
vellosidades fue menor en grupo con 0% de SH
(p?0.01). En elarea de las vellosidades del duo-
deno, el grupo con 0.15% de SH fue mayor que
el control positivo,pero igual al resto de los gru-
pos (pR0.05). En el yeyuno el area de las vello-
sidades del grupo control positivo fue igual que
el grupo con 0.45% de SH y ambas mayores que

los demds grupos (p0.01).

Los resultados de diversos estudios con-
cuerdan entre si, al demostrar un aumento en
la altura delas vellosidades y la profundidad de
las criptas con lainclusidn de acidos humicos en
las dietas depollos de engorda (Disetlhe et al.,
2017; Yasar et al., 2012). No obstante, el estu-
dio realizado porTaklimi et al. (2012), mostro
un aumento en la atura de las vellosidades
del intestino delgado y una disminucion en la
profundidad de las criptas cuando se incluye-
ron acidos humicos en la dieta.El efecto de los
acidos organicos como el acido himico en el
alimento de los pollos podria ser significativo

para estimular la proliferacion de las células de

56

las criptas normales, mejorando la renovacion
y el mantenimiento de tejidos sanos (Leeson et
al., 2005; Panda et al., 2009).

Conclusiones

La disminucion en el consumo de alimento no
afectd negativamente la ganancia de peso y me-
jordla conversion alimenticia, lo que favorece a
la produccién avicola ya que pueden disminuir

el costode produccién.

Esto puede deberse a que la estructura
y composicion de las SH pueden repercutir en
el mejor aprovechamiento de los nutrientes
disponibles, favorecer a las bacterias benéficas
del intestino y promover la integridad de las ve-
llosidades intestinales, por tales razones las SH
pueden ser unaalternativa util para la produc-

cién avicola sin antibioticos.
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La expresion de mi R-3/8 en tejido

adiposo visceral humano se asocia con

resistencia a la insulina
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Introduccion

La OMS define al sobrepeso y la obesidad
como una acumulacion anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud.
De acuerdo a datos de la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricién 2018-19, la prevalencia com-
binada de sobrepeso y obesidad en poblacion
adulta es del75.2% (1).

La obesidad condiciona cambios en el te-
jido adiposo blanco (TAB) que contribuyen al
desarrollo de Rl. Cuando se excede la capaci-
dad de almacén de los adipocitos del TAB, los
acidos grasos libres (AGL) se acumulan de for-
ma ectdpica en drganos y tejidos como el pan-
creas, higado y musculo esquelético, contribu-
yendo con el desarrollo de Rl (2). A su vez, la
hipertrofia de los adipocitos compromete el flu-
jo sanguineo en estas células, lo que promueve
su hipoxia y muertepor necrosis, esto favorece
la infiltracion de macrdéfagos los cuales forman
estructuras de tipo corona alrededor del adipo-
cito muerto. Los macréfagos liberan citosinas
proinflamatorias como la interleucina 6 (IL-6),
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
proteina C reactiva (CRP), las cuales interrum-
pen la via de sefializacion de la insulina (3,4).
La obesidad también se asocia con cambios en
la funcidon endocrina del TAB, incrementa la ex-
presidny secrecion de leptina y disminuye la de
adiponectina, todos estos cambios contribuyen

con el desarrollo de Rl (3).

La epigenética se define como cambios
heredables en la expresidn génica sin que exis-

tan modificaciones en el ADN. Entre los meca-

nismos epigenéticos se encuentran los miARN,
los cuales se definen como un ARN no codifi-
cante, de una longitud de 20-23 nucledtidos,
de expresion endégena y que actian a un nivel
post-transcripcional. Un miARN, reconoce la re-
gién 3'UTR de un mARN, la interaccién miARN-
MARN lleva a la degradacion del mensajero o a
la inhibicion de su traduccidn (5). Por otra par-
te, es importante destacar que el control de la
expresion génica por los miARN es compleja, ya
gue un solo miARN puede regular hasta 1000
genes y un solo gen puede ser regulado por
diferentes miARN (6). Estudios realizados con
tecnologia de analisis masivos, han encontra-
do miARN diferencialmente expresados en TAB
humano asociados al exceso de grasa corporal
(7,8). Arner et al. encontraron una reduccion
de la expresidon de miR- 378 en tejido adiposo
subcutdneo (TAS) de sujetos con obesidad (8).
Por otro lado, se ha reportado un aumento en
la expresion de miR-378 durante la diferencia-
cién de adipocitos en TAS (9). También, se ha
encontrado que este miARN podria regular la
expresién de adiponectina, al unirse a la re-
gién 3’UTR de su mensajero (10). Por lo tanto,
el objetivo de estudio fue analizar la expresion
de miR-378 en TAV humano y su asociacién con

exceso de grasa corporal y RI.

Metodologia

Estudio transversal comparativo, en el cual se
invitd a participar a mujeres y hombres adultos
del8 a 60 afios de edad, los cuales fueron inter-
venidos por cirugia electiva (funduplicatura de

Nisseny colecistectomia abierta o laparoscopia)
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en el Hospital General del Estado de Querétaro.
Todos los participantes recibieron informacién
tanto oral como escrita de los procedimientos
del estudioy se les dio a firmar una carta de
consentimiento informado. Los sujetos fueron
clasificados en tres grupos de estudio; sujetos
normopeso sin resistencia a insulina (NR, n=
10), sujetos con sobrepeso y obesidad sin re-
sistencia a la insulina (SOB/OB sin RI, n= 10) y
sujetos con sobrepeso y obesidad corporal con

resistencia a la insulina (SOB/OB con RI, n=9).

Se tomaron medidas antropométricas
que incluyeron el peso, la talla, circunferencia
de cintura ycircunferencia de cadera. La deter-
minacién del porcentaje de grasa corporal total
se hizo mediante bioimpedancia eléctrica. De
acuerdo a los criterios de la OMS, los partici-
pantes se clasificaron en normopeso (IMC18.5-
24.9 kg/m?), sobrepeso (25.0-29.9 kg/m?) y
obesidad (30.0-39.9 kg/m?).

Se tomd una muestra de sangre en ayu-
nas mediante puncion venosa. La determina-
ciéon de glucosa, colesterol total, colesterol
LDL, colesterol HDL vy triglicéridos se hizo me-
diante espectrofotometria automatizada. El
analisis de insulina se hizo mediante un ensayo
de ELISA. Laresistencia a la insulina se calculd
mediante el indice HOMA (Homedstasis Model
Assessment) utilizando la calculadora HOMA2
(v2.2.3) de ©Diabetes Trials Unit, University de
Oxford. Para definir resistencia a la insulina se
tomé un punto de corte > 2.50 (11). La determi-
nacion de leptina, adiponectina, TNF-a, IL-6 y

CRP se hizo mediante un ensayo de ELISA.

La toma de la biopsia de epipldn la hizo el
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cirujano encargado del procedimiento quirurgi-
co. Unavez obtenida la biopsia se lavé con solu-
cién salina estéril, se cortd en trozos pequefios,
se guardden sobres de papel aluminio y se con-
geld en nitrégeno liquido hasta su transporte
al Laboratorio de Endocrinologia y Nutricion
donde la muestra se almacend a -802C para su
posterior andlisis. Para la extraccidon de ARN, se
peso alrededor de 100 mg de tejido, las mues-
tras fueron molidas con nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino. La extraccion se hizo con
TriZol (TRIzol ™ Reagent, Invitrogen) de acuer-
do las indicaciones del fabricante. La cuantifica-
cién se hizo mediante espectrofotometria utili-
zando un NanoDrop (Thermo Scientific™ ONE,
Wilmington). Finalmente se verificé la integri-
dad por electroforesis con geles de agarosa al
2%. El andlisis de miR-378 se hizo de acuerdo
a la metodologia Stem-Loop RT-qPCR, pro-
puesta por Chen et al (12).El diseiio de los ce-
badores se realizé de acuerdo a Czimmerer et
al (13). Las secuencias maduras para el miARN
se tomaron de la base de datos de miRBase;
hsa-miR-378 (MIMAT0014999). El analisis del
mensajero de adiponectina (ADIPOQ) se hizo
mediante g-PCR. La expresion génica secalculd
utilizando el método AACt, se utiliz6 RNU6 para
normalizar la expresién de miR-378 y actina

para normalizar la expresion de ADIPOQ.

Para analizar las diferencias en las varia-
bles antropométricas, metabdlicas y la expre-
sion diferencial de miR-378 se utilizé un analisis
de la varianza ANOVA con un Post-hoc de Tukey
y una t de Student. Se utilizaron correlaciones
parciales de Pearson para medir la asociacion

entre la expresion de miR-378 con las variables



metabdlicas y el mARN de ADIPOQ. La signifi-
cancia estadistica se establecid con un valor de
P <0.05.

Resultados y discusion

En relacidn a las variables antropométricas y
de composicién corporal, como era de esperar-
se, los sujetos con SOB/OB con y sin RI, tuvie-
ron mayor IMC, porcentaje de grasa corporal
ycircunferencia de cintura que el grupo NR (P
<0.05). En relacién a las variables metabdlicas,
el grupo de sujetos con SOB/OB y RI, presen-
taron mayores niveles de insulina y HOMA-IR
en comparacion con los SOB/OB sin Rl y los NR
(P <0.05). No se encontraron diferencias signi-
ficativasen glucosa sérica y el perfil de lipidos
entre los grupos de estudio. Los sujetos NR
presentaron menores concentraciones de CRP
(P=0.035), leptina (P= 0.005), IL-6 (P= 0.037)
y mayores concentraciones de adiponectina
(P=0.026) en comparacién con los sujetos con
SOB/OB con R, pero similares a los sujetos con
SOB/OB sin RI. No se encontraron diferencias
las concentraciones de TNF-a entre los grupos

de estudio.

Diferentes estudios han utilizado tecnolo-
gia de andlisis masivos para determinar miARN
diferencialmente expresados en TAB asociados
a la acumulacién de grasa corporal (7,8). Arner
etal. encontraron una reduccién de la expre-
sién de miR-378 en TAS (8). En este estudio no
se encontraron diferencias en la expresién de
miR-378 entre tres grupos de estudio; sin em-
bargo, cuando el analisis se realizd de acuerdo

al diagndstico de IR, se observd una tendencia

en la reduccién de miR-378 en grupo de sujetos
con IR (P= 0.05). Se realizaron modelos de co-
rrelacidonparcial de Pearson para analizar la aso-
ciacion entre la expresion de miR-378 con las
variables metabdlicas. Se encontré una asocia-
cién negativa entre la expresion de este miARN
con las concentraciones de insulina (r=-0.441,
P=0.035), HOMA-IR (r=-0.433, P=0.035) y lep-
tina (r= - 0.575, P= 0.004), los analisis fueron
ajustados por sexo, edad y porcentaje de grasa

corporal.

La adiponectina es una adipocitocina
que posee propiedades antidiabéticas y anti-
inflamatorias (14). La hipoadiponectemia se
ha asociado al Rl, diabetes mellitus 2 (DM2),
hipertension arterial, sindrome metabdlico,
dislipidemias y enfermedades cardiovasculares
(15). Ishida et al. reportaron que el miR-378
podria estar involucrado en el control de la ex-
presidon de la adiponectina al unirse a la regiéon
3’UTR de su mensajero. En este estudio, no se
encontré asociacion entre la expresién de miR-
378 con las concentraciones de adiponectina
(r=0.127, P= 0.562) y el mARN de adiponecti-
na (r= 0.122, P= 0.546). La adiponectina se
expresa de forma predominante en el TAS, el
mMARN de adiponectina es 33% menor en TAV
comparado con SAT (16). Las diferencias con
lo anteriormente reportado, podrian deberse
a que el analisis del mMARN de adiponectina se
hizo en TAV. De acuerdo a Ortega et al. miR-378
incrementa su expresion durante la diferencia-
cién de adipocitos en TAS (9). Se reportado un
aumento en la proporcién deadipocitos visce-
rales pequeios en sujetos con DM2, la expan-

sion del TAV se asocia con Rl (17). Aligual que
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en el SAT, miR-378 podria estar involucrado en

la hiperplasia en el VAT contribuyendo con el

desarrollo de RI.

Conclusiones

La expresion de miR-378 en tejido adiposo visce-

ral humano estd asociada con la resistencia a la

insulina, posiblemente mediante un mecanismo

independiente de la expresion de adiponectina.
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Introduccion

El sindrome metabdlico es el conjunto de al-
teraciones metabdlicas que son consideradas
como factores de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y diabetes;
esta condicidn representa en la actualidad un
importante problema de salud publica a causa
del constante incremento en su prevalencia, en
gran parte debido al aumento en las tasas de
obesidad y sobrepeso en poblacion de nifios
y jévenes como consecuencia de la tendencia
hacia habitos no saludables caracterizados por
una alimentacidn deficiente y la falta de ejer-
cicio fisico regular. Esta situacion resulta alar-
mante dado que los grupos de riesgo para el
diagndstico de este padecimiento cada vez son
en edades mdastempranas. En los Ultimos afios
se han realizado diversas investigaciones acer-
ca de la relacion de los cronotipos con altera-
ciones metabdlicas, observando que el crono-
tipo vespertino o tardio estd mds asociado con
complicaciones de salud, entre ellas la obesidad
y sobrepeso, ansiedad, depresion y diabetes,
entre otras; siendo asociado a habitos defi-
cientes de alimentacidn y actividad fisica. Se
ha encontrado también en la literatura que los
cronotipos vespertinos presentan una menor
actividad fisica durante el dia a diferencia de
los cronotipos matutinos. En el mismo sentido,
el sedentarismo es considerado un importante
factor asociado a la aparicion del sindrome me-
tabdlico. Asimismo, loscronotipos mds apega-
dos a la tarde guardan relacién con un consu-
mo deficiente de alimentos, caracterizado por
un aporte calérico excesivo, tiempos de comi-

da tardios y un bajo consumo de fibra, lo cual

se asocia con el aumento de peso y por conse-
cuencia un factor de riesgo aumentadopara la

presencia de alteraciones metabdlicas.

Metodologia

Se utiliz6 un disefio de estudio observacional
transversal, la poblacién estudio fueron estu-
diantes participantes del Sistema Universita-
rio de Salud de la Universidad Auténoma de
Querétaro (SUSALUD), que contaban con infor-
macién sobre valores bioquimicos de glucosa,
colesterol HDL, triglicéridos; circunferencia de
cintura, alimentacién, actividad fisica y crono-
tipo. Se hizo uso de la base de datos del pro-
grama SUSALUD de la Universidad Autdnoma
de Querétaro, el cual tienecomo objetivo valo-
rar integralmente a su comunidad estudiantil
universitaria. Lo anterior para laobtencién de
informacion de las variables a analizar, que se

describen a continuacidn.

Evaluacion integral

Para fines del presente estudios las areas de
evaluacion que fueron tomadas del programa
SUSALUD son las siguientes:

Mediciones antropométricas: peso, esta-

tura, circunferencia de cintura y cadera.

Analisis bioquimicos: se hizo una biome-
tria hemadtica y una quimica sanguinea de 6 ele-
mentos: glucosa, colesterol total, triglicéridos,
creatinina, albumina, HDL y LDL se calculd con

la féormula de Fridelwald.
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Habitos alimenticios: por medio de fre-
cuencias de consumo de alimentos y cuestio-

nario de habitos de alimentacion.

Evaluacidn fisica: se identificd la fuerza
muscular, agilidad, resistencia y flexibilidad del
individuo, con el fin de proponer actividades
deportivas para el mejoramiento postural y de
fuerza fisica. Loanterior utilizando el Cuestiona-
rio Internacional de Actividad Fisica (IPAQ).

Cronotipo: para la determinacién del cro-
notipo de los estudiantes se utilizd el cuestiona-

rio MEQ (Morningness Evenings Questionaire).

Resultados

Se utilizé un analisis a través de las medias con

un nivel de significancia de 0.05, de esta mane-

ra los valores con p < 0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Se encontré
que el indice de Masa Corporal en promedio, es
mayor en los jovenes con cronotipo nocturno,
asi comola circunferencia de cintura y de cade-
ra, lo cual coincide con datos reportados con
anterioridad, sefialando que es debido a facto-
res de habitos deficientes en la alimentacién y
la falta de actividadfisica (Arora & Taheri, 2015;
Valladares et al., 2016).

El porcentaje de grasa corporal también
se ve aumentado en el grupo nocturno respec-
to al promedio, esto pudiera estar relacionado
con el exceso de peso que eleva el IMC, cau-
sado igualmente por habitos deficientes de ali-
mentacion; asi mismo se encontraban elevados

la masamuscular y la grasa visceral.

Cuadro 1. Datos bioquimicos y presion arterial de los jévenes universitarios.

Total Diurno Intermedio Nocturno
Val
Media | + | DE | Media | +| DE | Media | + | DE | Media | + | DE dZ‘:
PA 0
sistélica, 1097 | £ 100 1084 ' 88 1100 | | 1101 * 117 00712
mmHg
PA 142
diastlica, | 723 |t 387 69.4° |t 61 709° 77| 942" & 7| 00007
mmHg
Glucosa, 817 | + 155 814 |+ Y| 819 |+ Y 815 |+| 73 | 09628
mg/dL 2 1
Trigliceridos, . .
rigliceridos, | 1096 | + | 565 1064 |+| °> | 1104 | + | °> | 1107 | +| 71.3 | 0.7941
mg/dL 0 3
Colesterol 10 12
HDL, 508 | + 121 | 516 |+| | 506 |+ | | 500 | +| 10.2 | 0.6759
7 6
mg/dL

PA: Presion arterial, mg/dL: miligramos por decilitro, DE: desviacion estdndar.
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Se encontré que, de los pardmetros al-
terados relacionados con el sindrome meta-
bédlico, un 5% presentaban la presidn arterial
sistolica alterada, un 11% la diastolica alterada,
un 12% mostraba riesgo cardiovascular segun
su dato de circunferencia de cintura, 8 jovenes
tenian un nivel de glucosa alto, el 17% niveles
altos de triglicéridos en sangre y el 15% niveles
por debajo de los recomendados de colesterol
HDL. Es asi que los resultados indican que, a pe-
sar de ser reducida la prevalencia de sindrome
metabdlico en los jovenes de la muestra, los
porcentajes de valores alterados son significa-
tivos, por lo cual deben ser vigilados y tratados

para evitar complicacionesfuturas.

En cuanto al consumo de macronutri-
mentos en la dieta diaria, todas las medias pre-
sentan porcentajes muy parecidos de ingesta
de proteinas (Media total 16.9%). En la litera-
tura se establecen como objetivos nutriciona-
les de un 45% a 65% de carbohidratos, de 10%
a 15% de proteinas, de 20% a 35% de lipidos
(Irazusta Astiazaran et al., 2007). El grupo de
los nocturnos en este estudio mostraban un
mayor consumo de lipidos (33.5%) y los diurnos
el mayor consumode carbohidratos (52.2%); sin
embargo, exceptuando el porcentaje de protei-
nas consumido en promedio por los universi-
tarios, los valores reportados se encuentran

dentro de las recomendaciones propuestas con
anterioridad.

Ademas, los de cronotipo nocturno re-
presentaba el grupo con menor consumo de
fibra de los tres (28.6 g/d), comparado con las
recomendaciones de 26 gramos al dia para mu-

jeres y 36 gramos para hombres (Porter & Nor-

thoff, 2013), resulta deficiente la cantidad de
fibra consumidapor los universitarios, a pesar
de que no se divida por sexo el dato. El grupo
intermedio tenia el mayor consumo de azlcar
en la dieta diaria, el nocturno un consumo ma-
yor de grasas saturadasque se marca con una
diferencia considerable; asi como el consumo
de colesterol que seencuentra por encima de

los otros grupos.

Del total de la poblacién, el 3% cumplia
con 3 parametros para ser diagndsticados con
Sindrome metabdlico, lo que representa a 17
estudiantes; sin embargo, como se aprecia en
la Figura 2, cerca de la mitad (48%) cuenta con al
menos un parametro de los establecidos para el
diagndsticode sindrome por el ATP Ill (Fernan-
dez Travieso, 2016), lo cual resulta alarmante
cuando se habla de jévenes con la presencia
de estos factores que los predisponen a pa-
decimientos como ladiabetes, enfermedades

cardiovasculares, entre otras (Yu et al., 2015).
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Figura 1. Criterios para diagndstico de Sindrome metabdlico.

La clasificacién por cronotipo se muestra en la Figura 3, donde se puede observar que
predominaba el cronotipo intermedio con un 70% (416 estudiantes), seguido por el
diurno (119)y finalmente el nocturno con sélo el 7% del total (42); asi mismo se identific-
aron estudiantes queno contaban con esta informacidn, por lo que se ubican en la grafi-
ca como dato perdido. Los porcentajes son similares a datos reportados anteriormente,
donde predomina en gran parte el cronotipo intermedio (78%) (Valladares et al., 2016).

Alondras
24.9%

Intermedios
66,2%

Figura 2. Clasificacién por cronotipo.
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En la Figura 4 se presenta la prevalencia
de Sindrome metabdlico por cronotipo, siendo
que del 100% de universitarios con este padeci-
miento, la mayoria (67%) pertenecen al grupo
intermedio;sin embargo, es importante remar-

car que de la muestra total de la poblacidn,

predominan los estudiantes con cronotipo in-
termedio con una gran diferencia respecto a los
otros dos grupos, por lo cual no representa una
diferencia significativa para establecer que el

sindrome estd mds relacionado con este grupo.

Alondras [ Intermedios [} Blhos [} Total
40
30
&8
]
2 20
=
o
[
>
-
a
10 I
0 l...' m B
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Figura 3. Prevalencia de factores de sindrome metabdlico de acuerdo al
cronotipo de los participantes

Respecto a los datos dietéticos de la po-
blacion en general, se encontré que un 55%
presentaban un consumo elevado de lipidos,
ademas cerca de la tercera parte mostraba un
bajo consumo de fibra en su dieta y relaciona-
do con lo descrito anteriormente en las Cua-
dros de consumopromedio, casi en el total de
los universitarios (99%) prevalecia un elevado
consumo de azucar.

En cuanto al cuestionario Internacional
de Actividad Fisica (IPAQ Group, 2002) se pue-

de apreciaren la Figura 6 que prevalece un nivel
de actividad fisica bajo en todas las secciones
gue estableceel cuestionario (recreacién, casa,
transporte y trabajo); no obstante, se puede
distinguir que el nivel de actividad fisica alto
prevalece sobre el moderado en 3 de las 4 sec-
ciones y que la mayor actividad fisica reportada
por los universitarios es realizada para trans-
portarse (37.4%), seguida de las actividades
de recreacion (30.8%), valores que resultan de
la suma de actividad fisica moderada y alta de

cada seccion.
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Figura 4. Nivel de actividad fisica por cronotipo

Sindrome metabdlico, siendo que en to-
dos los grupos predomina un nivel bajo; sin
embargo, se puede apreciar que el nivel va de-
cayendo conforme va aumentando el nimero
de criterios.

Conclusiones

En conclusién, los jévenes con cronotipo noc-
turno se asocian a la presencia de algunos fac-
tores indicadores para el diagndstico del sindro-
me metabdlico, tales como la circunferencia de
cinturay la presion arterial diastoélica alteradas.
Asi mismo este grupo presentd un porcentaje
de grasa mayor a los otros grupos y un mayor
consumo de lipidos en la dieta, donde también
se observd un consumo mas elevado de grasas
saturadas y colesterol, asi como un bajo consu-
mo de fibra, estas variables que guardan una
estrecha relacion entre si y ademas pueden
asociarse con el aumento en la circunferencia
de cintura, el peso corporal, los niveles de tri-
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glicéridos y colesterolen sangre, que a su vez
predisponen a la prevalencia del sindrome.

En la misma direccion se puede desta-
car, para este estudio, el consumo elevado de
azucar en la dieta por parte de los jévenes uni-
versitarios en general, lo cual resulta un punto
importante de atencion para la prevencién de
algunas enfermedades de importancia como la
diabetes, la resistencia a la insulina, entre otras
y posibles complicaciones a mediano y largo
plazo.También se destaca que uno de cada dos
estudiantes cuenta con al menos un pardmetro
para el diagndstico del sindrome metabdlico,
ademas de otras variables que aumentan el
riesgo de padecerlo, situacién que indica otra
area de oportunidad para corregir y/o mejorar
habitos que favorezcan al estado de salud de
los universitarios.

La activacioén fisica figura también como
uno de los factores que en niveles adecuados,
contribuyea reducir el riesgo de contraer enfer-
medades metabdlicas, entre ellas el sindrome



metabdlico. Enla poblacién del estudio la acti-
vidad fisica es en su mayoria deficiente en to-
das las areasestudiadas, donde se observa una
relacidon proporcional entre una baja actividad
con un mayor nimero de factores relacionados
al sindrome metabdlico, presentes en los uni-
versitarios.

Por lo tanto, se puede concluir que el es-
tudio realizado puede contribuir en el desarro-
llo de enfermedades metabdlicas, identificando
de manera oportuna los factores que represen-
tan un foco para la prevencion y tratamiento de
las mismas, siendo que con una alimentacién
adecuaday un nivel optimo de activacion fisi-
ca se puede conseguir un impacto positivo en
el estilo de vidade los jovenes para que en un
futuro a corto, mediano y largo plazo se eviten
enfermedades y multiples complicaciones, y asi
se alcance un periodo de vida pleno e integral

mas prolongado.
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Introduccion

Hoy en dia las areas urbanas enfrentan desa-
fios ambientales, por lo que es necesario mejo-
rar su sostenibilidad, resiliencia yhabitabilidad
(MEA, 2005). A causa de una inapropiada mo-
dificacién del espacio se da paso a la urbani-
zacion. Lo que ocasiona diferentes formas de
apropiacién que contindan alterando y afectan-
do la provisién de servicios ecosistémicos de
calidad y cantidad en las cuencas hidrograficas
(FAO, 2007).El concepto moderno de servicios
ecosistémicos, comenzo su uso a raiz del regis-
tro de los efectos negativos sobre el ambiente,
resultantes de la contaminacién, deforesta-
cion, cambio climatico y reduccién de la capa
de ozono, en la décadade 1960 y 1970 (Valen-
cia, 2019). De acuerdo a la Agencia Ambiental
Europea (European Enviroment Agency, 2019),
quien lidera la denominada “Clasificacién co-
mun Internacional de Servicios Ecosistémicos”
(CICES), existen tres tipos de SE: 1)provisién, 2)
regulacién y manutencion, 3) culturales, y 75
servicios especificos (Palma, 2019). La natura-
leza esta siendo redescubierta de varias formas
al interior de la ciudad (Jefferson et al., 2017).
Dentro de ellas podemos encontrar los llama-
dos servicios ecosistémicos urbanos (SEU)
(Pickett et al., 2001). Los cuales pueden encon-
trarse en lotes baldios, parques, cementerios,
patios y jardines, parcelas urbanas, bosquesna-
tivos, praderas, cafiadas, humedales, rios, lagos
y estanques (EEA, 2011). Su importancia radica
en la prestacién de servicios de impacto direc-
to como el control de escorrentia, el control de
temperatura o el control de calidad del aire,

entre otros (Bolud y Hunhammar, 1999). La ur-

banizacién es cada vez mds reconocida como
un agente perturbador que modifica, pero no
excluye su entorno fisico y natural (Platt, 2006).
La modificacidn en la cabecera de la cuenca es
un cambio recurrente en ecosistemas urbanos.
Explicado esto, podemos observar que las ele-
vaciones sobre el terreno de un area urbana
producen que los limites de las cuencas urba-
nas no se comparen con las de una cuenca na-
tural, ya que tienen una pendiente y nivelacién

diferentes (Parece y Campbell, 2015).

Una de las problematicas derivadas de lo
descrito anteriormente, es el cambio en el uso
de suelo,que tiene un considerable efecto en Ia
escorrentia superficial de una cuenca; esto por
el aumento de superficies selladas como te-
chos, entradas de automaviles, estacionamien-
tos y carreteras (Korgaonkar et al., 2018). Por
ejemplo, en una cuenca altamente urbanizada
la infiltracién es del0% al 10% y la escorrentia
aumenta hasta el 90% o 100% (Trapote, 2016).
De igual manera, se incrementa la temperatura
y las islas de calor, efecto del cambio climatico
observado en varias regiones del mundo, sobre

todo en ciudades (Koomen y Diogo, 2015).

Podemos entonces definir que las cuen-
cas forman un complejo mosaico de ecosis-
temas, naturales y manejados (Cotler, 2010).
Al modificar los ecosistemas dentro de una
cuenca, éstos se degradan y cambian su capa-
cidad para proveer servicios (Smith, de Groot,
Perrot-Maitre, & Bergkamp, 2006). Segun el
World Bank (2012) en los siguientes 30 afios
aumentara la vulnerabilidad y disminuira la ca-
lidad de vida de la poblacién urbana, por riesgo

ante los cambiosasociados al cambio climatico
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como aumento de escorrentia, temperatura y
contaminacion de aire. Por lo que el uso del
concepto de SEU en la gestion de la ciudad,
puede desempefiar un papel fundamental en
su reconexion a la biosfera, y en la reduccion
de la huella y deuda ecoldgicade las ciudades,
al tiempo que mejora la resiliencia, la salud y

bienestar de sus habitantes (Gomezet al, 2013).

Actualmente las ciudades asumen un
constante crecimiento urbano, incrementando
el suelo sellado, lo que ha traido problemati-
cas ambientales como contaminacion de agua,
pérdida de vegetacion, aumento de escorren-
tia y temperatura, entre otros. Es necesario
entender los beneficios que los servicios eco-
sistémicos aportan a la poblaciéon, por ello se
propone analizar suabordaje en los planes de
manejo urbano. De modo que se analizaron los
instrumentos de politicapublica para conocer la
calidad y amplitud de inclusién de los SEU del
municipio de Querétaro y en la microcuenca
Colinas de Santa Cruz. Al conservar y aumentar
los SEU, se consiguen beneficios como control
de escurrimiento, de temperatura, habitat para
especies, corredores ecolégicos y bienestar
psicolégico en la poblacién. Es por ello que se
selecciond para esta investigacion, y asi imple-
mentar marcos de referencia orientados a las

cuencas urbanas.

Metodologia

La metodologia se basa en un método cuali-
tativo-cuantitativo, es decir una metodologia

mixta, aplicada para crear un diagnostico so-
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cio-ambiental, de los servicios ecosistémicos
urbanos de cobertura vegetal y regulacion de
escorrentia. Bajo un enfoque de cuenca basa-
do en lo holistico,entendiendo los fendmenos
ambientales y humanos desde el punto de vista
de los actores sociales. Las etapas a seguir son
dos, 1) conocer aspectos biofisicos del control
de escorrentia y cobertura vegetal, y 2) Abor-
daje de servicios ecosistémicos en los planes

urbanos del municipio de Querétaro.

La exploracién biofisica se basa en mé-
todos cuantitativos que permitieron conocer
la oferta de los servicios ecosistémicos urba-
nos relacionados con la cobertura vegetal y
el control de escorrentia. Primero se calculd la
Morfometria para conocer los datos de forma,
relieve y drenaje, se usé el manual elaborado
por Alvares (2017). Como segundo paso se creé
el Uso y tipo de suelo, digitalizando los mapas
de geologia propuestos por Xu et al. (2011) y
el mapa base de geomorfologia propuesto por
Alvarez et al (2017). Lo tercero fue generar un
indice de Vegetaciénde Diferencia Normalizada
(NDVI) para conocer la oferta de la cobertura
vegetal. Lo cuarto fue crear las Zonas funcio-
nales las cuales permiten identificar y clasificar
el espacio mediante la pendiente, orografia y
curvas de nivel. Se aplicé el método propues-
to por Hernandez y Valdés (2018). En cuanto a
los Aspectos climaticos, se generaron los Poli-
gonos de Thiessen para conocer el drea de in-
fluencia que tienen las diferentes estaciones
climatoldégicas, con el método propuesto por
Bateman (2007). Para el Analisis de estaciones
meteoroldgicas se usé la informacién del Ser-

vicio Meteoroldgico Nacional, se generaron las



PMA y TMA. En cuanto al balance hidrico se
usé el método de Chow (1994) Para calcular la

evapotranspiracion.

Para la busqueda cualitativa, se debe te-
ner en cuenta que la metodologia cualitativa
y cuantitativa no son incompatibles, sino que
son complementarias. La investigacidon cuali-
tativa se basa en proporcionar técnicas para
comprender las acciones humanas. En otras
palabras, es un estudio sistemdatico de la ex-
periencia cotidiana. El enfoque que se uso fue
el de Investigacidon-Accion que se basa en la
indagacion y tiene semejanza con la investiga-
cién participante. Se caracteriza por centrarse
en los problemas encontrados, dentro de una
comunidad, pretende aclarar la problematica
y resolverla. La busqueda cualitativa de esta
investigacion se basa en el método propuesto
por Geneletti et al (2020) donde se realizé un
andlisis de contenido cualitativo compuesto, a
través del abordaje de los servicios ecosistémi-
cos urbanos en los planes urbanos del muni-
cipio de Querétaro. Después se determind su
amplitud y calidad de inclusién con férmulas
propuestas por Baker et al (2012), Tang et al
(2010) y Wilkinson et al. (2013).

Resultados y Discusion

En cuanto al andlisis biofisico se generé la in-
formacion sobre aspectos biofisicos, como la
superficie de la microcuenca, el coeficiente de
Gravelius, El relieve. Los indicadores de drena-
je, longitud del caunce principal, relacidon de

bifurcacién, densidad de drenaje. También se

cred un NDVI (figura 1) donde valores entre
-1,0 y 1,0 los cuales representan el follaje de
la vegetacion, los valores negativos correspon-
den al agua o nubes, los valores cercanos a 0 co-
rresponden a rocasy suelo desnudo, los valores
por debajo de 0,1 representan rocas o arena,
los valores de 0,2 a 0,3representan arbustos o
pastizal, mientras que los valores mayores a 0,6
corresponden a zonas muy himedas. En cuan-
to a las zonas funcionales (figura 1) podemos
observar que la parte alta se encuentra entre
las cotas 1895-1967 msnm, la zona media de
1833-1894 msnm y la zona baja de 1806-1832
msnm. La zona baja se ubica sobre gran parte
de la zona industrial, se asienta sobre depdsitos
lacustres y pluviales que va de los 6 a los 10 me-
tros de profundidad. En cuanto a los aspectos
climdticos, se crearon los Poligonos de Thies-

sen donde se demuestra que solo 2

estaciones tienen influencia en la MCSC
(Juriquilla y Carrillo). El balance hidrico arrojo
datos sobre el coeficiente de escurrimiento y

escurrimiento superficial.

En cuanto a la busqueda cualitativa se
analizé el contenido de los planes de desarro-
llo urbano como el Programa de Ordenamiento
Ecoldgico Local, los Planes Parciales de Desarro-
llo de las delegaciones (Centro historico, Epig-
menio Gonzalez, Carrillo Puerto y Félix Osores),
Plan MaestroPluvial 2008-2025, Plan Municipal
de Desarrollo, y el Reglamento de Proteccion
Ambiental y Cambio Climatico del Municipio
de Querétaro; siguiendo el procedimiento pro-
puesto por Geneletti et al. (2020). Se realizé un
andlisis de contenido cualitativo compuesto. Se

seleccionaronlos servicios ecosistémicos urba-
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nos de regulacidon de escorrentia, recarga de
acuifero, regulacion de temperatura, habitat/
corredores bioldgicos, tratamiento de dese-
chos, moderacion de eventosambientales y re-
creacion. Después se determind la amplitud de
inclusién (figura 2), conociendo la frecuencia

de mencién de SEU dentro de los planes. Segui-

NDOWVI septiembe 2020 Microcuenca Colinas do Santa Cruz

2 ol

e

do se calculd la inclusion de SEU dentro de los
componentes de cada plan (informacion base,
objetivos-metas y acciones) (figura 2), se deter-
minaron otros factores como la profundidad de
inclusién y el nUmero de acciones porservicios

ecosistémico urbano.

=dae B e e e b el =t e

Figura 5. Indice de vegetacidn de diferencia normalizada. Elaborado con
informacion de Earth Explorer (2021). Y Zonas funcionales. Elaboracion propia
con informacion de Valdés y Herndndez (2017)
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Conclusiones

Las microcuencas nos aportan diversos recur-
sos y servicios que muchas ocasiones no son
considerados, sobre todo, por la poblacién ur-
bana, es por ello que se hace un mal uso del es-
pacio,selldndolo y alterando sus funciones. Los
SEU que presenta la microcuenca Colinas de
Santa Cruz,como la cobertura vegetal, muestra
un indice de vegetacién normalizada con un
porcentaje medio a bajo, la vegetacion existen-
te no tiene la suficiente capacidad de afrontar
cambios, o bienno se encuentra 100% consoli-
dada, por lo que existe una alta probabilidad de
alteracién sobre sus funciones. Por su parte la
escorrentia presenta valores altos ya que el uso
del suelo no permiteuna infiltracién eficaz, y la
microcuenca es propensa a la aparicion de ave-
nidas pluviales y afectaciones por acumulacion
de agua en la parte baja, sobre todo en la sali-
da del cauce principal. Es necesario conocer la
perspectiva humana de los efectos que el cam-
bio de uso de suelo y climatico estan ocasio-
nando sobre la poblacion. Ya que es notable la
baja capacidad de servicios ecosistémicos que
tiene la microcuenca para afrontar problemati-

cas relacionadas a estos acontecimientos.
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Introduccion

Se estima que en el afno 2050 el nimero de
personas incrementard considerablemente, lo
gue provocara un aumento en la demanda de
alimentos proteicos a nivel global tanto para el
consumo humano como los destinadosal sec-
tor pecuario. En estos tiempos la seguridad
alimentaria y el valor nutritivo de los alimentos
destinadosal humano han cobrado gran impor-
tancia y en este contexto la carne de conejo es
muy valorada por sus propiedades nutriciona-
les, asi como su facil y rdpida produccién (Con-
suegra, 2019). Por otro lado, la pasta de soya
es el insumo mas utilizado como fuente de pro-
teina para la produccion pecuaria en general,
esta contribuye dos tercios de la produccion
mundial de los piensos proteicos (Oil World,
2015). Se han realizado estudios paraencontrar
fuentes alternativas proteicas, ya que el depen-
der de pocas fuentes hace vulnerable al sector
ganadero a distorciones del comercio, disponi-
bilidad yvolatilidad de precios (Peralta, 2019).
Debido a esto es importante investigar fuentes
proteicas alternativas que no compitan de for-
ma directa con la alimentacion humana y sean
sustentables. Una de las materias primas alter-
nativas que se podrian emplear es la microalga
Scenedesmus sp., estas poseen una tasa de cre-
cimiento rapido y altos niveles de proteina por lo
cual tienen una aplicacidn potencial en la indus-

tria de alimentos balanceados para animales.

Metodologia

Analisis qufmicos

Los analisis quimicos se realizaron en el Labo-
ratorio de Nutricién Animal de la UAQ, se efec-
tuaronen la materia prima (microalga, alfalfa,
rastrojo de maiz, pasta de soya y maiz) reque-
ridos para elaborar las dietas experimentales.
Las técnicas se realizaron por triplicado y fue-
ron: materia seca, proteina cruda (PC), cenizas,
extracto etéreo, energia bruta, fibra detergente
neutro (FDN) y fibradetergente acido (FDA). En
el Laboratorio de Suelos y Nutricidn Vegetal de
la Fundacion Produce Querétaro se le analizd
a la microalga proteina verdadera, calcio (Ca),

fésforo (P) y sodio (Na).

Dietas experimentales

Se formularon tres dietas experimentales con
los ingredientes analizados y cumpliendo las
siguientes caracteristicas: isoproteicas con un
16% de PC, isoenergéticas en energia digestible
con 2.4 Mcal/kg y un nivel de FDA del 16%. Dos
dietas contenian microalga Scenedesmus sp. en
dos diferentes niveles 5y 10%, y otra dieta con-
trol con 0%. Las dietas se elaboraron y peletiza-
ron en el ARCUN UAQ.

Prueba de comportamiento productivo

La unidad experimental se conformé por un
gazapo en una jaula de engorda, se utilizaron
30 gazapos recién destetados (35 dias de edad)
gue se distribuyeron de forma aleatoria en las
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tres dietas experimentales, 10 por cada dieta.
La engorda tuvo una duracidén de seis semanas.
Diariamente se peso el alimento ofrecido y se-
manalmente el alimento rechazado, para cal-
cular elconsumo diario de alimento (CDA) por
semana, de igual forma los conejos se pesaron
semanalmente para obtener el peso vivo (PV),
con la diferencia entre los PV de las semanas
se calculd la ganancia diaria de peso (GDP) por
semana y por ultimo la eficiencia alimentaria

(EA) porsemana.

Evaluacion de organos digestivos y
canales

Después de efectuar la matanza de acuerdo
a las normas oficiales NOM-062-Z00-1999 vy
NOM- 033-SAG/Z00-2014. se procedié a de-
sollar y a realizar la evisceracion verde. De los
30 conejos seseleccionaron 18 (seis por dieta)
a los cuales se les disecciond el estémago, el in-
testino delgado yel intestino grueso para medir
el pH de sus contenidos utilizando un potencié-
metro, posteriormente se lavaron y se pesaron
vacios para determinar el peso. Por ultimo, se
tomaron muestras histologicas del duodeno,
yeyuno y ciego para la evaluacién morfométri-
ca en el microscopio de las vellosidades y crip-

tas intestinales.

A continuacion, se realizo la evisceracién
roja y se corté la cabeza para obtener las cana-
les calientes. Cada canal se lavd, secd y peso
para calcular el peso. Se procedié a medir el
pH de los siguientes musculos biceps brachii,

longissimus dorsi y biceps femoris, por ultimo,
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se guardd en refrigeracion a 4 °C durante 24 h,
pasado el tiempo de refrigeracién a las canales
frias se les evalud las caracteristicas anterior-

mente mencionadas (pH musculo en canal fria).

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron en el paquete es-
tadistico SAS. Las variables obtenidas del com-
portamiento productivo se analizaron utilizan-
do un disefio experimental completamente
aleatorizado y un arreglo de medidas repetidas
en el tiempo; mientras que las variables de las
caracteristicas de la canal y morfofisiologia gas-
trointestinal se analizaron con un disefio exper-

imental completamente aleatorizado.

Resultados y discusion

e oo - o

Compos:c:on quimica.

De acuerdo a los resultados de los andlisis qui-
micos (Cuadro 1) la microalga con 40.31 % de
PC pertenece al grupo 5: alimentos proteicos,
de acuerdo a la NRC. El valor de PC obtenido se
sobre estima por el método Kjeldahl que deter-
mina el nitréogeno total, aunque este no proven-
ga de proteinas, en el caso de las microalgas se
considera que de un 2 al 6% del nitrégeno es
no proteico (Vidyashankar, 2014). La microalga
Scenedesmus sp. de la presente investigacion
contiene un 29.94% de nitrégeno proveniente

de proteinas.



Las diferencias entre la microalga y la
pasta de soya son el contenido de minerales,
la microalga contiene mas, esto es por el Ca
que se utiliza en su cultivo. También se puede
observar que la microalga contiene un mayor
nivel de FDN que la pasta de soya, lo que plan-

tea un problema parasu digestion en especies

monogastricas, sin embargo, se debe conside-
rar que el conejo fermentaa nivel cecal y realiza
también la cecotrofia lo cual podria ser una ven-
taja para el aprovechamientode estas materias

primas.

Cuadro 1. Comparacion de la composicidon quimica entre microalga y pasta de
soya

Analisis Principal Scenedesmus sp. Pasta de soya (FEDNA)
Humedad 5.75 12.00

Materia Seca 94.25 88.00

Proteina Cruda 40.31 44.00

Proteina Verdadera 29.94 -

FDN 17.04 12.80

FDA 6.39 7.20

Lignina 4.48 0.40

Extracto Etéreo 3.50 1.90

Cenizas 19.94 6.20

Energia (kcal/k) 4175.17 4705.20

Ca 4.97 0.29

P 1.85 0.64

Na 0.25 0.02

Comportamiento productivo.

Se inicidé con un peso al destete de 680 +
107 g, el promedio del PV alcanzado al finali-
zar la engordafue de 2.0 kg. Los resultados del
comportamiento productivo se presentan por
semana y por dieta en el Cuadro 2. Los resulta-
dos semanales muestran un comportamiento
tipico de la engordade conejo, en donde el CDA
y la GDP aumentan con el transcurso de las se-
manas, pero en las ultimas, la GDP se mantiene
y esto hace que EA vaya disminuyendo. En re-

lacién a las dietas no hay diferencia en el CDA

entre la dieta control (0%) con la dieta 5%, por
otro lado, con la dieta 10% hay un aumento en
el consumo, que el consumo no disminuya al in-
cluir microalga indica que no afecta la palatabi-
lidad, lo que difiere con Battaglini et al. (1979),
que utilizaron 12% de microalga Scenedesmus
acutus y mencionan que disminuye la ingesta

total de alimento.

Pinzén y Rubio (2017) mencionan que el
promedio de la GDP para conejos en engorda

de seis semanas es de 34 g/d, datos similares a
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los obtenidos por las diferentes dietas experimentales delpresente trabajo. Flérez-Del-

gado y Diaz (2019) reportan valores cercanos a la EA obtenida (0.3), evaluaron dietas

a base de forraje con un nivel de PC de 16.41%, teniendo como resultados valores de

EA entre 0.2y 0.4.

Cuadro 2. Comportamiento productivo por semana y dieta experimental.

Semana CDA (g) GDP (g) EA PV (kg)
1 58¢ 19¢ 0.4° 0.8f
2 85¢ 38° 0.4° 1.0¢
3 116¢ 403b 0.4° 1.4¢
4 130° 41° 0.3° 1.6¢
5 1392 32¢ 0.2¢ 1.8°
6 136° 34¢ 0.2¢ 2.0°
Dieta

0% 110° 34 0.3 2.0
5% 108° 34 0.3 2.1
10% 1142 34 0.3 2.1

P

Semana <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
Dieta NS NS NS NS
Semana* Dieta NS NS NS NS
EEM 0.8 0.5 0.01 23.8

abcdef

La evaluacion de canales se observa en el Cuadro 3. Los valores obtenidos de rendimien-
to de canalcaliente y fria entre las dietas experimentales no presentaron diferencias
estadisticas. Herndndezy Palacios (2015) reportaron un rendimiento de canal en cone-
jos Nueva Zelanda con un valor de 45.2%, ligeramente inferior a los obtenidos en este
experimento (49.1 - 50.1%).
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Cuadro 3. Evaluacidn de peso, pH y rendimiento de canal caliente y fria.

Variable 0% 5% 10% P EEM
Canal caliente

Peso (kg) 1.0 1.0 1.0 NS 0.02
RC (%) 50.5 49.5 50.4 NS 0.38
pH BF 7.0 7.0 7.0 NS 0.04
pH BB 7.4 7.1 7.2 NS 0.10
pH LD 7.3 7.2 7.2 NS 0.02
Canal fria

Peso (kg) 1.0 1.0 1.0 NS 0.02
RC (%) 50.1 49.1 49.8 NS 0.34
pH BF 6.0 6.0 6.0 NS 0.05
pH BB 6.1 6.1 6.2 NS 0.07
pH LD 5.9 5.9 5.9 NS 0.04

Rendimiento de canal (RC), biceps femoris (BF), biceps brachii (BB), longissimus dorsi
(LD). No Significante (NS), Error Estdndar de la Media (EEM).

El pH de la canal es un indicador de cali-
dad, los resultados obtenidos por el efecto de
la dieta no muestran diferencia. El pH general
de las canales es de 6.0 esto es superior a lo re-
portado por Ramos (2019) con un valor de 5.8,
estas diferencias se pueden deber a dos facto-
res que intervienen en el descenso del pH que
son el glucégeno disponible y las condiciones
antemortem(Gondret y Bonneau, 1998).

Morfofisiologia gastro intestinal

Los resultados obtenidos del analisis de la
morfofisiologia gastrointestinal se muestran en
el Cuadro 4. Para el peso relativo de los érganos
digestivos vacios no hubo un efecto por la dieta
consumida entre ninguno de los segmentos pe-
sados. Los pH obtenidos de los contenidos gas-
trointestinales no fueron afectados por la dieta
consumida en el estémago, en el segmento el
yeyuno-ileon y el ciego; sin embargo, en el seg-
mento colon-recto al incluir 10% de microalga
Scenedesmus sp. el contenido fue mdas acido
gue en las otras dos dietas entre las cuales no
hubo diferencia. Los resultados son similares a
los reportados por Ramos (2019) en estémago
(1.4-1.6),yeyuno-ileon (7.3 -7.5, ciego (5.9 -6.5)
y colon-recto (6.7).
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Cuadro 4. Morfofisiologia gastrointestinal.

Variable 0% 5% 10% P EEM
Peso (g)

Estdmago 1.2 1.1 1.1 NS 0.62
ID 2.3 2.1 2.3 NS 0.07
IG 3.6 3.7 2.8 NS 0.14
pH contenido

Estomago 1.3 1.39 1.4 NS 0.12
Ciego 5.7 5.8 5.7 NS 0.04
Yey - ile 6.8 6.9 7.0 NS 0.05
Col - Rec 6.2° 6.2° 6.0° <0.05 0.06

Intestino delgado (ID), intestino grueso (IG), Yeyuno — fleon (Yey - fle), Colon — Recto
(Col-Rec). abcMedias con diferente letra de la misma fila son estadisticamente

Los resultados obtenidos de la morfome-
tria de las vellosidades y criptas intestinales se
muestranen el Cuadro 5. La alturay el ancho de
vellosidades en duodeno y yeyuno no muestran
diferenciaspor el tipo de dieta, teniendo valo-
res entre 759a 799 umy 728 a 773 um respec-
tivamente, por otro lado, se tienen las siguien-
tes medidas de criptas del duodeno de 98 a 105
pm, yeyuno de 102a115 um y ciego de 134 a
154, las profundidades disminuyen en los tres
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segmentos evaluados al incrementar la inclu-
sion de la microalga Scenedesmus sp. Aunque
las criptas disminuyen estas seencuentran en-
tre los valores normales al igual que la altura de
las vellosidades segun lo reportadopor Chiou et
al. (1994), altura de vellosidades: duodeno en-
tre 744 a 936 pm, yeyuno entre 574 a766 um;
profundidad de criptas: duodeno entre 110 a
143 um, yeyuno entre 88 a 126 um y ciegoentre
56y 248 um.



Cuadro 5. Morfometria de vellosidades y criptas intestinales.

Variable (um) 0% 5% 10% P EEM
Duodeno
Vellosidad
Altura 791 759 799 NS 8.3
Ancho 105 113 98 NS 2.0
Cripta
Profundidad 1582 138° 100¢ <0.05 1.8
Yeyuno
Vellosidad
Altura 773 728 752 NS 14.2
ancho 104 106 108 NS 2.0
Cripta
Profundidad 1152 105° 102° <0.05 2.0
Ciego
Cripta
Profundidad 1542 141° 134 <0.05 2.4

epMedias con diferente letra de la misma fila son estadisticamente diferentes. No

significativo (NS). Error estdndar de la media (EEM).

Conclusiones

La microalga Scenedesmus sp. tiene una com-
posicidon quimica alta en proteina. En las condi-
cionesexperimentales la inclusion de la micro-
alga Scenedesmus sp. al 5y 10% en dietas para
conejos enengorda no tuvo ninguna diferencia
en las variables GDP, CA y EA con respecto a la
dieta control (0%), sin embargo, al 10% aumen-
ta ligeramente el CDA. El peso vivo y las carac-
teristicas de la canal (peso, rendimiento y pH)
tampoco se vieron afectados por la inclusiéon
de microalga. No hayalteraciones negativas en
los pesos y pH de los contenidos en estdmago,

intestino delgado e intestino grueso, ni en la al-

tura de las vellosidades del duodeno y yeyuno,
por otro lado, las profundidades en las criptas
del duodeno, yeyuno y ciego disminuyen al
incrementar el porcentaje de la microalga, sin
embargo, esto no es un efecto negativo para
el comportamiento productivo y el producto
final que es la canal. De acuerdo a los resulta-
dos obtenidos se puede incluir hasta un 10% de
microalga Scenedesmus sp., como ingrediente
alternativo proteico y reducir la cantidad de
pasta de soya utilizada durante la etapa de en-
gorda en conejos. Se recomienda seguir inves-
tigando las microalgas con la finalidad de que
sirvan para la alimentacidnde conejos y otras

especies pecuarias.
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Introduccion

El destete es considerado como el periodo mas
dificil en lavida de un lechén (Vallejos et al.,
2014), ya que existen multiples factores estre-
santes que lo caracterizan como una etapa de
inestabilidad gastrointestinal e inmunoldgicalo
que significa mayor susceptibilidad a una infec-
cion (Mizumachi et al., 2009).

Durante los primeros cuatro dias posdes-
tete hay cambiosen la morfologia intestinal que
se relacionan con la baja ingesta de alimento
como son reduccion en la altura de lasvellosida-
des y aumento en la profundidad de las criptas,
locual conduce a una superficie reducida para
la absorcion de nutrientes y la funcién de la
barrera intestinal queda comprometida (Ma et
al., 2019). El efecto combinado de estos cam-
bios durante este lapso se traduce en el lechdn
como pobre crecimiento inicial o pérdida de
peso y en diarrea que, segun la gravedad, pue-
de causar la muerte (Insuasti et al., 2008). Co-
munmente, el riesgo de los trastornos entéri-
cos en cerdos recién destetados se ha mitigado
mediante la adicion a las dietas de antibioticos
promotores del crecimiento (APC); sin embar-
go, su uso se ha restringido como parte del
reconocimiento al problema de los patdgenos

resistentes a los antimicrobianos.

Para compensar la posible disminucion
en la produccion durante esta etapa, se ha cam-
biado el enfoque para encontrar estrategias al-
ternativas, no farmacéuticas, que sirvan en la
prevencion y el control de diarreas posdeste-
te (Wellock et al., 2008), asi como mejorar el

rendimiento del animal. Como parte de estas
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alternativas, se investiga el uso del concentrado
de proteina de papa,ya que sus caracteristicas
nutricionales permiten que pueda utilizarse en
dietas preiniciadoras pues se considera como
una proteina de alta calidad; ademdas se ha
reportado la presencia de péptidos antimicro-
bianos que pueden auxiliar en la reduccién de
bacterias potencialmente patégenas en el trac-

to gastrointestinal (TGl).

Debido a que el concentrado de proteina
de papa afadido al alimento ha resultado fa-
vorable sobre el desempefo productivo, mor-
fologia intestinal y digestibilidad de la dieta en
lechones recién destetados (de Souza et al.,,
2019), se realizo el presente trabajo para esta-
blecer el nivel deinclusién mds adecuado para

mantener un efecto benéfico.

Metdologia

La fase experimental se llevé a cabo en las ins-
talaciones de la unidad experimental porcina
del Centro Nacional de Investigacién Disciplina-
ria (CENID) en Fisiologia y Mejoramiento Ani-
mal perteneciente al Instituto Nacional de In-
vestigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP). Los analisis de las muestras se reali-
zaron en el Laboratorio de Nutricién Animal —
FCN - UAQ y enel Laboratorio de Bromatologia
del INIFAP.

Se utilizaron 165 lechones ((Large white x
Landrace) x PIC337) destetados a los 23 +2 dias
de edadcon un peso de 6.85 £0.93 kg. Se consi-
derd el peso inicial como factor de agrupacion

para formarcorrales de 5 animales cada unoy



se asignaron 11 corrales a cada dieta experi-

mental.

Se evaluaron tres dietas experimentales:
Control: dieta sin antibiotico; CPP6: Control
+ 6% de CPPy CPP8: Control + 8% de CPP. Las
dietas se formularon tomando en cuenta los re-
guerimientos nutricionales descritos en el NRC
(2012); cada una de las dietas fue adicionada
con 0.3% de diéxido de titanio como marcador
de digestibilidad.

Los lechones se pesaron el dia 1, 7 y 15
del experimento. Diariamente se registrd la
cantidad de alimento ofrecido; semanalmente
se pesaron los comederos para obtener el re-
chazo y posteriormente se calculé el consumo
diario de alimento (CDA), la ganancia diaria de
peso (GDP)y la eficiencia alimenticia (CA) por
corraleta. Adicionalmente se llevd a cabo la
evaluacion de la incidencia y severidad de la
diarrea por corral. La incidencia de diarrea (ID)
se midié como el nimero de dias en que se ob-
servo diarrea dentro de un corral. La severidad
de la diarrea (SD) consintié en otorgar una pun-
tuacién visual diaria en una escala basada en la
consistencia fecal deO (sin diarrea) a 3 (diarrea
severa) (de Souza et al. (2019).

Tres dias previos al final de la prueba se
realizé colecta directa de heces por corraleta,
las cuales se depositaron en bolsas de plasti-
co previamente identificadas que se congela-
ron hasta el momento de su procesamiento,
se liofilizaron y se analizé la concentracién de
titanio (Myers et al., 2004), materia seca (MS),
proteina cruda (PC) (AOAC, 2002) y energia

(En) (Bateman, 1970) para la determinacion de

la digestibilidad aparente total de estos nutri-
mentos. En las dietas se realizaron las mismas

determinaciones.

Eldia 15 posdestete se seleccionaron alea-
toriamente seis lechones de cada tratamien-
to para sereutanaziados. Se tranquilizaron con
azaperona (Sural®) (20mg/kg) y posteriormente
se administréo una sobredosis de pentobarbital
sodico (50mg/kg). Se obtuvo el contenido del
ileon, se almacenden bolsas de plastico identi-
ficadas que se congelaron hasta proceder con
el analisis de la determinacidn de titanio, MS y
PC, utilizando las mismas técnicas descritas an-
teriormente, para determinar la digestibilidad
ileal aparente de estos nutrimentos. Para eva-
luar la morfologia de lasvellosidades intestina-
les, se obtuvo muestras del duodeno, yeyuno,
ileon y colon de aproximadamente cinco cm de
largo, las cuales se lavaron con solucién salina y
se conservaron en formol neutralizado al 10%.
Posteriormente se procesaron mediante la téc-
nica de inclusién con parafina para hacer cortes
de cinco micras de espesor y poder teiiirlas con

hematoxilina- eosina.

Se realiz6 un andlisis de varianza segun
un disefio de bloques completamente al azar,
utilizando el peso de los lechones al destete
como factor de bloqueo. Todos los datos se
analizaron por medio del paquete estadistico
SAS (2008). Las medias se compararon por la
prueba de Duncan vy las diferencias estadisticas

se consideraron significativas con P <0.05.

o1



Resultados y Discusion
Compor‘tamiento
productivo

Durante la primera semana posdestete los le-
chones alimentados con la dieta CPP6 obtu-
vieron mejores pardmetros (P<0.05) que los
lechones de la dieta control (Cuadro 1). En la
segunda semana posdestete los parametros
productivos no variaron (P>0.05) entre los ani-
males alimentados con las tres dietas expe-
rimentales. Al considerar todo el periodo ex-
perimental, el CDA fue superior (P<0.05) para
los animales de la dieta CPP6 solo cuando se

compard con el CDAde los lechones de la dieta

control.

Enla primera semana, donde laingesta de
alimento fue baja, se aprecia que los lechones
ganaron poco peso o incluso algunos tuvieron
pérdida, pero se considera un comportamien-
to normal en esta etapa (Padersen &Lindberg,
2004). La adicion de proteina de papa a un nivel
superior al 6% puede tener como consecuencia
la reduccion en la ingesta de alimento y el ren-
dimiento del crecimiento de los cerdos (Sola et
al., 2011) indicando una disminucion en la pre-
ferencia por la dieta a medida que aumenta la

tasa de inclusion.

Cuadro 1. Efecto del nivel de inclusion de CPP sobre el comportamiento productivo.

Semana Dietas Experimentales P EEM
Pos- Control CPP6 CPP8

destete

Semanal GDP (g/d) 27° 562 493b 0.024 | 4.45

CDA (g/d) 125° 148° 139% 0.019 | 3.38

EA 0.213° 0.382° 0.340% 0.044 | 0.29

Semana 2 GDP (g/d) 101 115 112 0.614 | 6.37

CDA (g/d) 176 207 195 0.076 | 5.73

EA 0.570 0.582 0.580 0.996 | 0.37

Total GDP (g/d) 64 85 80 0.063 | 4.47

CDA (g/d) 151° 1782 167% 0.020 | 3.97

EA 0.394 0.481 0.461 0.295 | 0.03

®Dentro de la misma fila, medias con distintas letras son estadisticamente diferentes

(P<0.05).EEM: error estandar de la media.
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Diarreas Posdestete

La incidencia de diarrea no fue diferente
(P>0.05) entre los animales de las tres dietas
experimentales en ninguna de las dos semanas
posdestete, ni durante todo el periodo experi-
mental (Cuadro 2). En lo que corresponde a la
severidad de la diarrea, sélo se observé dife-
rencia (P<0.05) entre los animales de la dieta

control y los de CPP6, siendo estos ultimos los

que presentaron diarreas con el menor indice
de severidad. Estos resultados coinciden con el
trabajo de Liu et al. (2008) los cuales reportan
gue la diarrea ocurre principalmente durante la
segunda semana del experimento (dias 8 a 14
posdestete) en lechones alimentados con una
dieta control (sin antibidtico) en comparacion
con una dieta adicionada con algin alimento
funcional.

Cuadro 2. Efecto del nivel de inclusién de CPP sobre la incidencia (ID) y
severidad (ISD) de diarrea.

Semana Dietas Experimentales P EEM
Pos- Con- CPP6 CPP8

destete trol

Semana 1 ID 5.09 5.45 5.31 0.136 0.08

ISD 1.52 1.52 1.53 0.995 0.03

Semana 2 ID 6.99 7.00 6.99 0.621 0.004

ISD 1.82° 1.57° 1.73% 0.018 0.04

Total ID 12.08 12.45 12.30 0.130 0.08

ISD 1.67 1.54 1.63 0.077 0.02

®Dentro de la misma fila, medias con distinta letra son estadisticamente diferentes

(P<0.05).EEM: error estandar de la media.

N\orFologia Intestinal

Se observa en el Cuadro 3 que no hay diferen-
cia (P>0.05) de la altura de vellosidad para las
distintas regiones del intestino delgado entre
los lechones alimentados con las tres dietas
experimentales; sin embargo, para los anima-
les que consumieron la dieta CPP6 se encuen-

tra unatendencia en duodeno (P=0.063) e ileon

(P=0.075), indicando que el desarrollo de vello-
sidades esmejor en comparacion con aquellos
alimentados con la dieta control. Con relacion
a la profundidad de cripta tampoco se observa
un efecto (P>0.05) de la dieta sobre la morfo-
logia de éstas. En el colon, hay una tenden-
cia (P=0.078) que indica mayor profundidad
de cripta para los lechones de la dieta CPP8.
La profundidad de la cripta es un indicador de

gue se estd regenerandola vellosidad, lo cual
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coincide con una respuesta normal pues Ven-
te-Spreeuwenberg et al. (2003) sefialan que
hay una recuperacion parcial dentro de los 10
dias posteriores al destete. El hecho de que los
animales de la dieta CPP6 tengan una tenden-

cia a tener la mejor altura de vellosidad, coin-

cide con que el intestino empieza a recuperar la
capacidad de digestion y absorcién de nutrien-
tes para compensar las pérdidas epiteliales. Asi
mismo, la menor gravedad de la diarrea evita

que el dano al tejido sea mayor.

Cuadro 3. Efecto del nivel de inclusidn de CPP sobre la altura de las vellosidades (AV) y
profundidad de las criptas (PC) intestinales.

Dietas Experimentales P EEM

Con- CPP6 CPP8

trol
Duodeno AV 222 310 256 0.063 15.42
(mm)

PC 265 276 273 0.872 10.09
Yeyuno (mm) AV 244 280 247 0.590 17.30
PC 237 252 262 0.573 10.35
fleon (mm) AV 198 284 250 0.075 15.72
PC 229 221 215 0.426 4.78
Colon (mm) PC 317 308 365 0.078 11.28

EEM: error estandar de la media.

Digestibilidad

La digestibilidad ileal aparente (Dla) de la ma-
teria seca no varié (P>0.05) entre las dietas
experimentales (Cuadro 4). La digestibilidad
ileal aparente de proteina cruda fue superior
(P<0.05) para la dieta CPP6 y CPP8 en compa-
raciéon con la dieta control. El nivel de inclusion
de CPP no afectd digestibilidad total aparen-
te (DTa) de materia seca, proteina y energia
(P>0.05) con respecto a la dieta control libre de
antibidtico. La presencia de CPP en la dieta no
afecta la Dla deMS. Rubio (2018) tampoco re-

porta diferencias para la digestibilidad cuando
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se anadié 4% de CPPa una dieta libre de anti-
bidtico. Se puede considerar una digestibilidad

de PC similar a la de una de dieta libre de an-
tibidtico adicionada con plasma porcino (71.47

vs 71.3) (Rubio, 2018). Se ha reportado que el
CPP puede contener factores antinutricionales
como glucoalcaloides de solaninae inhibidores
de enzimas proteoliticas, ambos actuan en el
tracto gastrointestinal y pueden influiren la di-
gestibilidad del CPP y la morfologia del intesti-
no de cerdos jovenes como se encontré en el
pollo (Tusnio et al., 2011).



Cuadro 4. Efecto del nivel de inclusidon de CPP sobre la digestibilidad de los nutrimentos

Dietas Experimentales P EEM
Digestibilidad Con- CPP6 CPP8
trol

Dla MS (%) 64.49 70.32 68.69 0.497 2.21
Dla PC (%) 62.22° 71.47° 70.18° 0.046 1.49
DTa MS (%) 81.26 80.47 81.54 0.412 0.35
DTa PC (%) 73.91 71.53 74.02 0.142 0.59
DTa En (%) 78.03 77.41 78.29 0.681 0.44

®Dentro de la misma fila, medias con distinta letra son estadisticamente diferentes

(P<0.05).EEM: error estandar de la media.

Conclusiones

La inclusion de concentrado de proteina de
papa al 6% en una dieta libre de antibiético:
mejord el comportamiento productivo de los
lechones, disminuyd la severidad de la diarrea,
promovio eldesarrollo de las vellosidades intes-
tinales y mejoro la digestibilidad ileal aparente.
El uso de 8% de CPP no mostro beneficio desde
el punto de vista morfofisioldgico con relacién a
lainclusién de6% de CPP.
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Introduccion

El neuroblastoma (NB) es un tumor embriona-
rio del sistema nervioso simpatico que se de-
riva de células de la cresta neural, y se localiza
frecuentemente en las glandulas suprarrenales
(Huang y Weiss, 2013). Es considerado el tumor
solido extracraneal mas comun dela infancia,
representa aproximadamente del 8-10% de las
neoplasias malignas pediatricas y es responsa-
ble del15% de las muertes por cancer infantil
(Davidoff, 2012). El NB presenta una enorme
heterogeneidad bioldgica, tanto asi, que su
comportamiento abarca desde la regresién es-
pontanea por activacién de los mecanismosde

“”_”n
S

apoptosis en el estadio 4s (“s” special), hasta
los casos de metdstasis altamente agresivos
durante los estadios 3 y 4 los cuales responden
pobremente al tratamiento (Louis y Shohet,
2015). La mayoria de los quimioterapéuticos
ejercen su accién mediante apoptosis mitocon-
drial; sin embargo, los efectos secundarios son
considerables, tal y como sucede con elcisplati-
no que puede provocar ototoxicidad, nefrotoxi-

cidad y mielosupresién (Davidoff, 2012).

En la busqueda de nuevos compuestos
con menores efectos toxicos, se desarrollaron
las Casiopeinas® (Cas), una familia de com-
puestos de coordinacién con un centro activo
de cobre(ll) (Ruiz-Azuara, 1994, (Ruiz-Azuara,
1992; Ruiz-Azuara, 1996; Ruiz-Azuara, 2002) que
han mostrado una gran actividad antineopla-
sica tanto in vitro como in vivo (Carvallo etal.,
2006; Gutiérrez et al., 2013). El mecanismo de
accion consiste en el aumento del estrés oxida-

tivo ocasionado por la generacion de especies
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reactivas de oxigeno (ERO) como el perdxido
de hidrogeno y el anién superdxido, los cua-
les alteran el estado basal de los organelos; la
expresién de moléculas apoptéticas mitocon-
driales como Bcl-2, Bax y citocromo C o (cit-C)
las caspasas-3, -9 y -10 (Espinal-Enriquez et al.,
2016; Garcia-Ramos et al., 2017, Vazquez-Agui-
rre etal., 2019). Todo esto es el resultado de Ia
caida del potencial de membrana mitocondrial
(Apm), lo que permite la activacion del poro
de transicién de la permeabilidad mitocondrial
(PTPm).

La comprensién de la muerte celular pro-
gramada en el NB resulta interesante como un
mecanismo para atacar al propio tumor, y una
manera de estimular el fenédmeno apoptético es
mediante la activacién del PTPm. Este proceso
involucra el ensamble de un complejo proteico
que es reclutado en el momento en que la mi-
tocondria sensa el dafio, y esta constituido por
la translocasa del nucledtido de adenina (ANT)
inmersa en la membrana mitocondrial interna
(MMI), la hexocinasa (HK) en el citoplasma, el
canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC)
en la membrana mitocondrial externa (MME)
y la ciclofilina D (CypD) (Shoshan-Barmatz V,
etal.,, 2017). A su vez, el PTPm forma un canal
no-selectivo que permite la salida de cit-C, asi

como la entrada de Ca?* (Izzo et al., 2016).

Debido a la localizacién entre los limites
del citoplasma y la MME, VDAC es un compo-
nente de unién comun a otras proteinas que re-
gulan diversas funciones mitocondriales y celu-
lares. Una delas funciones mas importantes de
VDAC es el transporte regulado de Ca** ya que

posee un dominio de unidn a éste, por lo que



su inactividad conlleva a la retencion y flujo
del Ca** en la mitocondria (Ponnalagu y Singh,
2017). Por otra parte, la HK tiene la capacidad
de responder a laaccién proapoptdtica de pro-
teinas de la familia Bcl-2 y presentar una alta
afinidad de unién a VDAC. La HKIl es abundante
en tejido del musculo cardiaco y en células tu-
morales como el NB. Cataliza la primera etapa
de la ruta glucolitica, donde la glucosa es fosfo-
rilada a glucosa-6-fosfatopor medio de la tran-
sicion de un grupo fosfato de ATP. Actualmente
existe evidencia sobre el papel dual que puede
tener la HKIl al actuar como un importante re-
gulador apoptético, dependiendo a qué miem-
bros de la familia Bcl-2 esté relacionado (Wu J,
et al., 2017). Asuvez, la

CypD se ha documentado como un com-
ponente alin mads relevante en la funcién del
PTPm. La CypD es una peptidilpropil cis-trans
isomerasa cuyo rol principal es la apertura del
PTPm y se encuentra acoplada a VDAC y ANT
en la membrana mitocondrial interna. La CypD
se considera como un regulador maestro en la
apoptosis mediante el flujo de Ca* y las ERO
(Porter y Beutner, 2018). Asi, cada una de las
proteinas mencionadas puede regular los me-
canismos de apoptosis mitocondrial. En este
sentido, la inhibicion de dichos componentes
podria proporcionar informacién sobre su pa-
pel en la via intrinseca de la apoptosis. A su vez,
esimportante determinarsi estos componentes
proteicos son cruciales en el mecanismo de ac-
cién de las Casiopeinas. Parallevar a cabo esto,
existen inhibidores farmacoldgicos de varios
componentes especificos del PTPm. Como es

el caso del agente alquilante 3-bromopiruvato

(3BrPyr), un potente inhibidor de la HKII. Esto
provoca el bloqueo de la glucélisis y la pérdida
energética ocasiona que la célula entreen apop-
tosis, por lo que se clasifica como un agente an-
ticancerigeno (Guo et al., 2014). Marin y cols.
(2012) reportaron que la Casligly actia como
un inhibidor del glicélisis mas potente que el
3BrPyr, lo que proporciona un dato importante
sobre la posible interaccidon de las Casiopeinas
con la HKIly por ende en la estructura del PTPm
(Marin et al., 2012). Por ultimo, la ciclosporina
A (CsA) es un inmunosupresor que inhibe la
apertura del PTPm mediante su interaccion con
CypD,esto provoca que el flujo de Ca?* mitocon-
drial se vea disminuido. Por lo que, al contrario
de los inhibidores antes mencionados, le con-
fiere un efecto protector sobre las células para
eludir la apoptosis mitocondrial (Giorgio et al.,
2010). En base a lo anterior, el presente trabajo
pretende determinar si el tratamiento con Ca-
siopeinas propicia la activaciéon de las proteinas
HKIl 'y CypD vy, por ende, promueven la induc-

cién de la muerte celular programada.

Metodologia

Cultivo celular -- Se realizé la expansion de la
linea celular de SK-N-SH (sin amplificacion del
oncogén N-myc) en medio esencial minimo de
Eagle (EMEM, Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO USA), suplementado con el 10% de suero
fetal bovino (SFB) y 100 U/ml de estreptomici-
nay penicilina. Las células se incubaron a 37°C,

en estufa de CO; al 5% y humedad constante.
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Inhibicion farmacolégica del CypD VDAC
y HK en células de NB -- Las células (1x10°) se
expusieron, de manera particular, a 3BrPyr (31
UM) y CsA (10 uM) (Sigma Chemical Co®, Saint
Louis Missouri, MO, USA), durante 1h para in-

activar a HKIl y CypD, respectivamente.

Tratamiento con Casiopeina lllia -- Pos-
terior a la inhibicidon, las células se trataron
con 69.7 uM de Casiopeina llliay 123.3 uM de
cisplatino por un periodo de 4h (Gutiérrez et
al., 2013).

Retencion de Calcio -- La determinacion
de retencidn de Ca?* se realizé por medio del
reactivo éster acetoximatpilico de Fura-2, AM,
FluoroPure™ grade—Special Packaging (Mole-
cular Probes, Eugene, OR, EE.UU.). Las células
se lavaron con PBS y posteriormente mediante
centrifugacion diferencial se aislaron las mito-
condrias y el pellet se resuspendié en un 1 mL
de PBS 1X. Se incubaron 100 pL por pozo de esta
muestra y se incubaron en una placa de 96 po-
zos durante 1h,con el reactivo Fura-2AM a tem-
peratura ambiente en oscuridad. La retencién
del Ca?* se cuantific6 mediante la deteccidon de
fluorescencia de excitacién y emisién maxima
a 340/380 nmen un detector de fluorescencia
de microplacas Varioskan Flash (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.).

Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por tri-
plicado. Los datos se presentan como media
+ desviacién estandar con una significancia de
p<0.05. Los datos se analizaron para diferencias
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significativas entre los grupos mediante ANO-
VA. Se utilizé el software estadistico GraphPad
Prism Version 7.0(La Jolla CA, USA).

Resultados y Discusion

Capacidad de retencion de Co* por
inhibicion de HKII

Es claro que para inducir la apoptosis
intrinseca es necesaria la formacion
de PTPm para permitirla permeabili-
dad de las membranas mitocondria-
les. La capacidad de union de la HKII
a VDAC la convierte en un elemento
importante en la estructura del poro.
En base a lo anterior, nos pregunta-
mos si la inactivacion de las HKIl po-
dria influir en la despolarizacion de la
mitocondria eintervenir en la accion
apoptotica de la Casiopeina lllia. Para
responder a esta pregunta, se expus-
ieron células de NB con 3BrPyr por un
periodo de 1h para garantizar la inac-
tivacion de HKII. Posteriormente, las
células se trataron con Caslllia du-
rante 4h, y, por ultimo, se observo
si el mecanismo de accion las Casi-
opeinas se vio disminuido, a través de
la capacidad de retencién deCa* por
parte de las mitocondrias.

Los resultados en la figura 1,
mostraron una diferencia significa-
tiva (p<0.0001) en la capacidad de
retencién de Ca* entre el grupo con-

trol (sin tratamiento) y el resto de los



grupos. Lo cual demuestra que tanto
el inhibidor 3BrPyr y los tratamientos
con cisplatino y Caslllia, permiten la
despolarizacion de la mitocondria y
liberan el Ca** contenido en ella. Por
otra parte, la exposiciéna 3BrPyr du-
rante 1h provoca la salida de Ca%,

comparado con el grupo tratado con

Caslllia por 4h(p=0.0001). A su vez, la
pérdida de la capacidad de retencion
de Ca?* mitocondrial fue significativa-
mente (p=0.0001) mayor en el grupo
expuesto con 3BrPyr y Caslllia (1h vy
4h, respectivamente) contra el grupo

tratado solo con Caslllia.

Retencién de Ca%*
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Caslllia

Figura 1. Pérdida de retencién de Ca* por inhibicion de HKII. Células de
neuroblastoma SK-N-SH, Control (sintratamiento), Cisplatino (123.3 uM), 3BrPyr
(31 uM) y Caslllia (69.7 uM). **** valor de p<0.0001, *** valor dep=0.0001.

Lo anterior demuestra que la inactivacion
de HKIl promueve la pérdida del Apm. Esto de-
bido principalmente al decaimiento la glucé-
lisis, principal fuente de energia en tumores
solidos(Wuarbug,1956). Por su parte, la Caslllia

puede prescindir de la actividad HKIl y promo-
ver la permeabilidad de la mitocondria en las
células de NB (Marin et al., 2012).
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Capacidad de retencion de Co* por
inhibicion de CypD

Estd ampliamente reportada la importancia de
la funcion de CypD en la formacion del PTPmy
suactividad. La inactivacion de CypD permite en
menor medida la pérdida del Aym y, por ende,
unamayor capacidad de retencion de Ca?* por
parte de las mitocondrias. Esto se traduce en
una defensa de las células contra la apoptosis
mitocondrial (Fakharnia et al., 2017). Referen-
te a esto, quisimos observar si la pérdida de la
actividad de CypD puede influir en el mecanis-
mo de accién de la Caslllia e impedir que ésta

promueva la apoptosis mitocondrial en el NB.

Para promover la inactividad de CypD, las célu-
las se expusieron a CsA durante 1h. Enseguida
se trataron con Casllliapor 4h y se determind la

capacidad de retencién de Ca?* mitocondrial.

La inhibicién de la actividad de CypD por
ciclosporina A mantiene las concentraciones
de Ca** enlas mitocondrias de forma similar al
grupo control sin tratamiento, lo cual nos dice
que la pérdidade la funcién de CypD, no afecta
la integridad de la mitocondria (Fig. 2). No asi

en presencia

Retencion de Ca%*

Retencion de Ca?*

B & 2

2 8 B

S

% Fluorescencia
N (=]
o b

0-

Control Cisplatino

R

*hk

1

3BrPyr Caslllia 3BrPyr
+

Caslllia

Figura 2. Pérdida de retencion de Ca* por inhibicion de HKII. Células de neuroblastoma SK-N-SH,
Control (sintratamiento), Cisplatino (123.3 uM) CsA (10 uM) y Caslllia (69.7 LM). ***

valor de p=0.0006.
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delostratamientos de cisplatinoy Caslllia,
que resulta evidente una diferencia (p<0.0001)
entreel grupo control y los grupos tratados con
cisplatino y Caslllia (Fig. 2), como se observo en

la figura 1. Por otra parte, el grupo CsA mues-
tra una retencion de Ca* superior a los grupos

de Caslllia y CsA+Caslllia (p=0.0006). Por su
parte, el grupo con Caslllia presenté una con-
centraciéon de Ca® significativamente menor
(p=0.0006) al de grupo CsA+Caslllia.

Esto indica que la inhibicion de la activi-
dad de CypD por accién de su inhibidor, esta
impidiendo parcialmente la pérdida del Apm
en las células de NB por accion de la Caslllia.
Esto demuestra que la CypD regula la estabili-
dad de la permeabilidad mitocondrial a través
de la regulacion de laactividad del PTPm, lo que
impide la despolarizacién de este organelo. Asu
vez, al mecanismo oxidante de las Casiopeinas
y su posible accion como agente intercalarte al
DNA, pueden propiciarun ambiente poco favo-
rable para la viabilidad de las células de NB, lo
gue propicia la apoptosis mitocondrial, a pesar
de haber expuesto a las células a un agente pro-
tector de la muerte, al igualque lo demostraron
Silva-Platas y cols. en 2015 en cardiomiocitos
de raton (Silva-Platas et al., 2015).

Conclusiones

Debido a los multiples puntos de accién de las
Casiopeinas, éstas pueden prescindir de la in-
activacion de proteinas que intervienen en la
activacion del poro de transicion de la permea-

bilidad mitocondrial, como la HKIl y la CypD.

Lo anterior, nos conduce a enfocar las investi-
gaciones futuras sobre otros componentes del
PTPm que pueden ser decisivos para que selle-
ve a cabo la apoptosis mitocondrial en el neu-
roblastoma.
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Introduccion

Se denomina hipotiroidismo al estado clinico
caracterizado por una menor produccién de
hormonas tiroideas (Brent & Weetman, 2016)
manifestandose, en funcién del grado de de-
ficiencia en todos los sistemas organicos (Her-
nandez, 2016).La prevalencia reportada de esta
patologia a nivel mundial oscila entre 0.2-1.1%
(Hollowell et al., 2002; Takeda et al., 2009; San-
chez et al., 2012; Robles et al., 2014) y afecta
en mayor proporcidon a mujeres (Vanderpump
et al.,, 1995). Las hormonas tiroideas ejercen
un rol critico sobre el gasto energético, masa
corporal y composicion corporal (Mcaninch

& Bianco, 2014), por lo que esta patologia se

asocia con reduccion del gasto energético en
reposo, ganancia de peso ycambios en la com-
posicién corporal (Mullur, Liu, & Brent, 2014).
Existen estudios que han evaluado el impacto
de esta enfermedad sobre la composicidon cor-
poral, observando que al comparar a sujetos
eutiroideos con terapia de reemplazo de levo-
tiroxina contra controles sanos, existe una di-
ferencia significativa de peso (Bakiner, Bozkirli,
Duygu, & Ozsahin, 2013; Peterson, McAninch,
& Bianco, 2016) incluso a pesar dereportar un
menor consumo energético (Peterson et al.,
2016). Los estudios disponibles en relacién al
tema son de diversos paises, entre los cuales
no destaca México. Un método para medir

la composicién corporal es el analisis de bio-
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impedancia, el cual se basa en las propiedades
conductoras del cuerpo humano (Fosbgl & Zer-
ahn, 2015). A través de este método es posible
conocer el angulo de fase, conocido por ser un
valor predictivo de deterioro clinico y mortal-
idad en variedad de enfermedades; este dato
se ha sugerido como indicador de salud celular,
donde valores mds altos son reflejo de celular-
idad, integridad de la membrana celular y me-
jor funcién celular (Norman, Stobaus, Pirlich, &
Bosy, 2012). Existe poca informacién acerca de
su importancia en pacientes con hipotiroidis-
mo, siendoutilizado solamente por Seppel, Ko-
sel, & Schlaghecke (1997).

La relevancia de este proyecto de inves-
tigacion radica en conocer si en México son
equiparableslos resultados comparados con los
estudios reportados hasta la fecha, ademds de
concientizar acerca de la importancia de cono-
cer de forma precisa la composiciéon corporal
individual dado que brinda informaciéon suma-
mente Util para que el nutridlogo pueda llevar
a cabo un tratamiento nutricional adecuado al
paciente. Por todo lo expuesto anteriormente,
el siguiente proyecto pretende evaluar la com-
posicién corporal y angulo de fase en mujeres
de 20-65 afios con diagndstico de hipotiroidis-
mo clinico y en mujeres sanas residentes del

estado de Querétaro.

Metodologia

El presente fue un estudio transversal, descrip-
tivo, observacional y comparativo desarrollado
enmujeres. Las participantes fueron invitadas a

través de diversas redes sociales y captadas en
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la consulta de nutricién en la Clinica Universi-
taria de Nutricidon “Dr. Carlos Alcocer Cuarén”.
Toda mujer que cumplié con los criterios para
su participacién fue valorada en la clinica, ubi-
cada en laUniversidad Auténoma de Querétaro
campus Juriquilla en Santiago de Querétaro,

México.

Los criterios de inclusion comprendieron
a mujeres de entre 20-65 afos de edad con
diagndsticoprevio de hipotiroidismo clinico en
tratamiento farmacolégico y mujeres aparente-
mente sanas sin historial de alteraciones tiroi-
deas, con IMC 18.5-39.9 kg/m?, mexicanas, re-
sidentes del estadode Santiago de Querétaro,
México, y en ambos casos fue necesario pre-
sentar un perfil tiroideo previamente realizado
gue mostrara valores dentro de rangos norma-
les. Los criterios de exclusiénincluyeron a mu-
jeres que padecian enfermedades crénico-de-
generativas o insuficiencias orgdnicas, uso de
medicamentos que alteran la funcién tiroidea
o la homedstasis de agua olipidos, y dificul-
tades para realizarse el estudio de impedancia.
Se eliminaron a aquellas mujeres que no com-

pletaron todas las pruebas.

A las mujeres interesadas en participar y
qgue cumplieron con todos los criterios de in-
clusion se les agendd cita para su valoracion.
Se indicaron las condiciones en las que habia
que acudir a su cita, y se pidié anotar todos los
alimentos y bebidas consumidos en 2 dias de
entre semana y 1 dia de fin de semana previos

al dia de su valoracion.

El dia de valoracidn se indico inicialmen-

te leer y firmar el consentimiento informado.



Después se llevd a cabo una entrevista para
realizar su expediente clinico-nutricio seguido
de la medicion delos datos antropométricos de
talla, cintura y cadera los cuales fueron medidos
mediante la técnicade la Sociedad Internacio-
nal para el Avance de la Cineantropometria
(ISAK) y con ayuda del estadimetro Harpenden
y la cinta metalica Lufkin. Finalmente se midié
la composicién corporal por BIVA mediante el
equipo medical Body Composition Analyzer
mBCA SECA 514° y utilizando la técnica de me-

dicién indicada por el fabricante.

Para el procesamiento de datos y anali-
sis estadistico, se utilizo el paquete estadistico

SPSS version

23. Se utilizé la prueba de Shapiro-Wi-
Ik para contrastar la normalidad de los datos.
Para comprobar la hipétesis, se utilizé en va-
riables numéricas la prueba T de student para
muestras independientes en caso de distribu-
cién homogénea de los datos y la prueba U de
Mann-Whitney en caso de distribucién no ho-
mogénea de datos; ademads se utilizo la prueba
de asociacion de chicuadrada en el caso de va-
riables categdricas. Se tomd como significancia

estadistica un valor de p <0.05.

El protocolo fue evaluado y aprobado por
el Comité de Bioética y la Facultad de Ciencias
Naturalescon numero de registro 07FCN2019,
se apega los articulos 96 a 103 de la Ley Gene-
ral de Salud y a los criterios de la declaraciéon

de Helsinky.

Resultados y discusion

En total se valoraron 30 mujeres, de las cuales
15 fueron controles y 15 presentaron diagnds-
tico de hipotiroidismo clinico en tratamiento
farmacolégico. Contrario a lo esperado, no se
identificaron diferencias significativas en las va-
riables antropométricas y de composicidn cor-
poralentre grupos (Cuadro 6.1). Los resultados
de composicién corporal son comparables a
los reportados por Cerit et al. (2015), donde
al valorar a sujetos sanos y sujetos con hipoti-
roidismo en tratamiento mediante DXA no ob-
servaron diferencia entre grupos en variables
de composiciéncorporal (peso 66.0 + 10.9 vs.
69.9 £ 9.5 kg, p= 0.067; masa grasa 24.7 +8.1
vs. 27.3 £ 7.4 kg, p= 0.208; masa magra 36.4
vs. 37.9 kg, p= 0.198). En relacién al angulo de
fase tampoco se observo diferencia significati-
va entre grupos, obteniendo valores similares a
los obtenidos por Jensen et al. (2018) quienes
observaron en mujeres mexicanas sanas un va-

lor de angulo de fase promedio de 5.2 + 0.4°.
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Cuadro 0.1 Analisis descriptivo de variables antropométricas y

de composicién corporalentre grupos

Variable Total Controles Hipotiroidismo p
(n=30) (n=15) (n=15) valor*
Media £ DE
Edad (afios) 35.0£9.8 31.8+£9.3 38.3%94 0.06
Peso (kg) 669t 67.0%+11.5 66.91+10.0 0.96
10.6
Talla (m) 1.58 1.58 £ 0.06 1.59£0.05 0.54
0.05
IMC (kg/m?) 26.6+4.6 26.8+4.3 26.4+5.0 0.84
Masa grasa (%) 38.0+6.4 38.3+5.8 37.8+7.2 0.83
IMG (kg/m?) 10.3+£3.3 104t3.2 10.2%£3.6 0.86
Masa magra (%) 61.9+6.4 61.6+5.8 62.1+£7.2 0.83
IMM (kg/m?) 16.2+t1.6 16.3+1.3 16.2+1.8 0.85
Masa musculo esquelética 17.9+2.4 17.9+2.7 17.9+2.2 0.98
(kg)
Angulo de fase (°) 5.140.4 5.1+0.3 5.1+0.6 0.91
Agua corporal total (%) 454+ 4.4 45.2+4.1 45.7+49 0.75
Agua extracelular (%) 19.8+1.8 19.5+1.4 20.2%+2.0 0.30
AEC/ACT (%) 43.81+2.0 43.3+1.9 443120 0.19
Resistencia (Q) 713.6 738.1+98.0 689.2 £ 81.9 0.14
92.1
Reactancia (Q) 64.3+8.2 66.8 £ 8.5 61.8+7.4 0.09
Circunferencia 90.2 92.1+10.8 88.3+12.8 0.38
abdominal (cm) 11.8
Circunferencia 102.9+ 103.5+ 8.6 102.3+7.6 0.68
de cadera (cm) 6l
ICC (cm?) 0.87 % 0.88+0.04 0.85+0.09 0.30
0.07
Grasa visceral (1) 28+21 32+238 2.3+0.9 0.22

Acorde al diagndéstico de composicidon
corporal brindado por BIVA (Figura 6.1), la ma-
yor parte de las mujeres control se clasificaron
en obesidad creciente (40%) y magrez crecien-

te (40%); en relacién a las mujeres con hipoti-
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roidismo, la mayor parte fueron clasificadas en
magrez creciente (53.3%) seguido de obesidad
creciente (26.7%). No se observo asociacién en-
tre el diagndstico de hipotiroidismo e incremen-

to de masa grasa o disminucion de masa magra.



Obesidad creciente Obesidad sarcopénica Magrez creciente

creciente

m Control

Masa muscular
creciente

& Hipotiroidismo

Figura 6.1. Clasificacion de las mujeres participantes
acorde al diagndstico de composicion corporal.

Se identificé una tendencia a mayor con-
sumo de energia entre las mujeres control que
entre las mujeres con hipotiroidismo (Cuadro
6.2). De todas las variables de consumo dieté-
tico analizadas, sélo se observd diferencia en
el consumo de etanol. El consumo promedio
de los macronutrimentos hidratos de carbono,
proteinas y lipidos se encontraron en rangos de
equilibrio diario recomendado (Splett, 2014). El
consumo de azlcar fue elevado (172.2 + 96.6
%), mientras que la adecuacién de fibra fue defi-
ciente (57.9 + 25.6%) (Brown, 2014; OMS, 2015).

En cuanto al consumo promedio de mi-
cronutrimentos, se observd que la vitamina C
(133.7 + 87.7%) se ingiri6 de forma adecuada
entre la poblacion estudiada, mientras que la
adecuaciones para diferentes micronutrimen-
tos representaron un consumo por debajo de
la ingesta dietéticarecomendada (Bourges, Ca-
sanueva, & Rosado, 2009): acido fdlico (32.3
+ 14.6 %), hierro (52.6 * 23.2 %), calcio (66.8
+ 36.9 %), yodo (75.4 + 56.1 %), y vitamina A
(77.9 £ 53.1 %).
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Cuadro 0.2 Andlisis descriptivo de variables de consumo dietético entre grupos

Media £ DE

Energia (kcal/kg) 21677 19.9+7.6 23.4+7.7 0.22

Proteina (g/kg) 1.0+0.3 1.1+03 0.9+0.2 0.26

Colesterol (mg) 224.5%£122.9 186.8 +105.9 262.1+£130.5 0.09

Azlcar (g) 37.2120.0 40.6+21.3 33.9+18.9 0.37

Vitamina A (ug) 444.0+302.8 404.4 +280.8 483.6+328.1 0.48

Vitamina C (mg) 100.3 £ 65.8 123.6 £ 66.1 77.0£58.6 0.05

Hierro (mg) 10.8+4.7 10.6+2.4 109+6.4 0.83

Sodio (mg) 1,410.3+784.7 1,488.4 £908.3 1,332.3+661.4 0.59

Calcio (mg) 672.9+370.5 803.5+394.4 542.4 +303.9 0.05

Etanol (g) 13+£34 0.0£0.0 2.6+45 -

—n

10



Conclusiones

Al no observar diferencias en las variables de
composicion corporal entre las mujeres valo-
radas, podemos concluir que entre las mujeres
participantes el padecer hipotiroidismo no es
un factor predisponente para continuar con ex-
ceso de peso o alteracién de variables de com-
posicidn corporal una vez tratada la patologia.
El estudio de la composicion corporal en estas
pacientes esun factor importante para la co-

rrecta prescripcion dietética.
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Introduccion

La leche humana es un fluido complejo y dina-
mico secretado por la glandula mamaria, pro-
vee nutricidn y proteccién para eldesarrollo del
lactante, se digiere con facilidad, es altamente
accesible y de bajo costo. Otra de sus carac-
teristicas es la abundante cantidad de facto-
res bioactivos. (Hassiotou & Geddes, 2015; de
la Torre & Chavez-Servin, 2017; Dawod et al.,
2019).

La susceptibilidad de los neonatos a las
enfermedades infecciosas es una consecuen-
cia directa de la dificil adaptacidninmunoldgica
durante el periodo de transicion del ambiente
intrauterino al extrauterino. La ontogenia del
sistema inmunolégico (SI) comienza desde el
embrién y se completa afios después del naci-
miento (Chirico et al., 2008; Gregory & Walker,
2013).

La leche materna (LM) ademas de nutrir
se encarga de mantener el vinculo inmunolé-
gico materno-fetal y favorece latransmisién de
la inmunocompetencia de la madre al bebé
contribuyendo al sistema de defensa neonatal
durante un periodo de tiempo delicado y cru-
cial para el desarrollo inmunoldgico, conside-
rdndola como la primera vacuna del lactante al
brindar inmunidad pasiva (Chirico et al., 2008;
Andreas et al., 2016).

El objetivo de presente estudio es evaluar
los marcadores de inflamacidn y sistemas an-
tioxidantesen saliva de lactantes y leche mater-

na
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Metodologia

Disefio del estudio: Estudios observacional,

transversal, descriptivo y comparativo.

Definicion del universo: El reclutamiento y re-
coleccién de muestras de saliva y leche se lle-
vé a cabo en el Centro de Salud Satélite de la
SESEQ y Expo bebé y nifios ediciones 24 y 25
llevada a cabo en el centro de congresos de la
ciudad de Querétaro, tras la invitacién a partici-
par, aceptacion voluntaria y firma de consenti-
miento informado de las mujeres participantes.
Todoslos procedimientos se llevaron a cabo con
base a los lineamientos éticos establecidos por
el comité de Bioética de la Facultad de Ciencias

Naturales.

Los grupos comprendidos por las madres

y los lactantes fueron:

[l Grupo 1: Lactantes alimentados con LM
(n=20)
[l Grupo 2: Lactantes alimenta-
dos con lactancia mixta: for-
mula infantil (FI) + lactancia
(n=8)Las muestras de leche
se dividieron en:
[ LM (n=20).
[0 FI(n=8).

Se incluyeron en el estudio madres de 19
afos en adelante con lactantes de 2 a 6 meses
de edad que no hubieran comenzado con la

alimentacién complementaria, binomio ma-



dre-hijo sanos ymujeres que dieron su consen-

timiento para entrar en el estudio.

Se considero criterio de exclusién por
parte de la madre: la presencia de diabetes
gestacional oalguna enfermedad hipertensiva
durante el embarazo, el consumo de medica-
mentos en los ultimos 7 dias, haber cursado
con toxicomanias durante embarazo o lactan-
cia o la presencia deenfermedades infecciosas
al momento del estudio. Para el lactante se
considero criterio de exclusién: que se encon-
trara tomando medicamentos o los hubiera
tomado en los ultimos 7 dias, haber recibido
alguna vacuna en los ultimos 7 dias, la presen-
cia de alguna enfermedad infecciosa o crénica
y la presencia de fiebre al momento de la evalu-

acion.

Las variables medidas en saliva y LM fue-
ron: glutation reducido (GSH), glutatién peroxi-
dasa (GPx), catalasa (CAT), interleucina 1 beta
(IL-1B), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
y capacidad antioxidante total por medio de las
pruebas FRAP y DPPH. En Fl se realizé la medi-
ciénde la capacidad antioxidante total por me-

dio de las pruebas ya mencionadas.

Resultados y Discusion

La concentracion de GSH fue mayor en la saliva
del grupo Fl + mixta en comparacién con la con-
centracion medida en la saliva de los lactantes
alimentados con LM (p = 0.002). En la figura 1
se puede observar la comparacién en concen-

tracion de GSH mediante graficas de cajas.

:

g

T * p=0.0e2

GSH en saliva (ug/mg proteina)
2 n
8 ¢

$

Lactancia Materna Fémvla infantl + Mixta
Grupos

Figura 1. Concentracion de GSH en saliva de
lactantes de acuerdo con el tipo de lactancia
(p=0.002).

La saliva del grupo de Fl + mixta mostré
mayor actividad de CAT y GPx en compara-
cién con la actividad enzimatica observada en
el grupo de lactantes alimentados con LM, con
una diferenciasignificativa en el caso de GPx (p
=0.005). Para el caso de CAT, el valor fue de p =
0.062. La figura2 muestra la actividad enzimati-

ca en saliva de la CAT y la GPx.

115



60.00

40.00

20.00

CAT en saliva (U/mg proteina)

T T
Lactancia Materna Formula infantil + Mixta
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GPx en saliva (mU/mg proteina)

Férmula infantil + Mixta
Grupos

T
Lactancia Materna

Figura 2. Actividad de las enzimas CAT y GPx en saliva (A) Actividad enzimatica de CAT.
(B)Actividad enzimatica de GPx (p = 0.005).

La concentraciéon mayor de GSH vy la acti-
vidad aumentada de GPx en el grupo 2, puede
debersea un mecanismo compensatorio secun-
dario a una mayor defensa para evitar condi-
ciones de estrés oxidativo (EO) o una elevacion

no deseable de agentes oxidantes.

De hecho, aunque hay pocos estudios en
lactantes, existen algunos estudios en nifios y
adultos que indican que una mayor concen-
tracion o actividad de sistemas antioxidantes
puede ser indicativo de una alta demanda de
sistemas de defensa originada por alteraciones

metabdlicasque ponen en riesgo la homeosta-
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sis del organismo (Da Silva et al., 2016; Arana et
al., 2017; Nair& Nair, 2017).

La hipdtesis planteada acerca del com-
portamiento compensatorio de los sistemas
antioxidantes medidos en saliva, puede susten-
tarse tomando en consideracién las concentra-
ciones mas altas de marcadores de inflamacion
en las muestras de saliva del grupo 2.Dado que
la inflamacion y el EO se encuentran estrecha-
mente vinculados y el aumento de uno desen-
cadena la respuesta del otro. A continuacidn,
en la figura 3 se muestran las graficas de cajas

correspondientes.
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Figura 3. Marcadores de inflamacion medidos en saliva. (A) IL-18 con una p = 0.049.
(B) TNF-a, p = 0.002.Las pruebas de capacidad antioxidante no mostraron diferencias
estadisticamente significativas al evaluar el porcentaje de inhibicion (% de inhibicion)
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en las muestras de saliva de ambos grupos de estudio.

En relacidon con los sistemas antioxidan-

tes y marcadores de inflamacidén en la LM, asi

como la capacidad antioxidante total, los resul-

tados obtenidos se muestran a continuacion en

la Cuadrol.

Féernida infanti + Mista

Cuadro 1. Sistemas antioxidantes, marcadores
de inflamacién y capacidad antioxidante en

LM.

LM (n=20) FI (n=8) p
Sistemas antioxidantes
GSH (ug/mg proteina) 0.011 +0.002 NA -
GPx (mU/mg proteina) 0.079 +0.013 NA =
CAT (U/mg proteina) 0.282 £0.035 NA -
Marcadores de inflamacion
IL-1 B (pg/mg proteina) 0.53 £0.04 NA -
TNF-a (pg/mg proteina) 0.47 £0.04 NA =
Capacidad antioxidante
DPPH (% inhibiciéon) 14.01 +1.60 ND NA
FRAP (% inhibicion) 60.99 * 2.56 37.42 + 0.1
12.40 79

NA: no aplica. ND: no detectable. Datos expresados como media * error estandar. Prueba T-student.

117



En nuestro estudio la actividad de la GPx
es menor al compararlos con los resultados de
actividad enzimatica de GPx de LAbbe et al.
(2000), lo cual puede ser secundario a las con-
diciones de almacenamiento de las muestras
como han observado previamente otros in-
vestigadores (Ankrah et al., 2000; Xavier et al.,
2011).

Algunos investigadores han medidolas
concentraciones de citocinas en LM, las cuales
pueden serimportantes en la estimulacion del
Sl del lactante (Riskin et al., 2012; Freitas et al.,
2019), estasconcentraciones se han medido en

diferentes etapas de lactancia.

La capacidad antioxidante total medida
por medio de FRAP en LM y Fl no representé
una diferencia estadisticamente significativa;
sin embargo, la LM presentd una tendencia
mayor enesta prueba. Investigadores como Eza-
ki et al. (2008) y Oveisi et al. (2010), observaron
que la LMproveia mejor capacidad antioxidan-
te que la Fl. Por lo cual el uso temprano de la
LM se considera extremadamente importante

y util en la proteccién del lactante contra el EO.

Conclusiones

Los niveles elevados de sistemas antioxidantes
(GSH y GPx) y marcadores de inflamacién (IL-18
y TNF-a) en saliva de lactantes que reciben Fl, ya
sea de manera exclusiva o mixta, parecen estar
relacionados con una respuesta compensatoria
del organismo ante un posible incremento de
ERO. Este fendmeno ha sido observado en mul-

tiples estudios realizados en adultos.
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La capacidad antioxidante de la leche
materna en comparacion con la Fl no mostré
diferencias significativas, aun asi, la LM tuvo una
tendencia mayor de capacidad antioxidante al
analizarla conel ensayo de FRAP. La capacidad
antioxidante de la Fl no pudo detectarse al uti-

lizar el ensayo DPPH.

Estos resultados sefialan que la LM es el
alimento ideal para el desarrollo de lactante, ya
gue escapaz de brindar los elementos necesa-
rios no solo para el crecimiento sino parala pro-
teccién deéste y es un fluido capazde adaptar-
se a las necesidades especificas del bebé aun

cuando no se brinde de manera exclusiva.

Literatura citada

Andreas, N. J.,, Kampmann, B., & Le-doare, K.
M. (2016). Early Human Development Hu-
man breast milk : A review onits composition
and bioactivity. Early Human Development,
91(11), 629-635. https://doi.org/10.1016/].
earlhumdev.2015.08.013

Ankrah, N. A., Appiah-Opong, R., & Dzokoto,
C. (2000). Human breastmilk storage and
the glutathione content.

Journal of Tropical Pediatrics, 46(2), 111-113.
https://doi.org/10.1093/tropej/46.2.111

Arana, C., Moreno-Fernandez, A. M., GO-
mez-Moreno, G., Morales-Portillo, C., Serra-
no-Olmedo, |., de la CuestaMayor, M. C., &
Martin Hernandez,

T. (2017). Increased salivary oxidative stress
parameters in patients with type 2 diabetes:
Relation with periodontaldisease. Endocrino-
logia, Diabetesy Nutricion, 64(5),258-264. ht-
tps://doi.org/10.1016/j.endinu.2017.03.005



Chrico, G., Marzollo, R., Cortinovis, S., Fonte,
C., & Gasparoni, A. (2008). Antiinfective Pro-
perties of Human Milk. TheJournal of Nutri-
tion, 1801- 1806. https://doi.org/10.1093/
jn/138.9.1801S

Da Silva, P. V., Troiano, J. A., Nakamune, A. C.
M. S., Pessan, J. P., & Antoniali, C. (2016). In-
creased activity of the antioxidants systems
modulate the oxidative stress in saliva of to-
ddlers with early childhood caries. Archives
of Oral Biology, 70, 62—66. https://doi.or-
g/10.1016/j.archoralbio.2016.06.003

Dawod, B., Marshall, J. S., & Marshall, J. S.
(2019). Cytokines and solublereceptors in
breast milk as enhancers of oral toleran-
ce development. Frontiers in Immunology,
10(JAN), 1-9. https://doi.org/10.3389/fim-
mu.2019.00016

de la Torre, K. and Chavez-Servin, J. (2017).
Formulas infantiles. In Férmulas Infantiles.
Nutricion y Tecnologia (Vol.1, Issue
Férmulas, pp. 230-280). https://
scp.com.co/precop- old/precop_files/modu-
lo_8 vin_4/Formulas_Infantiles.pdf

Ezaki, S., Ito, T., Suzuki, K., & Tamura, M. (2008).
Association between total antioxidant capa-
city in breast milk andpostnatal age in daysin
premature infants. Journal of Clinical Bioche-
mistry and Nutrition, 42(2), 133—137.https://
doi.org/10.3164/jcbn.2008019

Freitas, N. A. de, Santiago, L. T. C., Kurokawa,
C. S., Meira Junior, J. D. de, Corrente, J. E., &
Rugolo, L. M. S. de S. (2019). Effect of pree-
clampsia on human milk cytokine levels.
Journal of Maternal-Fetal and Neonatal Me-
dicine, 32(13), 2209-2213.

https://doi.org/10.1080/14767058.2018.1429395

Gregory, K. E., & Walker, W. A. (2013). Immu-
nologic Factors in Human Milk and Disease
Prevention in the PretermInfant. Current Pe-

diatrics Reports, 1(4), 222-228. https://doi.
org/10.1007/s40124-013-0028-2

Hassiotou, F., & Geddes, D. T. (2015). Immune
Cell-Mediated Protection of the Mammary

Gland and the Infant during Breastfe-
eding. America Societyf o r
Nutrition, 6, 267-275. https://doi.

org/10.3945/an.114.007377 .from

LAbbe, M. R., & Friel, J. K. (2000). Superoxide
dismutase and glutathione peroxidase con-
tent of human milk from mothers of prema-
ture and full- term infants during the first
3 months of lactation. Journal of Pediatric
Gastroenterology and Nutrition, 31(3), 270—
274. https://doi.org/10.1097/00005176-
200009000-00013

Nair, A., & Nair, B. J. (2017). Alteration of cellular
metabolism in cancer cells and its therapeu-
tic. Journal of Oral andMaxillofacial Patholo-
gy, 21(3), 394-401. https://doi.org/10.4103/
jomfp.JOMFP

Oveisi, M. R., Sadeghi, N., Jannat, B., Hajima-
hmoodi, M., Behfar, A. ol A., Jannat, F, &
Nasab, F. M. (2010). Humanbreast milk pro-
vides better antioxidant capacity than infant
formula. Iranian Journal of Pharmaceuti-
cal Research, 9(4), 445-449. https://doi.
org/10.22037/ijpr.2010.912

Riskin, A., Almog, M., Peri, R., Halasz, K., Srugo,
l., & Kessel, A. (2012).

Changes in immunomodulatory constituents of
human milk in response to active infection in
the nursing infant.

Pediatric Research, 71(2), 220— 225. https://
doi.org/10.1038/pr.2011.34

Xavier, A. M., Rai, K., & Hegde, A. M. (2011). Total
antioxidant concentrations of breastmilk-an
eye-opener to the negligent. Journal of Heal-
th, Population and Nutrition, 29(6), 605—611.

119



- laboracion de protoco|os de

propagacion de plantas con valor
socio-ecologico del Area Natural
Protegida El Batan, en la microcuenca
Joaquin Herrera, Corregidora, Qro.

Uribe-Bernal M.
Osorno-Sdnchez T. G.
Herndndez-Sandoval L. G.
Herndndez-Guerrero J. A.

Facultad de Ciencias Naturales.UAQ.
Maestria en Gestion Integradade Cuencas

Mendoza-Herndndez P, E.
Serrano-Sdnchez A.

Facultad de Ciencias. UNAM.
Maestria en Gestion Integradade Cuencas




Introduccion

Al menos el 50 % del poligono total del area na-
tural protegida,El Batan, se encuentra en la mi-
crocuenca Joaquin Herrera. Aunque no existen
asentamientos humanos dentro del poligono
se han registrado 31 localidades, tanto rurales
comourbanas, que se encuentran aproximada-
mente a 1 km dedistancia del limite del area
decretada como ANP. Del drea total del ANP
correspondiente a la microcuenca Joaquin He-
rrera, 60.3 % pertenece a la zona nucleo y el
resto (39.7 %) a zona de amortiguamiento, la
cual se subdivide en actividades como aprove-
chamiento sustentable de los recursos natura-
les (14.8 %), aprovechamiento sustentable de
agrosistemas (24.4 %) y zonas de uso publico
(0.7 %) (SEDESU, 2015). Ademas de la reserva
ecoldgica el Batan el parque nacional de El Ci-
matariocuenta con una minima distribucién en
el municipio de Corregidora 3.66 % (88 ha); sin
embargo, la importancia de ambas radica en
su funcidon como un cinturén que sirve como
corredor bioldgico para preservar la biodiver-
sidad bioldgica, debido a que las dreas verdes
en el municipio de Corregidora son escazas
(POELMC, 2017).

La coexistencia de seres humanos y otras
especies es habitual alrededor de todo el pla-
neta, por lo tanto, no es de extrafiar que en las
cuencas, en este caso microcuencas, exista de
igual forma una dindmica entrelas sociedades y
la naturaleza. Lo anterior, brinda una oportu-
nidad para estudiar y conocer estasconexiones
de las cuales obtenemos beneficios diariamen-

te, por ejemplo, alimentos, medicinas y com-

bustible. El estudio en la microcuenca Joaquin
Herrera brinda, convenientemente, los ele-
mentos para profundizar en estas relaciones.
Por anteriormente planteado el objetivo del
presente trabajo es desarrollar protocolos de
propagacion de las especies con importancia
socio-ecoldgica en la microcuenca. Lo anterior
pretende ser un paso hacia el mejor entendi-
miento de la composiciéon de la vegetacion y
su importancia biocultural. Por otra parte, por
medio de la generacién de conocimiento de la
propagacion de las especies se pretende crear
técnicas y herramientas para prevenir riesgos
por la pérdida de vegetacion como la inestabi-
lidad de laderas, erosion, incendios forestales,
pérdida de infiltracion, aumento de la tempera-
tura, entre otras. Actualmente, esta microcuen-
ca es relevante en el municipio de Corregidora
debido al porcentaje considerable vegetacion

natural con un minimo estado de perturbacion.

A continuacion, se describe brevemen-
te una semblanza de sus caracteristicas fisicas,
bioldgicasy sociales. La microcuenca Joaquin
Herrera esta localizada en el municipio de Co-
rregidora, en el estado de Querétaro, con una
latitud norte 352837.4879 y 348572.04, y lon-
gitud oeste entre 2269928.709y 2263048.4816
de coordenadas UTM, tiene una superficie to-
tal de 2782.2 ha (Figura 1), colinda al norte con
la localidad de Santa Barbara, Praderas de la
Negreta y Colinas delBosque Il, mientras que
al noroeste se ubica la presa El Batan, hacia el
este se encuentra la localidad El Ranchito, al sur
Charco blanco, al sureste la localidad mas cerca-
na es El Salto de espejoy al oeste colinda con el

estado de Guanajuato.
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La zona tiene una geologia diversa, aun-
que las rocas se distribuyen en la zona son prin-
cipalmente de tipo basalto y andesita, acom-
pafiado por algunas formaciones rocosas de
toba acida. El tipo de suelo predominante en
el area es el Vertisol pélico representado prin-
cipalmente en la zona norte, noroeste, oeste
y suroeste. En segundo término, se encuentra
el suelo tipo Litosol el cual se observa hacia el

norte, noroeste, este y sureste (INEGI, 2004,

POELC, 2016). Se han registradoen el sitio tres
tipos de clima, de mayor a menor proporcién,
estan clasificados como templado subhime-
do, el segundo tipo de clima descrito es el se-
miseco semicdlido y el tercer tipo de clima es
el semiseco templado. Dichos tipos de clima
resaltan por poseer una temporada de lluvias
definida, principalmente durante el verano (IN-
EGI, 2006).

Simbologia

Localidades
@ 2-100

@ 101-400
@ 4011408

(:3 microcuancas

L ANP El Batan
E CaCH 5!

0 048 0¥ 1.8 a1
-— o ee—

Fumsie Ewbor soon props o1 e
i o INES) V000,589

[
Hun?\.l\lpa'n

2 &=

=

Figura 1. Area de estudio, microcuenca Joaquin Herrera.
odificado de SEDESU, 2015.

En el drea se presentan diversos tipos de
vegetacion como bosque tropical caducifolio,
matorral crasicaule y vegetacién riparia. Cabe
sefalar que durante el desarrollo del estudio
técnicojustificativo para la declaratoria de El Ba-
tdn como area natural protegida (2011) se do-
cumentaron49 especies de flora, de las cuales,

dos se encuentran bajo la categoria amenazada
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segun la NOM- 059-SEMARNAT-2010, una de
ellas es Erythrina coralloides (Colorin) y la otra
es Hesperalbizia occidentalis (Palo blanco). De
las 62 especies de fauna documentadas para la
microcuenca Joaquin Herrera una pertenece al
grupo de los crustdceos, tres son especies de
peces, 13 son anfibios y reptiles, 24 son aves

y 21 son mamiferos. La existencia de una pre-



sa, aunque no dentrode la zona de estudio, asi
como la presencia de cafiadas sirven como ha-

bitat y refugio a estas especies.

Metodologia

El desarrollo del proyecto fue propuesto en
tres etapas, con la finalidad de tener una me-
jor contextualizacion del trabajo que se estaba
realizando. Las etapas planteadas fueron: 1)
definicion de las especies vegetales con valor
ecoldgico, 2) definicion de especies vegetales
con valor social y 3) determinacién y propaga-
cion de las especies vegetales con valor socioe-
coldgico alto. El resultado de estas tres etapas
culminé en la elaboracién de protocolos de
propagacion delas especies con un papel bio-
cultural importante de la vegetacion de la mi-

crocuenca Joaquin Herrera

Para determinar las especies con valor de
importancia alto se calculd el drea minima de
muestreo, por tipo de vegetacion (selva baja
caducifolia y matorral crasicaule) por medio de
la metodologia “curva de especies-area” pro-
puesta por Ferro (2015). A través del calculo de
desviacion estandarse determind el nimero to-
tal de cuadrantes a muestrear y la eficiencia de
muestreo se determind por medio del céalculo
del error estandar (Flores y Alvarez, 2011), el
resultado obtenido fue de tres cuadrantes por
tipo de vegetacién. El muestreo de vegetacion
consistié en la recopilacién dedatos dasométri-
cos a arboles y arbustos con una altura supe-
rior a los 25 cm de altura y un didmetro a la
altura del pecho (DAP) mayor a 7.5 cm (Campo

y Duval, 2014; SEDEA, 2015). Finalmente, con
los datos obtenidos se calculd por especie la
frecuencia, dominancia y densidad, variables
necesarias para el calculo del indice de valor de
importancia ecoldgica segln lo propuesto por
Maclntosh (1985).

Posterior a obtener el valor de importan-
cia ecolégica de las especies de los cuadrantes
previamente muestreados se determind, por
medio de encuestas semiestructuradas a ac-
tores clave de la microcuenca, el indice de valor
de uso (lue) propuesto por Alvis (2009); Aguilary
Castillo(2007) y Campo y Duval, (2014). Dicho
indice consiste en categorizar la importancia
biocultural que tienen las especies de flora con
base en la diversidad de usos determinados por

las personasencuestadas.

Obtenidos estos dos valores se seleccio-
naron cinco especies pertenecientes a selva
baja caducifolia y cinco de matorral crassicaule
con los valores mas altos, las cuales se determi-
naron como las especies socioecolégicamente
importantes de la microcuenca. De las cuales
se elabordsu protocolo de propagaciéon. Para
la elaboracidon de los protocolos de propa-
gacidon se compararon métodos que aumen-
taran el porcentaje y uniformizaran el periodo
de germinacién al final se eligié el que dio los
mejores resultados (Espitia et al., 2017; Ffolliot y
Thames, 1983).

Resultados y discusion

Se identificaron 19 especies en la selva baja ca-
ducifolia (SBC) muestreada y 11 en el matorral
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crasicaule (MC), en total suman 10 familias bo-
tanicas presentes en la zona de muestreo. Las
especies mas frecuentes para el tipo de vegeta-
cion SBC fueron Lysiloma microphyllum, Bursera
fagaroides, Karwinskia humboldtiana, Diphysa
suberosa, Forestiera phillyreoides y Myrtillo-
cactusgeometrizans. El didmetro a la altura del
pecho promedio de las especies mas frecuen-
tes fue de 42.77, 43.72, 21.26, 21.96, 30.41 y
36.8 cm mientras que la altura promedio de las

especies fue de 4.65, 3.16, 2.34, 2.03, 2.64 y
2.05 mts, por otro lado, la cobertura prome-

dio calculada por especie fue de 20.49, 5.33,
3.37, 2.63, 2.29 y 5.22 m? respectivamente. En
cambio, en el MC las especies mas frecuentes
fueron Zaluzania augusta, Calliandra eriophyl-
la, Mimosa monacrista, Acacia farnesiana, Ip-
omoea murucoides y Acacia schaffneri. La al-
tura promedio de las especies mas frecuentes
fue de 1.22, 0.60, 1.52, 1.57, 3.27 y 1.99
mts., mientras que su cobertura promedio
fue de 3.47, 0.93, 5.96, 4.77, 21.37 y 8.40 m?
respectivamente. Derivado del desarrollode la
ecuacién de valor de importancia, las especies
gue resultaron con los valores mas altos, de

mayor a menor, fueron Lysiloma microphyllum,
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Bursera fagaroides, Karwinskia humboldtiana,
Forestiera phillyreoides, Myrtillocactus geome-
trizans y Diphysa suberosa, pertenecientes a la
SBC.Mientras que, Zaluzania augusta, Ipomoea
murucoides, Mimosa monancistra, Calliandra
eriophylla, Acacia farnesiana y Acacia schaff-

neri fueron las especies concernientes al MC.

Las especies obtenidas con altos valores
en ambos indices, ecoldgico y social, fueron
para el tipode vegetacion selva baja caducifolia
Lysiloma microphyllum (Guaje), Myrtillocactus
geometrizans(Garambullo), Bursera fagaroides
(Palo xixiote), Forestiera phillyreoides y Dyphisa
suberosa (Palosanto). Mientras que las especies
Inomoea murucoides (Palo bobo), Acacia farne-
siana (Mezquite), Acacia schaffneri (Mezquite
chino) y Mimosa monancistra (Ufia de gato)
fueron las resultantes del tipo de vegetacién
matorral crasicaule. Los tratamientos elegidos
consistieron en la disminucién del tiempo de
imbibicidén con agua de la semilla, como proce-
so fundamental para laactivacién de los proce-

sos que dan lugar a la germinacién (Cuadro 1).



Cuadro 1. Tratamientos pre germinativos a las especies con importancia socio-ecoldgica

ESPECIE / TRATAMIENTO CONTROL ABRASIVO REMOIJO BURBUIJEO
EN AGUA EN AGUA

Lysiloma microphyllum X X X

Myrtillocactus geometrizans X X X

Bursera fagaroides X X X

Dyphisa suberosa X X

Forestiera phillyreoides X X

Ipomoea murucoides X X

Acacia farnesiana X X

Acacia schaffneri X X

Mimosa monancistra X X X

Durante los 25 dias que se monitoreo la
germinacion se contaron el nimero de semillas
emergidas lo cual dio como resultado curvas de
germinacion por especie. Lo anterior permitio
constatar que en la mayoria de los casos los tra-
tamientos pregerminativos cumplieron su fun-
ciénal compararlos con el tratamiento control,
las excepciones fueron en las especies Lysiloma
microphyllum y Diphisa suberosa las cuales no
presentaron diferencias significativas respecto

al control.

Conclusiones

A pesar de obtener éptimos resultados de ger-
minacién, superiores al 50 % en todas las espe-
cies,no se logré obtener la cantidad suficiente
de semillas para comparar entre los tres pre
tratamientos propuestos por lo cual, se sugie-
re mas adelante hacer las comparaciones entre

los pre tratamientos faltantes.

Por otra parte, se sugiere seguir mues-
treando la vegetacion del area para constatar
la importancia de las especies encontradas en
las microcuencas circundantes a las del drea de
estudio. A pesar de encontrarse en condiciones
de poca perturbacién la zona alta de la micro-
cuenca, a razon de solo el muestreo de una es-

pecie asociada a la perturbacion, Karwinskia

humboldtiana, se sugiere prestar aten-
cién a las actividades que principalmente se
observaron causan estos disturbios, por ejem-

plo, el pastoreo de ganado.

A pesar de que en el presente trabajo
solo se muestreo vegetacion arbdrea y arbusti-
va, se reconoce la importancia de preservar la
diversidad de formas de vida en la conservacion
de ecosistemas, por lo cual se considera impor-
tante implementar este tipo de metodologias
para lapropagacion de herbdceas. Las plantas
herbdceas también han demostrado ser un ele-

mento importante en la cultura de las comu-
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nidades al presentar una amplia diversidad de
usos y beneficios por lo cual su conservaciéon

también debe ser una prioridad.

Finalmente, como uno de los ejes centra-
les de este proyecto, se considerd la participa-
cién ciudadana de los habitantes de la micro-
cuenca, sin embargo no se obtuvo la respuesta
esperadaa la convocatoria hecha para participar
en el presente proyecto lo cual requiere de mo-
dificacionesen la estrategia de vinculacién con
los habitantes de dicha zona para fortalecer los
futuros programas de conservacion y restaura-
cién del drea natural protegida El Batan y sus

alrededores.
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Introduccion

Babesia es un género de hemoparasitos cau-
sante de la babesiosis bovina, en México, es
transmitida por garrapatas Rhipicephalus mi-
croplusy R. annulatus. En México, regiones tro-
picales y subtropicales, las especies de Babesia
gue causanla Babesiosis bovina son: B. bigemi-
na y B. bovis (Schnittger et al., 2012). Ambas
especies son endémicas de México. Como me-
dida de proteccion y medida de control contrala
Babesiosisbovina se han desarrollado diferen-
tes estrategias de vacunacién. Las vacunas que
se emplean como medida preventiva contra la
babesiosis, estan hechas a partir de pardsitos
vivos atenuados de diferentes cepas de Babe-
sia quehan mostrado tener la capacidad de es-
timular el sistema inmunitario para la genera-
cion de respuesta inmune contra Babesia, Sin
embargo, los costos de produccién de estas va-
cunas son elevados asi como su vida de anaquel
(De wall y Combrink, 2006). Recientemente se
ha propuesto el uso de vacunas recombinantes
de las proteinas de superficie de Babesia, que
contengan epitopos B y T conservados e inmu-
nogenico (Brown et al., 2006; Suarez & Noh,
2011; Mosqueda et al., 2012). Camacho-Nuez
et al., (2017) y Hernandez-Silva et al., (2018)
identificaron y caracterizaron epitopos B de
proteinas de B. bigemina. Los fueron evaluados
mostrando en ensayos inmunolégicos que los
péptidos que generaron anticuerpos con activi-
dad neutralizante se usaron para el desarrollo

de una proteina quimérica llamada CHPV1.9.

CHPV1.9 se expresé en una cepa BL21 de

Escherichia coli, y se demostrd que la proteina

se encuentra en cuerpos de inclusién. En este
trabajo se explicara a detalle diferentes méto-
dos de purificacién de CHPV1.9 con una pureza

mayor al 95 %.

Metodologia

Expresion de CHPV1.9

La expresion de la proteina CHPV1.9 se uso la
clona 3 Escherichia coli cepa BL2, la cual esta
modificada con el gen chpv1.9 (actualmente
en proceso de patente). Para la produccion de
CHPV1.9 se us6 un biorreactor con una torre
de control (Biostat® A, Sartorius©), el cultivo se
realizé en un tanque agitado de vidrio (UniVes-
sel® Glass, Sartorius©), usando un pre-inoculo

hecho con las mismas condiciones en apartado

Se agregaron 100 ml aproximadamente de
pre-inéculo o hasta que la O.D fuera de 0.05 para
iniciar el cultivo. El cultivo fue monitoreado apro-
ximadamente cada 30 minutos, cuando el culti-
vo llego a una O.D 400 nm se tomd una muestra
pre-induccién y se administré 0.2 % de L-arabi-
nosa, el cultivo se siguié monitoreando cada 30

minutos hasta llegara a una 0.D >1.100 nm.

Posteriormente al termino del cultivo se
tomaron alicuotas de 150 ml, las muestras de
cultivo secentrifugaron a 12000 xg por un mi-
nuto, se elimind el sobrenadante y se guardé el
pellet a -20 °Cpara un tratamiento de lisis me-

canica y choque térmico.
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Preparacién de muestra para

purificacion de CHPV1.9

El pellet de cultivo correspondiente a 150
ml de cultivo se resuspendidé en 7 ml en buffer
de lisis (Buffer lisis: 50 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 5 mM Protease Inhibitor Cocktail, ED-
TA-Free, pH 7.5),la muestra se sometié a 5 ci-
clos de congelamiento por un minuto y sonica-
cién en hielo (1 min a 80 % de amplitud), para

la ruptura de la pared bacteriana.

La muestra se centrifugo a 10000 xg por
10 minutos, el pellet se resuspendié 5 ml de bu-
ffer de lisis con 0.5% de Triton X-100 y se agité
durante 30 min a 42 C. Se centrifugo la muestra
a 10000 xg por 10 minutos, y el pellet se resus-
pende en 3 ml de agua inyectable, este paso de
realizo porotras tres veces. El pellet resultante
se le da un tratamiento con 5 ml de DNAsas (10
ug/ml) en agua grado biologia molecular para
eliminar ADN, la muestra se dejo en agitacion

por 30 minutosa 4°C.

El pellet se resuspendié en 3 ml de agua
grado molecular, se centrifugo a 10000 xg por
10 minutos.El pellet se resuspendioé en buffer B
para solubilizar los cuerpos de inclusion. (Buffer
B: 8 M Urea;100 mM de Fosfato de sodio biba-
sico; 20 mM Tris-base; 12 mM Imidazol, pH 8.3)
hasta que el pellet se solubilize por completo
y no se observen agregados. La muestra se fil-
tré en un filtro de jeringa o pirinola 0.27 mm
de didmetro con una membrana de 1.2 um de

poro PES (Polietersulfona, Corning®).
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Purificacion de CHPV1.9 por
cromatografia de afinidad

La purificacién de la proteina se realizé por cro-
matografia de afinidad, usando columnas de
niquelunidas a perlas de sefarosa (HisTrap ™,
High Performance GE Healthcare). Se elimind el
etanol dela columna con10 ml de agua destila-
da estéril a un flujo de 30 gotas por minuto. Para
la activacionde la columna se usé de 3 a 5 ml
de buffer B, se adiciono la muestra previamen-
te pre-filtrada, para la interaccién de la resina
con la muestra se dejé en agitacion lenta en un
homogenizador celular overningth (MACSmix
Tube Rotator, MACSxpress® Miltenyi biotec©).

Se elimino el sobrenadante que contiene
las proteinas que no se unieron. Se adiciono 3
ml de buffer C para eliminar proteina que se
unuiran de manera inespecifica (Buffer C: 6 M
Urea; 100 mM de Fosfato de sodio dibasico; 20
mM Tris-base; 30 mM Imidazol, pH 8.3).

Para eluir las proteinas con cola de his-
tidinas se us6 el buffer D un ml (Buffer D: 4 M
Urea; 100 mM de Fosfato de sodio dibasico; 20
mM Tris-base; 150 mM Imidazol, pH 8.3), se co-

lectaron de 28 a 30 elusiones.

Dialisis, diafiltracion y concentracion
de proteinas

El proceso de didlisis se realizd usando un bu-
ffer de recambio (100 mM de Fosfato de sodio
dibasico; 20 mM Tris-base; 150 mM Imidazol,

con 10 % glicerol pH 8.3), se hicieron recambios



cada 3 horas de 0.5 M urea, hasta llegar a una

concentracion en la muestra de 0.5 M urea.

Para la eliminacién del exceso de urea
usando el método de diafiltracidon se emplea-
ron unidades de filtracion por centrifugacion
(30 kDa MWCO, VivaSpin® 4, Sartorius), para
este protocolo se empled un buffer con las mis-
mas sales al buffer D en el cual estd contenida
la proteina, pero disminuyendo gradualmente
la concentracién de urea hasta llegar a concen-

traciones menores a

0.3 M de urea. Se confirmé la presencia
de CHPV1.9 por electroforesis de SDS-PAGE, las

muestrasfueron guardadas a 4 °C.

On column refolding

El replegamiento en columna en batch es
un método usado para replegar la proteina y al
mismotiempo purificar la proteina por afinidad,
sin usar otro método adicional. Se equilibro 2
ml de resina (Ni-NTA Agarose, Quiagen) con 10
ml de buffer B. La muestra se dejo interactuar
en la columna durante la noche con agitacion
rotatoria (MACSMIX ™, Miltenyi) a 42C.

El exceso de proteina unida a la columna
se eluyd con buffer B. Posteriormente, se rea-
lizd un replegamiento en la columna, disminu-
yendo la concentracién de urea en el medio. Se
afiadieron5 ml del primer tampon de replega-
miento [urea 5 M, Cloruro de sodio (NaCl) 50
mM; Tris-base 10 mM (NH2C (CH20H) 3)] pH
8,3, se dejod interactuando en la columna con
agitacion rotatoria durante 20 minutos, a 4 °

C, se eluyd el tampdn y se afiadid el siguiente

tampon (Urea 4 M, Cloruro de sodio 50 Mm,
Tris-base 10 mM) pH 8,3 se dejo interactuando
en la columna con agitacion rotatoria durante
20 minutos, a 4 ° C. La concentracidon de urea
en la columna fue disminuyendohasta una con-
centracién de 0.062 M de urea. Para la elusidn
de la proteina en la matriz de la columna se usé
un buffer (cloruro de sodio 50 mM; Tris-base
10 mM, Imidazol 250 mM) en alicuotas de un
mililitro. Las alicuotas se almacenaron a 4 ° C,
sin congelar para evitar una posible precipita-
cién, posteriormente se analizaron mediante
SDS-PAGE al 12%.

Cromatograffa de intercambio ionico

Se uso la cromatografia de intercambio idnico
para la eliminacion co-purifacién de proteinas
por cromatografia de intercambio idnico. Las
muestras que se sometieron a un proceso de
diafiltracién o didlisis, se usaron para esta cro-
matografia. Se usé 1 ml de resina (Macro-Prep®

DEAE, Biorad) con un ml de proteina.

Se uso un gradiente de cloruro de sodio
de 0.1 — 1.0 M con 50 Mm Tris-HCL. Se incubd
durante 30 minutos cada gradiente de cloruro
de sodio. Se realizd un SDS-PAGE al 12% para la

confirmacién de la proteina CHPV1.9.

Electroelusion

La electroelusidén se usa como un método de
purificacién a través de la separacién por me-
dio deSDS-PAGE. Se identificé la banda de inte-
rés y se cortd con un bisturi esteril, la muestra

se macero.La muestra se incubd durante toda
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la noche en un agitador orbital a 4 °C (Buffer de
elusion: 150 mM cloruro de sodio, 0.1% SDS, 20
mM Tris-base, 2 mM EDTA).

Resultados y discusion

Las estrategias utilizadas para la purificacion de
una proteina recombinante CHPV1.9 de B. bi-
gemina se muestras en la figura 1. En la figura 1
a) se muestra las diferentes elusiones de la cro-
matografia de afinidad, se observa la co-purifi-
cacioén de otras proteinas, estas otras proteinas
se consideran “contaminantes”, algunas de las
proteinas presentes en la purificacion por IMAC
contienen residuos de histidinas (Bolanos-Gar-
cia & Daves, 2006) y en efecto algunas son cha-
peronas moleculares que pueden unirse a la

resina o a la proteina (Howell et al., 2006).

Durante el proceso de cromatografia de
afinidad se usaron dos opciones para la elimi-
nacion de sales y plegamiento de la proteina,
se uso la dialisis y el método on column refol-
ding. Durante el proceso de didlisis se obser-
vé una precipitacion de la proteina (datos no
mostrados), la porcidn de proteina solubles fue
usada para las metodologias de cromatografia
de intercambio idnico. Ladiafiltracidon no se uso
como un método para el replegamiento, pero
se us6 para la eliminacién parcial de sales y
posteriormente las muestras fueron usadas

para la metodologia de electroelusion.

Alguna de las estrategias para eliminar
la copurificacion usada cominmente también
para el plegamiento de la proteina, es el reple-

gamiento en columna (On column refolding)

132

(Thomas et al., 2012), para el propdsito de la
purificacién CHPV1.9 se usoé esta metodologia
en batch usandogradiente de imidazol para la
elucion de CHPV1.9 (figura 1 b), se observa que
a una concentracion de imidazol 250 mM (li-
nea 6) hay una elusién a una concentracion de
0.250 mg / ml. El resultado obtenido por este
método indica un bajo rendimiento, se ha de-
mostrado en trabajos anteriores que el rendi-
miento de proteina purificada por este méto-
do es variable y depende de las caracteristicas
como motivos hidrofdbicos, punto isoeléctrico
y la interaccidon de la etiqueta de histidinas con
el plegamiento de la proteina (Lemercier et al.,
2003; Gen & Chang, 1992).

Por otra parte, la cromatografia de inter-
cambio idnico, se ha implementado como una
alternativapara la eliminacién de proteinas co-
purificadas y contaminantes como ADN o en-
dotoxinas (Li et al., 2003). En la figura 1 c) se
muestra las elusiones correspondientes a los
gradientes de cloruro de sodio 0.1 — 0.4 M (li-
nea 5-8), la elusién correspondiente a 0.4 M de
cloruro de sodio se observala banda del peso
correspondiente a la proteina CHPV1.9. Sin em-
bargo, el rendimiento compradocon el total de
muestra de la elusién de la cromatografia de
afinidad es bajo, la muestra eluida nopudo ser
cuantificada por el método de Bradford. Los
resultados obtenidos a partir de los métodos
para eliminar copurificaciones (on column re-
folding e intercambio iénico) mostraron tener
rendimientos bajos de obtencién de proteina
purificada, comparables con los resultados de
la purificacién y replegamiento de la proteina

NS3 del virus hepatitis C, usando los dos méto-



dos obtuvieron rendimientos bajos de concen-
tracién (Li et al., 2003).

Conclusiones
. La purificacidn de la proteina CHPV1.9 fue ob-
En base a los resultados obtenidos, se _ ] .
i i ., i tenida por el método de electroelusion, de-
usé un método de obtencidn de proteina, elec- ) ) o
e mostrando el mejor método para eliminar la
troelusion (figura 1 d), se muestra la banda del o ) )
. , copurificacion de proteinas por cromatografia
peso correspondiente a la proteina CHPV1.9. o .
de afinidad, aunque por este método solo se

obtiene el plegamiento parcial. Las metodolo-
gias mostradas en este trabajo no son univer-
sales para otras proteinas, en efecto se debe
considerar el tamafo de la proteina, la hidro-
fobocidad, actividad catalitica (en caso de en-

zimas) y el punto isolectrico.

a)

<

Figura 1: SDS-PAGE de metodologia para la purificacion de CHPV1.9. a) L1-L8 Elusién 1- Elusidn
8 de la proteina CHPV1.9 (49 kDa MW) por cromatografia de afinidad (IMAC). b) Purificacion de
CHPV1.9 por on column refolding L1-L3 elusiones a 150 mM imidazol; L4-L6 elusiones a 250 mM
imidazol; L7-L9 elusionesa 500 Mm imidazol. c) Purificacion de CHPV1.9 por cromatografia de
afinidad, L1 elusion por IMAC; L2 Dialisis de la elusion; L3 Flowtrought; L5-L-8 Elusidénes por gra-
diente de cloruro de sodio (0-1 — 0-4 M). d) Purificacion de CHPV1.9 por electroelusion.
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Introduccion

La babesiosis bovina es una enfermedad in-
traeritrocitaria ocasionada por protozoarios
del genero Babesia (Carvalho et al., 2015) y
transmitida por garrapatas de las especies
Rhipicephalus microplus y Rhipicephalus an-
nulatus (Domingos et al., 2015). Las especies
Babesia bigemina y Babesia bovis pueden in-
fectar a rumiantes como los bovinos causando
importantes pérdidas econdmicas y en algunos
casos la muerte de los animales (Schnittger et
al., 2012), también pueden infectar a animales
domésticos y fauna silvestre (Ueti et al., 2015)
en regiones tropicales y subtropicales. La ba-
besiosis bovina ocasionada por B. bigemina y
B. bovis causa pérdidas importantes en la pro-
duccién de leche y carne (Bock et al., 2004). Se
calcula que existen alrededor de 2 mil millones
de bovinos que se encuentra expuestos a la ba-
besiosis alrededor del mundo (Schnittger et al.,
2012). Se calculé que en México en el afio 2013
que la babesiosis y otras enfermedades trans-
mitidas por garrapatas ocasionaron pérdidas
de 573 mil millones délares americanos (Rodri-
guez- Vivas et al., 2017), sin embargo, es dificil
calcular las pérdidas con exactitud debido a la
falta de pruebas de diagndstico temprano para

la deteccidn de esta y otras enfermedades.

Existen diversos métodos para el diag-
nostico de la babesiosis bovina, los métodos
directos que detectan la presencia del pardsito
o material genético y los métodos indirectos
qgue detectan anticuerpos contra el parasito.
Esto métodos permiten determinar la ausencia

de la infeccidn en la poblacién y/o ausencia de
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manera individual, contribuyendo a la erradica-
cion, confirmacion de casos clinicos, determi-
nar la prevalencia y el estado inmunoldgico de
los animales después de una vacunacién (OIE,
2014). Las proteinas de membrana que pueden
usarse como marcadores immuno-molecula-
res, sin embargo, algunas de estas proteinas
tienen mucha variabilidad porque los patége-
nos sufren mutaciones adaptativas con el tiem-
po (Suarez et al., 1998). La proteina GP- 45 fue
identificada por anticuerpos monoclonales,
tiene un peso de 45 kDa y estd expuesta en la
membrana de merozoitos de B. bigemina. GP-
45 es una proteina glicosilada que le confiere
una mayor inmunogenicidad y por lo tanto es
mas facilmente reconocida por el sistema inmu-
nolégico bovino. (Fisher et al., 2001; McElwain
et al.,, 1991). En la actualidad se han estudia-
do diferentes proteinas de membrana que es-
tan involucradas en el proceso de incubacién
de eritrocitos por parte de Babesia, algunas de
estas proteinas han sido propuestas como can-
didatas a vacuna u otras como dianas diagnds-
ticas por ejemplo, RAP-1 (Rhoptry-Associated
Protein-1) , MSA-2c (Merozoite Surface Anti-
gen 2c), MIC-1 (Micronemal Protein 1), RON-
2 (Rhoptry Neck Protein -2), SBP-4 (Spherical
Body Protein-4), B. bovis AMA-1 (Apical Mem-
brane Antigen 1), entre otros (Mosqueda et al.,
2019; Barreda et al., 2019; Hidalgo-Ruiz et al.,
2018; Hernandez-Silva et al., 2017; Mosqueda
et al., 2012). Se ha demostrado que se puede
generar suero hiperinmunes con secuencias de
péptidos a partir de seis aminoacidos, sin em-
bargo, las secuencias de 10-12 aminodcidos son
mas inmunogénicas.Se ha confirmado que los

epitopos B lineales predichos por estos progra-



mas son reconocidos por anticuerpos bovinos
positivos para B. bigemina por ELISA indirecto
(Hernandez-Silva et al., 2018) y B. bovis res-
pectivamente (Mosqueda et al., 2019; Hidalgo
-Ruiz et al., 2018), estos péptidos son fuertes
candidatos para su uso en pruebas de diagnds-
tico especificas de especie y género respectiva-
mente. También que pueden generar anticuer-
pos monoclonales que reconocen el antigeno
crudo mediante ELISA directo o indirecto. Los
péptidos son una opcidon rapida y econdmica
para iniciar un proceso de inmunizacién en ra-
tones debido a su alta pureza, rapidez de sin-
tesis y que pueden sintetizarse en diferentes
matrices para aumentar su inmunogenicidad y
tamafio. (Howard y Kaser, 2013). En este tra-
bajo se optd por usar péptidos predichos por
métodos bioinformaticos porque no se dispone
de proteinas recombinantes correspondientes
a los antigenos de interés, ademds de que el
uso de una proteina recombinante no garanti-
za la deteccidn de anticuerpos especificos. Los
péptidos que se utilizaron son conservados en
diferentes cepas de B. bigemina. Se realizaron
andlisis bioinformaticos para confirmar de ma-
nera in-silico que los péptidos no se cruzan con
otras especies de importancia clinica en Méxi-

co que pudieran afectar al ganado.

Resultados

Evaluacidn de la presencia de anticuerpos
contra Babesia en bovinos infectados de
manera natural Los sueros evaluados por IFl
no muestran reaccién cruzada con B. bovis
(resultados no mostrados), los sueros fueron
evaluados por inmunofluorescencia indirecta
de los cuales 126 sueros, 81 positivos por IFly
45 negativos por IFl. Cada suero se probd con
cada péptido individualmente (Cuadro 1). El
punto de corte de ELISA se obtuvo con un sue-
ro de control de referencia. Todos los sueros
con absorbancia superior al punto de corte se
consideraron positivos y todos los sueros con
absorbancia inferior al punto de corte negati-
vos. Se determind la presencia de anticuerpos
contra los diferentes péptidos de GP-45 en

bovinos naturalmente infectados con

B. bigemina, con las férmulas se calcularon los
verdaderos positivos, falsos positivos, falsos
negativos, verdaderos negativos, sensibilidad,
especificidad, concordancia, valor predictivo

positivo y valor predictivo negativo (Cuadro 2).
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Cuadro 1. ELISA indirecto basado en GP-45 de péptidos de B. bigemina. Presencia de anticuer-
pos contra cada péptido contra B. bigemina sueros de bovinos infectados naturalmente. “+”

Positivo; “-“ negativo.
Estado Rancho Total Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3 Péptido 4 Péptido 5 Total
n=126 GP45-1 GP45-CH GP45-CS GP454 GP45-5
— — - p— T = -
Villa Guadalupe 7 0 7 0 5 2 6 1 7 1] 7
Aguascalientes  LasPalomas 35 23 1 20 4 17 7 14 10 19 5 24
Granja Maria | 4 0 3 1 2 2 3 1 3 1 4
Quer!-tam Granja nr!oel.l 2 2 i] 2 Q 2 (1] 2 (1] 2 (4] 2
EiTorito 6 2 7 1 5 2 7 1 7 1 8
La Herradura 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
Sinaloa 20
W £l Barén 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
positivs &l Moral 8 0 8 0 8 0 7 1 8 0 8
n=81
£l Arbolito 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
Playa Vicente 2 o 2 0 1 1 2 [1] 2 1] 2
La Esperanza 2 1 2 1 3 (1] 2 1 2 1 3
Veracruz Las Torres 24 1 0 1 0 1 0 1 ] 1 ] 1
San Faudila 3 0 2 1 3 1] 3 0 3 1] 3
£l orijuelo 11 0 9 2 10 1 1 0 1 0 11
Buenos Aires 2 o 2 0 2 1] 2 0 2 0 2
Total Positivos/Negativos 81 77 4 7 10 66 15 66 1s 73 8 81
Amazcala 0 3 0 6 0 6 0 6 0 6 6
IH_ s Los Moreno i 1] 10 0 10 0 10 0 10 1] 10 10
=45 Durango ArroyoSeco 29 0 29 0 29 3 2% 4 5 15 14 29
Total Positivos/Negativos a5 o a5 0 45 3 42 4 a1 15 30 45

Cuadro 2. Cuadro de concordancia y contingencia. VP: Sueros verdaderos positivos; FP: Sueros
falsos positivos; FN: sueros falsos negativos; VN: sueros negativos verdaderos; VPP: valor
predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; Total=n=sueros evaluados.

Pardmetro Férmula Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3 Péptido 4 Péptido 5

GP45-1 GP45-CH GP45-CS GP45-4 GP45-5

VP a i mn 66 66 YE]

FP b 0 0 3 4 15

FN c 4 10 15 15 8

VN d 45 45 42 41 30
% Sensibilidad affa+c)*100 95.06 87.65 81.48 8148 90.12
% Especificidad d/f(b+d)*100 100.00 100.00 93.33 91.11 66.67
% Concordancia (a+d)/(a+b+c+d)* 100 96.83 92.06 85.71 84.92 81.75
VPP af(a+b)*100 100.00 100.00 95.65 94.29 82.95
VPN df{c+d)*100 91.84 81.82 73.68 73.21 78.95

Total=n a+bre+d 126 126 126 126 126

Discusic’)n expuesta al sistema inmunolégico de proteinas
implicadas en el proceso de invasién al gldbu-
Los resultados obtenidos en este trabajo de- lo blanco y son inmunogénicas. Todo esto en
mostraron la presencia de epitopos B en pro- consonancia con las caracteristicas ideales de
teinas de B. bigemina. Los epitopos B identi- las candidatas a vacunas contra la enfermedad

ficados se conservan y localizan en la porcién (Mosqueda et al., 2012). La existencia de epi-
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topos B lineales conservados entre diferentes
aislados en las proteinas candidatas a vacuna
de B. bigemina se demostré mediante técnicas
bioinformaticas. La prueba de ELISA desarro-
llada en el presente trabajo alcanzé una espe-
cificidad diagndstica del 100% utilizando pép-
tidos sintéticos pertenecientes a una regién
hidrofilica de la proteina GP-45 de B. bigemi-
na. La prueba de ELISA indirecta basada en los
péptidos GP-45-1 desarrollados en el presente
trabajo para el diagndstico de B. bigemina, al-
canza valores de sensibilidad superiores a los
obtenidos por la prueba de ELISA competitiva
(comercial) basada en un epitopo de RAP-1 de
B. bovis, que alcanza una sensibilidad del 60%
utilizando sueros bovinos de diferentes partes
de México (Chung et al., 2017). La prueba de
ELISA indirecta basada en el péptido GP-45-1

tiene un 35% mas de sensibilidad para detectar

B. bigemina que la prueba ELISA com-
petitiva (comercial) basada en un epitopo de
RAP-1 para la deteccién de B. bovis. La prueba
de ELISA indirecta basada en la proteina SBP-4
recombinante para la deteccion de B. bovis, al-
canzo el 98.7% de sensibilidad diagndstica uti-
lizando sueros de diferentes partes de México
(Chung et al., 2017). La sensibilidad diagnésti-
ca de esa prueba para esa especie, superé los
valores obtenidos en el presente trabajo para
la deteccién de anticuerpos contra B. bigemi-
na mediante la ELISA indirecto basado en el
péptido GP-45-1 de B. bigemina. Castillo-Pérez
et al., (2017) desarrollaron la prueba de ELISA
indirecta utilizando la proteina recombinante
RAP-1a de B. bigemina para la deteccion de an-

ticuerpos contra este parasito alcanzando una

sensibilidad del 90% y una especificidad del
98,75%. Las pruebas de ELISA evaluadas por
Kim et al., (2007) donde utilizaron la proteina
recombinante rMSA-2c B. bovis y rRAP-1 / CT17
de B. bigemina, alcanzaron 96,7% de sensibili-
dad, 95% y 93,8% de especificidad respectiva-
mente, los valores obtenidos en este trabajo
son similares en sensibilidad, sin embargo, la

especificidad fue excedida en 6.2%.

Conclusiones

Los péptidos GP-45 de B. bigemina pueden
usarse para el Desarrollo de vacunas basadas
en péptidos. Los sueros de bovinos infectados
de manera natural reconocieron los péptidos
hasta con 95% de especificidad. Los péptidos
evaluados en este trabajo se encuentran pre-
sentes solo en B. bigemina y son excelentes
para el diagndstico seroldgico. Las ELISAs indi-
rectas desarrolladas en este trabajo son poten-

cialmente patentables.

139



Literatura Citada

Barreda, D., Hidalgo-Ruiz, M., Hernandez-Ortiz,
R., Ramos, J. A., Galindo-Velasco, E., & Mos-
queda, J. (2019). Identification of conserved
peptides containing B-cell epitopes of Babe-
sia bovis AMA-1 and their potential as diag-
nostics candidates. Transbondary and emer-

ging diseases.

Bock, R., Jackson, L., De Vos, A., & Jorgensen,
W. (2004). Babesiosis of cattle. Parasitolo-
gy, 129(S1), S247-S269. Castillo-Pérez, I. M.,
Lira-Amaya, J. J., Castaneda-Arriola, R. O,,
Cantu-Covarrubias, A., Mejia-Estrada, F., Po-

lanco-

Martinez, D. J., ... & Figueroa-Millan, J. V. 2017.
Comparacion de pruebas seroldgicas para el

diagndstico

epidemioldgico de babesiosis bovina transmiti-
da por garrapatas. Entomologia mexicana, 4:
621-626 (2017)

Chung, C. J,
E., Bandaranayaka Mudiyanselage, C.

Suarez, C.

L., Bandaranayaka- Mudiyanselage, C. B.,
Rzepka, J., Heiniger, T. J., Chung G., Lee, S.
S., Adams E., Yun G. & Waldron, S. J. (2017).
A novel modified- indirect ELISA based on
spherical body protein 4 for detecting anti-
body during acute and long-term infections
with diverse Babesia bovis strains. Parasites
& vectors, 10(1), 77.

Domingos, A., Antunes, S., Villar, M., & de la

Fuente, J. (2015). Functional Genomics of

140

Tick Vectors Challenged with the Cattle Pa-
rasite Babesia bigemina. Veterinary Infection
Biology: Molecular Diagnostics and High-
Throughput Strategies (pp. 475-489). Sprin-

ger Science+Business Media New York.

Fisher, T. G., McElwain, T. F., & Palmer, G. H.
(2001). Molecular Basis for Variable Expres-
sion of Merozoite Surface Antigen GP-45
among American Isolates of Babesia bige-
mina. Infection and immunity, 69(6), 3782-
3790.

Herndndez-Silva, D., Valdez-Espinoza, U., Mer-
cado-Uriostegui, M., Aguilar-Tipacamu, G.,
Ramos-Aragoén, J., Hernandez-Ortiz, R., ...

(2018).

Characterization of MIC-1, a Novel Antigen in

Mosqueda, J. Immunomolecular
Babesia bigemina, Which Contains Conser-
ved and Immunodominant B-Cell Epitopes
that Induce Neutralizing Antibodies. Veteri-
nary Sciences, 5(2), 32.

Hidalgo-Ruiz, M., Suarez, C. E., Mercado-Urios-
tegui, M. A., Hernandez-Ortiz, R., Ramos,
J. A., Galindo-Velasco, E., ... Mosqueda, J.
(2018). Babesia bovis RON-2 contains con-
served B-cell epitopes that induce an inva-
sion- blocking humoral immune response
in immunized cattle. Parasites and Vectors,
11(1), 1-11.

Howard, G. C., & Kaser, M. R. (2013). Making
and using antibodies: a practical handbook.

CRC press.

Kim, C. M., Blanco, L. B.C., Alhassan, A., Iseki, H.,
Yokoyama, N., Xuan, X., & Igarashi, I. (2008).



Development of a rapid immunochromato-
graphic test for simultaneous serodiagnosis
of bovine babesiosis caused by Babesia bovis
and Babesia bigemina. The American journal
of tropical medicine and hygiene, 78(1), 117-
121.

McElwain, T.F., Perryman, L.E., Musoke, A.J,,
McGuire, T.C., 1991. Molecular characteri-
zation and immunogenicity of neutraliza-
tion-sensitive Babesia bigemina merozoite
surface proteins. Mol Biochem Parasitol 47,
213-222.

Mosqueda, J., Hidalgo-Ruiz, M., Calvo-Olve-
ra, D. A., Hernandez-Silva, D. J., Ueti, M. W.,
Mercado-Uriostegui, M. A,

.. & lgarashi, 1. (2019). RON2, a novel gene in
Babesia bigemina, contains conserved, im-
munodominant B- cell epitopes that induce
antibodies that block merozoite invasion. Pa-
rasitology, 146(13), 1646-1654.

Mosqueda, J., Olvera-Ramirez, A., Aguilar-Tipa-
camu, G., & J Canto, G. (2012). Current ad-
vances in detection and treatment of babe-
siosis. Current medicinal chemistry, 19(10),
1504-1518.

International Office of Epizootics (OIE). (2014).
Bovine babesiosis. In: Manual of diagnostic

tests and vaccines for terrestrial animals.

Rodriguez-Vivas, R. I., Grisi, L., de Ledn, A. A.
P., Villela, H. S., de Jesus Torres-Acosta, J. F,,

Sanchez, H. F, ... & Carrasco,

D. G. (2017). Potential economic impact assess-
ment for cattle parasites in Mexico. Review.
Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias, 8(1),
61-74.

Schnittger, L., Rodriguez, A. E., Florin-Christen-
sen, M., & Morrison, D. A. (2012). Babesia: a
world emerging. Infection, Genetics and Evo-
lution, 12(8), 1788-1809.

Suarez, C. E.,, Palmer, G. H., Hotzel, I., &
McElwain, T. F. (1998). Structure, sequence,
and transcriptional analysis of the Babesia
bovis rap-1 multigene locus. Molecular and
biochemical parasitology, 93(2), 215-224.

Ueti, M. W.,, Olafson, P. U., Freeman, J. M., Jo-
hnson, W. C., Scoles, G. A. (2015). A virulent
Babesia bovis strain failed to infect white-tai-
led deer (Odocoileus virginianus). PloS one,
10(6), e0131018.

141



Factores determinantes para
la obtencion de la toxina K1 de
Saccharom )/ces cerevisiae

Molina-Vera, C. A.

Maestria en Ciencias Bioldgicas.
Facultad de Ciencias Naturales.
UAQ.

Morales-Tlalpan, V.

Facultad de Ciencias Naturales.UAQ.
Unidad de Protogendmica. INB. UNAM.
Campus Juriquilla.

Gonzdlez-Gallardo, A.
Unidad de Protogendmica. INB. UNAM.
Campus Juriquilla.

Vazquez-Mendieta, J. A.
De la Cruz-Sarifiana L. A.

Maestria en Ciencias de la Nutricion Humana.
Facultad de Ciencias Naturales. UAQ.

Villarreal-Ramirez J. )
Maestria en Ciencias Bioldgicas. i
Facultad de Ciencias Naturales. UAQ.

Saldana, C.
Facultad de Ciencias Naturales.UAQ.



Introduccion

Saccharomyces cerevisiae ha sido el hongo mas
utilizado parala produccién de pan y alcohol.
Sin embargo, es un organismomuy atractivo en
la experimentacién cientifica debido suscarac-
teristicas genéticas y su facil manutencién en
el laboratorio (Salari & Salari, 2017). Una carac-
teristica relevante que presenta S. cerevisiae
es el fenotipo Killer. Este fenotipo caracteriza
a algunas cepas de levadura capaces de pro-
ducir una toxina: una molécula protéica capaz
de causar la muerte en cepas sensibles (Bevan
& Makower, 1963). Estas toxinas han sido lla-
madas tokinas “Killer” debido a que inducen la
muerte a cepas sensibles. Se han descubierto
diversas toxinasKiller en S. cerevisiae; cuyo ori-
gen radica en la simbiosis de la levadura con
dos agentes virales (llamados ScV: Saccharomy-
ces cerevisiae viruses). Entre los mas estudia-
dos, encontramos a los nombrados virus M y
L-A helper, pertenecientes al virus de la fami-
lia Totiviridae. El ensamblaje de estos virus es
complejo y se ha demostrado que estd consti-
tuido de RNA de doble cadena (dsRNA). Dentro
de la secuencia genética del virus M se ha en-
contrado una regidn que codifica para una pre-
protoxina, mientras que en el virus L-A helper,
contiene la secuencia para la capside y la RNA
polimerasa dependiente de RNA (Pieczynska
et al., 2017). Las toxinas Killer, reciben su nom-
bre con base en el tipo de ScV que infecta a la
levadura; por ejemplo:las toxinas Killer K1, K2,
K28y Klus son producidas por los virus M1, M2,
M28 y Mlus, respectivamente (Rodriguez-Cou-
sifio et al., 2011).

La toxina Killer 1 (K1) de S. cerevisiae indu-
ce la muerte en diversas cepas de S. cerevisiae,
Ustilago maydis, Zygosaccharomyces bailii, en-
tre otros (Becker & Schmitt, 2017), sugiriendo
fuertemente, que hay procesos conservados a
través de la escala evolutiva. La estructura pri-
maria de K1 (pptox) estd constiuida por 4 su-
bunidades (6-a-y-B); la pptox es una molécula
inmadura, para sumaduracidn se requiere el
procesamiento en el reticulo y en el aparato
de Golgi por las carboxilpeptidasas Kex1 y Kex2
(Gier et al., 2019). La toxina madura esta con-
formada por las subunidades a y B, mientras
gue las subunidades 6 y y son eliminadas me-
diante la accion de las enzimas Kex1 y Kex2; in-
teresantemente, el proceso de maduracion de
K1 comparte mecanismos moleculares simila-
res a los que son utilizados para la maduracién
de la insulina (Ahmed et al., 1999).

Para que K1 induzca la muerte en celulas
sensibles, se requieren dos pasos: 1) se sugiere
gue K1 reconozca en la pared celular de la le-
vadura sensible, al 1-6-B-D-glucano y 2) que K1
reconozca yse una al canal de potasio de 2 po-
ros en tandem (Tok1p), localizado en la mem-
brana plasmatica.La interaccion de K1 a Toklp
desencadena que el canal se active permitien-
do la salida de potasio,despolarizando a la cé-
lula, causando la muerte de la célula (Sesti et
al., 2001).

Otro evento importante que se ha obser-
vado es la falta de actividad de K1 en la S. ce-
revisiae productora, es decir, las cepas presen-
tan inmunidad a su propia toxina; sin embargo,
pueden sersensibles a otras toxinas (Vondrejs
& Palkova, 1996). La inmunidad de K1 se ha su-
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gerido que se debe a la interaccion de la pptox
con el canal Tok1lp en la porcidn citoplasmatica
del canal, modificando la estructura tridimen-
sional e inactivandolo (Bartunek et al., 2001).
Los mecanismosde inmunidad de las toxinas Ki-
ller son distintos para cada caso, por ejemplo,
el mecanismo de inmunidad para la toxina K28
(inhibidor irreversible de la sintesis de DNA) es
muy distinto al de K1; puesto que la inmunidad
ante esta toxina hace uso del transporte retré-
grado de la preprotoxina para ubiquitinarla y
posteriormente degradarla en el proteosoma
(Becker & Schmitt, 2017).

En el presente trabajo se esclarecen las
condiciones determinantes que rodean al fe-
notipo killer de la toxina K1, tales como el pH,
medio de cultivo, cantidad de indculo y tiempo.
Asi mismo, determinar cdmo estas condiciones
influyen en la obtencién de la preprotoxina a ni-
vel de mRNA.

Metodologia

Cepas y medios de cultivo

Las cepas S. cerevisiae 5x47 sensible (MATa/a
hisl/+ trpl/+ ura3/+ [K10 K20 K280 Klus0])
(amablemente donadas por la Dra. Rosa Es-
teban (Universidad de Salamanca, Espana) y
S. cerevisiae killer ATCC 42300 (MAT a Ade2/+
Thr1/+ sKi2-1/+ [KIL-K1]). Las cepas fueron cul-
tivadasen medio YPD liquido o YPD-agar (Ex-
tracto de levadura 1 %, Peptona 2 %, Glucosa
2 %, Agar 2.5 %). YPD pH 4, 4.5, 4.7, 5y 6 fue-
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ron preparados adicionando 0.1 M de KH,PO4y
ajustando con 3cido citrico 1M (pH 6 se ajusté
con KOH 1M en vez de acido citrico). Los expe-
rimentos con medioinductor (Extracto de leva-
dura 7.5g/L, Peptona 5 g/L, FeCl3 30 uM, MgS0a4
2 mM, (NH4)2504 30 mM, KCI 10 mM, CaCl; 2
mM, Glicerol 52 g/L) (Novotna et al., 2004). To-
dos los cultivos fueron establecidos a una con-
centracién inicial de 0.5 mg/mL, incubandose a
28 2C por 48 horas. Los experimentos con cam-
bio de medio fueron realizados a las 24 horas de
cultivo inicial sustituyendoel caldo YPD por un

volumen de medio inductor.

Ensayos de inhibicion en placa

Se evalud la letalidad de la toxina K1 contra la
cepa sensible 5x47 mediante una serie de en-
sayosde letalidad en placa (Palkova & Vondrejs,
1996). Cada experimento consistio en el indcu-
lo de uncésped de levadura 5X47 (0.3 mg, 1 mg
y 3 mg) en cajas de YPD-agar a diferente pH:
4, 4.5, 4.7, 5y 6 (control). La cepa killer 42300
fue adicionada a distintas cantidades (0.1mg,
0.4mg, 1mg, 2mg,3mg, 4mg, Smg, 6mg, 7/mgy
10mg) en un volumen constante de 10 ml. Las
cajas se mantuvieron a temperatura constante
de 27°C por 48 horas, fotografiando a las 24 y
48 horas. El efecto de muerte o inhibicién (fe-
notipo killer) fue determinado mediante la si-

guiente férmula:

K =[Areade inhibicién] — [Area de cultivo K*]



El resultado obtenido de la resta de estas
areas fue evaluado como el drea de muerte en

el programa Imagel para Mac.

Obtencion del RNA total y DNA

genomico.

La cepa killer 42300 fue crecida en medio
YPD por 24 horas a 28 2C con agitacién constan-
te, seguida de la sustitucion por medio induc-
tor, incubando otras 24 horas. Las células fue-
ron colectadas por centrifugacion (5000 rpm,
10 min) y pesadas. Las pastillas celulares fueron
lisadas mediante choque térmico (nitrégeno
liguido seguido de 55 29C), posteriormente se
realizd la extraccion de RNA total mediante el
método de Trizol. Para cada reaccion se usaron
750 uL de Trizol por cada 100 mg de levadura. A
la par de las extracciones de RNA, se realizd una
extraccionde acidos nucleicos totales resuspen-
diendo las pastillas celulares con 350 uL de Bu-
ffer RC (10 mMTris-HCIl pH 7.5, 0.1 M NaCl, 10
mM EDTA y 0.2 % SDS) (Rodriguez-Cousifio et
al., 2011), seguido de una extraccién con fenol
cloroformo; a partir de esta extraccion se ob-
tiene mRNA, dsRNA y mtDNA. La visualizacién
de los acidos nucléicos se realizd en un gel de
agarosa al 1 % en TBE 0.5xy la aplicacion de un

campo electrico 100V por 20 min.

Sintesis de DNA complementario
(cDNA)

La sintesis de cDNA se llevé a cabo con
la enzima transcriptasa reversa M-MLV RT (Pro-

mega) siguiendo las instrucciones del fabrican-

te. Brevemente, se utilizaron 2 mg de mRNA
o dsRNA por reaccidn, se afadié 1U de Dnasa
I; tras la eliminacidn del DNA, se queda unica-
mente con RNA decadena sensilla, el cual sera
retrotranscrito en cDNA para su posterior utili-

zacion en el RT-PCR.

Amplificacion del gen M1 por RT-
PCR

A partir del cDNA obtenido de la cepa S. cere-
visiae ATCC 42300 se amplificé el gen completo
M1codificante de la pptox K1 mediante RT-PCR
punto final utilizando los primers K1YESFw (gc-
gggatccgcgATGACGAAGCCAACCCAAGTATTAG-
TTAG) y K1YESRv (gcatctagaCTAGTGGCCTGT-
GTCACAGCCTTCAAAG) los cuales contienen
las secuencias de restriccion para las enzimas
BamHI y Xbal respectivamente (minusculas).
Las reacciones de RT- PCR se realizaron con la
enzima Go Taq Flexi DNA (Promega) adicio-
nando 25mM de MgCl,. Se utilizd el termino-
ciclador c1000 (BIO-RAD), las condiciones de
amplificacion fueron 94 C 5 min., seguido de
30 ciclos de 94 °C 45 seg., 64.5 °C 30 seg., 72
2C 1 min.

Analisis estadistico.

Los datos correspondientes a los ensayos de
inhibicion en placa se analizaron mediante el
analisisde varianza univariado (ANOVA) y multi-
variado (MANOVA) para varias muestras, com-

parando los tiempos de cultivo, cantidad de
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césped inoculado, pH y cultivo de la cepa pro-
ductora. Los andlisis estadisticos se realizaron

en el programa Past 4 para Mac.

Resultados y Discusion

La proporcion de la cepa sensible y el

pH influyen en la magnitud del efecto
killer.

Con el fin de esclarecer las condiciones que
propicien la identificacién del mRNA de la pp-
tox K1, se realizé una serie de ensayos de inhi-
bicion en placa. Al probar diferentes cantidades
de césped,pH, cultivo de la cepa productora de
K1 y cantidad de levadura productora puesta
sobre el césped sensible, fue posible obtener
un panorama mas completo de las condiciones
determinantes parala obtencién de un mayor

efecto killer sobre la cepa sensible.

La determinacién del efecto que tiene la
cantidad de levadura sensible inoculada en el
césped sellevd a cabo probando 0.3 mg, 1 mgy
3 mg de cepa sensible 5x47 por cada caja, eva-
luando el tamafio del halo deinhibiciénalas 24y
48 horas. Los datos obtenidos fueron analizados
medianteMANOVA, demostrando que la canti-
dad de indculo determina el tamafio del halo,
siendo 0.3 mgla cantidad de césped en donde
se observan halos de mayor tamafo (p<0.05)
(Figura 1A), mientras que en los céspedes de 1
y 3 mg no se muestran diferencias significativas
en el tamanodel halo de inhibicién. A la par, se

probd si la cantidad de cepa killer 42300 tiene
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un efecto en el area de inhibicién, por lo cual
se probaron tres escenarios: diferente cantidad
de cepa killer en distintos volumenes, diferen-
te cantidad de cepa killer en mismo volumen y
misma cantidad de cepa killer en mismo volu-
men. Tras analizar los datos obtenidos, se de-
mostré que no hay diferencias significativas en
el tamafio del halo de inhibiciéon generado por
las distintas cantidades de cepa Kkiller, tanto a
las 24 horas, como a las 48 horas. Estos resul-
tados muestran que el efecto killer se relaciona
con la disponibilidad de la toxina respecto del
area de contacto con la cepa sensible (Figura
1A)., es decir la cantidad de toxina secretada al
medio afecta una misma cantidadde levaduras
sensibles, las cuales se encuentran ya sea es-
tratificadas en cultivos con mayor densidad (1
y 3 mg) o dispersas en cultivos menos densos
(0.3 mg), este efecto semeja a la efectividad
denso-dependiente de algunos antibiéticos so-
bre microorganismos en altasdensidades , los
cuales tienen un efecto reducido ante cultivos
densos (Udekwu et al., 2009).

El pH es uno de los puntos mas evalua-
dos en el mecanismo de accién de la toxina
K1. La estabilidad de los puentes disulfuro que
unen a la subunidad a y B son mas estables a
pH basicos,mientras que a pH acidos los puen-
tes disulfuro se rompen (Rajpal & Arvan, 2013),
permitiendo alas subunidades interactuar con
los sitios blanco. Este dato correlaciona con Ila
actividad de la toxina a pH 4.5 y 4.7 reportados
previamente (Novotna et al., 2004). Los ensa-
yos realizados en placas de YPD-agar a estos
pH mostraron tener un mayor efecto en con-

traste con los realizados a pH 4 (p<0.05, Figura



1B); asi mismo se determind que el cultivo de
la cepa killer 42300 en pH 4.5, 4.7 y medio in-
ductor antes del ensayo de inhibicién tiene un
efecto positivo en la producciénde toxina, obte-
niendo dreas de inhibicidn mayores para estos

cultivosen comparacién con el

cultivo de la cepa killer 42300 en YPD, sin
embargo, no hay diferencias significativas entre
cultivarla cepa productora en pH 4.5, 4.7 o me-
dio inductor, por lo que se puede utilizar cual-
quiera de estas condiciones indistintamente

para estudios posteriores.

Los resultados obtenidos fungieron como
parteaguas para la estandarizacion de las con-
diciones para la obtencion del mRNA de K1. En
este sentido, se realizd una serie de extraccio-
nes de RNA total y de A.N. totales (acidos nu-
cleicos totales), los cuales fueron utilizados para
realizar RT-PCR.Interesantemente, el cultivo de
la cepa killer 42300 en medio inductor favorece
la amplificacion del gen M1 (codificante de la
toxina K1) (Figura 1C). Este resultado muestra
un correlato de la presencia del mensajero de
toxina K1 en las condiciones donde la levadura

tiene un mayor efectokiller.
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Figura 1. Efecto de las condiciones de crecimiento en la identificacion del mRNA de K1. Efecto de
la cantidad de césped en el efecto killer. (A) La cantidad de cepa sensible es determinante en el
tamafio del halo de inhibicion, siendo 0.3 mg donde se muestra mayor efecto. (B) La disposicion
del césped, estratificado saturado o disperso con baja densidad muestra ser un factor delimitante
en el efecto killer. (C) El pH con mejor rendimiento en la produccion y efecto de la toxina K1 es
de 4.5y 4.7, a pH 4 se muestra un menor efecto en comparacion. (D) La amplificacion del mRNA
de K1 se ve beneficiado por las condiciones del cultivo, en el panel izquierdo se muestran las
integridades del material genético extraido con Trizol y fenol cloroformo. El panel derecho
muestra la amplificacion del gen M1 por RT-PCR.

La presencia del mRNA de K1 estd delimitado por las condiciones de cultivo.
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Conclusiones

Las condiciones determinantes en el efecto ki-
ller observado sobre la cepa sensible 5x47 de S.
cerevisiae resultaron ser idéneas para la ampli-
ficacion del mensajero de la toxina K1. En ese
sentido, las condiciones propias de la cepa killer
que influyen en la maximizacidn del efecto ha-
cenreferencia a las condiciones donde crece la
cepa productora: pH 4.5, 4.7 o medio inductor.
Estas condiciones de crecimiento demostraron
tener un mayor efecto en el halo de inhibicidn,
ademas de ser las condiciones donde se en-

cuentra presente el mRNA de K1.

Por otro lado, la cepa sensible demostré
influir negativamente en el tamafio del halo de
inhibicién debido a la proporcién de biomasa
sensible respecto a la cepa productora. Esto
posiblemente debido a la disponibilidad de la
toxina madura en un césped altamente denso
(3 mg) en comparacién con un césped esparci-
do (0.3 mg). Un punto interesante a remarcar
es que la diferencia entre el tamano del halo
de inhibicidn entre las 24 y 48 horas no es sig-

nificativa.

Estopodria explicarse debido a que la
toxina se secreta al medio extracelular, por lo
que solo las células proximas a la zona de cre-
cimiento de la cepa productora son asesinadas
por la toxina, manteniendo una periferia deli-
mitada por la extensién de la produccién de la

toxina.
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Introduccion

Los establos pertenecientes al sistema tecnifi-
cado de produccidn de leche en México cuen-
tan con un gran numero de cabezas de ganado
(SADER, 2020). En estas unidades de produc-
cion, dia a dia se registra informacién produc-
tiva y reproductiva la cual es utilizada para ob-
tenerindicadores productivos y reproductivos y
evaluar el comportamiento a través del tiempo
(Nufez et al.,, 2019). Aunque estos indicado-
res son Utiles, el tipo de andlisis quese lleva a
cabo se limita a obtener promedios y porcen-
tajes, sin hacer un andlisis mas profundo de la
informacion generada (Caraviello et al., 2006).
Aunado a esto, el andlisis cientifico de la infor-
macién, a través de la mineria de datos, permi-
te encontrar areas de oportunidadclave, con la
finalidad de establecer estrategias de manejo
especificas para cada establo, grupo de anima-
les o inclusoa nivel individual, es decir, una via
mas hacia la ganaderia de precisién (Caraviello
et al., 2006; Lokhorst et al., 2019).Por otra par-
te, el desempeno reproductivo y la rentabili-
dad en los establos lecheros estan fuertemente
asociados. Esta asociacion radica en que con-
forme transcurren los dias en leche, la eficiencia
de las vacas para convertir el alimento en leche
disminuye (Britt et al., 2003). Por lo tanto, es
importante que las vacas queden gestantes
nuevamente lo mds pronto posible después de
un parto. Aunado a esto, el periodo de espera
voluntario (PEV) es una herramienta de manejo
que se refiere a los dias quetranscurren desde
el parto hasta el dia en que las vacas son eleg-
ibles para recibir la primera inseminacién arti-
ficial (Inchaisri et al., 2011; Miller et al., 2007).

El PEV recomendado en la literatura oscila en-
tre los 45 y 60 dias postparto (Inchaisri et al.,
2011; Martins y Borges 2012; Stangaferro et
al., 2017); antes de los 45 dias es probable que
aun no se haya completado la involucién uter-
ina y reiniciado la actividad estral postparto
disminuyendo la probabilidad de queuna vaca
quede gestante (Nufez et al., 2009; Hernandez,
2016). En el escenario opuesto, despuésde los
60 dias es también negativo porque podria in-
crementar el tiempo que las vacas tardan en
quedar gestantes nuevamente (dias abiertos),
afectando de forma negativa a la rentabilidad.
En consecuencia, desde un punto de vista re-
productivo, el PEV busca maximizar la tasa de
concepcion al primer servicio (TC1S) y minimi-
zar los dias abiertos. En la literatura se ha repor-
tadoque el niumero de parto, el sexo de la cria
y los dias en leche son algunos de los factores
gue impactan el desempeiio reproductivo en
ganado lechero (Schuenemann etal., 2011). Por
lo tanto,con base en todo lo anterior, el objeti-
vo general de esta investigacion fue realizar un
analisis retrospectivo de las bases de datos de
un establo comercial para determinar el PEV a
partir de 1aTC1S. La hipétesis de trabajo es que
el PEV ideal desde un punto de vista reproduc-
tivo se puede determinar evaluando efecto de
los dias en leche, paridad y sexo de la cria sobre

la tasa de concepcidn al primer servicio.

Metodologia

El andlisis de los registros comprendio al perio-
do de partos sucedidos entre el 1 de enero del
2019y el 31 de diciembre del 2019 (1062 regis-

tros). Las variables obtenidas fueron: nimero
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de lactacion, fecha de parto, tipo de parto (par-
to-aborto; normal, ayuda y distocia; parto de
dia o parto de noche), sexo de la cria al parto,
fecha de inseminacion y resultado del diagnds-
tico de gestacion. Estos datos fueron exporta-
dos a hojas de Microsoft Excel y todas las lac-
taciones se ajustaron a 305 dias. Para llevar a
cabo el manejo de las bases de datos y los ana-
lisis estadisticosse utilizd el programa SAS 9.3
(SAS Institute Inc., Cary, NC). Para determinar
el impacto de las variables de estudio sobre la
tasa de concepcién a primer servicio se siguid
el procedimiento propuesto por Potter et al.
(2010) para elaborar modelos multiples de re-
gresion logistica. El primer paso comprendio re-
alizar analisis de regresion logistica simple en-
tre las variables de estudio (dias en leche, sexo
de la cria y paridad) y la tasa de concepcién a
primer servicio (TC1S).Las variables significati-
vas a un valor de p<0.35 fueron retenidas para
analisis posteriores. Para prevenir colinealidad
en los modelos multiples, se obtuvieron coefi-
cientes de correlacién y se aplicaron pruebas
de Chi%. Posteriormente, con los valores re-
tenidos se elaboraron modelos de regresién
logistica multiple estableciendo significancia a
un valor de P<0.1. En los modelos se incluyé el
efecto lineal y cuadratico de dias en leche. Las
clases para lactacién fueron 1, 2 y 3 o mas (3+);
para sexo de la cria se consideré macho y hem-
bra. Los partos gemelares no fueron incluidos
en el andlisis al representar menos del 1% de
los datos. A partir de los analisis de regresion
logistica, se obtuvieron los estimadores para
modelar la probabilidad de quedar gestante a
primer servicio y determinar los dias en leche

para una meta de 35%.
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Resultados y discusion

La TC1S sugerida como meta para establos
intensivos es de 35% (Nufez et al., 2009); los
resultados de este estudio indican una TC1S
de 38%. Si bien, el indicador esta dentro de lo
aceptable, al hacer un analisis mas profundo
de la informacidon logramos identificar areas
de oportunidad (objetivo general de mi inves-
tigacion). Las variables dias en leche, lactacién
y sexo de la cria fueron significativos en mo-
delos simples (P<0.08). Las vacas de primera
lactacién tuvieron una menor TC1S comparado
con las de segunda (39.5 y 42.7%, respectiva-
mente). Aunque este resultado es contrastante
con lo reportado en la literatura (Kim y Jeong,
2019), unaposible explicacién radica en que las
vacas de primera lactacién aun contindan cre-
ciendo mientrasinician la produccién de leche
(Coffey et al., 2006), lo cual tiene repercusio-
nes negativas en el desempefio reproductivo.
Por otra parte, las vacas de tercera lactacién o
mas mostraron el menor desempefio (32.3%),
lo cual se explica por el efecto acarreado de
desgaste metabdlico de lactaciones pasadas.
Referente al efecto significativo de sexo de la
cria (34.8 y 40.5% para machoy hembra, res-
pectivamente; P=0.08), una explicacién radica
en que en ganado Holstein existe undimorfis-
mo sexual en el peso al nacimiento (Carrera et
al., 2019; Atashi et al., 2012). Los machos pre-
sentan mayor peso-talla, lo que predispone a
un mayor riesgo de distocia y enfermedades
puerperales (Atashi et al., 2012; Holden y But-
ler, 2018), las cuales impactan negativamente
a la TC1S. Referente al efecto de dias en leche,

el 35% de probabilidad de quedar gestante se



alcanzaa los 52 dias en leche. Conforme trans-
curren los dias en leche, la TC1S aumenta has-
ta llegar a unmdximo a los 74 dias para poste-
riormente disminuir. El hecho de que las vacas
muestren una menor fertilidad inicial se explica
porque tal vez fueron inseminadas cuando adn
no se completaba totalmente el puerperio (In-
chaisri et al., 2011). Por otra parte, referente
a la menor fertilidad en el extremo opuesto,
las vacas que son servidas muy tarde pudieran
haber sido vacas que presentaron problemas
puerperales con retraso en el primer servicio y
por lo tanto mostrar una fertilidad disminuida
(Gilbert et al., 2005).

Los estimadores para modelar los efectos
lineal y cuadratico de dias en leche y numero
de lactacidon en modelos multiples se muestran
en Cuadro 1 y Figura 1. Estos resultados indi-
can quelas vacas de segunda lactacién tienen el
mejor desempefio mientras que las de tercera

lactacidn o mas son las de menor TC1S.

La TC1S a 35% se alcanza a los 48 y 43
dias para 1, 2 lactaciones, respectivamente. Un
resultado inesperado es que las vacas de 3+ lac-
taciones nunca alcanzan la meta de 35%. Esto
ultimo puede ser explicado porque las vacas en
esta categoria tienen un mayordesgaste y una
mayor prevalencia de enfermedades en el pe-
riodo post parto (hipocalcemia, cetosis, balance
de energia negativo, retencién de membranas
fetales, metritis) (Chebel et al., 2004; Dubuc y
Denis-Robichaud, 2017), lo cual disminuye su
fertilidad. Finalmente, los estimadores para
modelar los efectos lineal y cuadratico de dias
en leche y sexo de la cria en modelos multiples
se muestran en Cuadro 1y Figura 1. La TC1S a
35% se alcanza a los 47 y 59 diaspara parto de
hembra y macho, respectivamente. Estos resul-
tados se deben al dimorfismo sexualde peso al
nacimiento discutido previamente (Carrera et
al., 2019; Atashi et al., 2012).
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Figura 1. Proyeccion de la tasa de concepcion a primer servicio (a partir de la probabili-

dad de quedar gestante) por efecto de dias en leche, nimero de lactacién (izquierda) y

sexo de la cria (derecha).
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Cuadro 1. Estimadores de los parametros incluidos en los
modelos de regresion logistica multiples.

Mod Parametro Estimador Chi2 P Exp(Est)

1 Intercepto -2.7181 4.3256 0.0375 0.066
DEL1SER 0.0625 3.0799 0.0793 1.065
DEL1SER2 -0.00042 3.1689 0.0751 1

2 Intercepto -2.729 4.279 0.039 0.065
DELISER 0.063 3.041 0.081 1.065
DELISER2 0.000 3.128 0.077 1.000
LACT 1
LACT 2 0.064 0.557 0.455 1.066

0.190 3.634 0.057 1.209

3 Intercepto -3.006 4.692 0.030 0.050
DEL1SER 0.070 3.425 0.064 1.072
DEL1SER2
HEMBRA 0.000 3.538 0.060 1.000

0.123 3.018 0.082 1.130
Mod, modelo; DEL1SER, Dias en leche a primer servicio efecto lineal;
DEL1SER2, Dias en leche a primer servicio efecto cuadrdtico; LACT 1,
Lactacion 1; LACT2, Lactacion 2; HEMBRA, Sexo de la cria hembra.
° 2 Holstein dairy cows in Iran. Asian-Australas
Conclusion

En conclusidn, el efecto de dias en leche es cua-
dratico y el nimero de lactacién y el sexo de la
criaimpactan la TC1S. Una posible implicacion
de los resultados es que, para mejorar indica-
dores dedesempeiio como dias abiertos, el PEV
pudiera ser establecido con base en paridad o

sexo de la cria.
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Introduccion

Entre las complicaciones microvasculares de
la diabetes mellitus se encuentran la retinopa-
tia diabética (RD) y el edemamacular diabético
(EMD), microangiopatias que constituyen las
principales causas de ceguera en personas en-
tre los 20y los 65 anos de edad (Santana-Pérez
F., etal. 2013).

La etiologia del EMD es multifactorial, sin
embargo, su causa principal es la hiperglucemia
cronica que, al producir la muertedel tejido vas-
cular de la retina, ocasiona una vasopermeabi-
lidad excesiva, edema, hemorragias e isquemia
incluyendo a la macula (Moss-SE., et al. 1988).
La manifestacion clinica mas importante del
EMD es la disminucién visual central, asociada
a una deformacion de lasimdgenes, que puede
aparecer en estadios muy tempranos dela en-
fermedad (Bresnick-GH. 1986). Los abordajes
terapéuticos actuales (fotocoagulacién con Ia-
ser y terapia antiangiogénica intravitrea) son
efectivos en el 50-70% de los casos, pero solo
son aplicables en los estadios avanzados del
padecimiento. Estas intervenciones general-
mente son repetitivas, tienen baja eficacia para
revertir las lesiones y pueden producir efectos
secundarios, por lo que es deseable contar con
tratamientos mas efectivos y menos invasivos.
(Fouces-Gutiérrez Y., et al. 2007).

Estudios preclinicos sugieren que la hor-
mona prolactina (PRL) tiene potencialidad cli-
nica contra el EMD en virtud de que es con-
vertida proteoliticamente a vasoinhibinas, una
familia de fragmentos de PRL que inhiben la va-
sopermeabilidad excesiva en la retina de ratas
diabéticas (Triebel et al 2011).

En este proyecto estamos desarrollan-
do un protocolo clinico (registrado en Clinical
Trials ID:NCT03161652) que investiga una nue-
va terapia contra el EMD que se basa en elevar
los nivelescirculantes de la PRL con la droga le-
vosulpirida, un antagonista de los receptores
de dopamina D2 utilizado en la practica clinica
por sus efectos procinéticos y que tiene como
efecto secundario producir hiperprolactinemia.
La levosulpirida aumenta los niveles séricos de
PRL gracias al bloqueo de los receptores dopa-
minérgicos localizados en la hipdfisis (Mucci-A.,
et al. 1995), cuenta con un buen perfil de se-
guridad y se administra via oral (Serra-J. 2010).

Este estudio permitird explorar si la hi-
perprolactinemia inducida mediante el farma-
co levosulpirida representa un tratamiento ca-
paz de proteger contra el EMD y de coadyuvar
a la eficacia del tratamiento antiangiogénico

convencional de este tratamiento.

Metodos

Se estan reclutando hombres y mujeres de 40 a
69 anos de edad que presentan EMD sin carac-
teristicas de alto riesgo ni complicaciones ocu-
lares tales como glaucoma, catarata, rubeosis
0 agujero macular y que cumplen con los cri-
terios bioquimicos establecidos (no presentar
hiperprolactinemia previa al tratamiento, ni-
veles elevados de la hormona liberadora de la
tiroides, dano hepatico y una tasa de la filtra-
cién glomerular mayor a 30 ml/min). Se cuen-
ta con la aprobacion del estudio por parte del

Comité de Investigacion y Etica del IMO vy del
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Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Todos
los pacientes reclutados deben firmar su con-
sentimiento informado antes de ingresar en el
estudio que inicia con la obtencién de su histo-
ria clinica, las determinaciones propias del es-
tudio de acuerdo al protocolo (tomas de sangre
periférica, pruebas de agudeza visual, tomogra-
fia 6ptica coherente (OCT) y fluroangiografia)
y la entrega del medicamento (levosulpirida o
de placebo). En las determinaciones clinicas
se evalua en condiciones de ayuno la concen-
tracion de PRL sérica, asi como los niveles de
glucosa, creatinina, hormona estimulante del
tiroides (TSH), transaminasa glutdmico-piruvi-
ca (TGP) y hemoglobina glicosilada (HbA1c). La

presencia de DM es confirmada por médicos
especialistas en medicina interna y el grado de
EMD por oftalmélogos utilizando los criterios

internacionales convencionales.

La historia clinica general debe considerar
los factores de inclusion y exclusion y registrar:
historiaprevia de diabetes mellitus, tiempo de
diagnosticada la diabetes, tipo de medicacion
hipoglucemiante y presencia de complicacio-
nes asociadas a la diabetes, el peso, la talla y
valoressanguineos de HbA1lc. La historia clinica
oftalmoldgica debe incluir informacién sobre
cirugias oftalmoldgicas previas, tratamientos
con laser, inyecciones intraoculares y otras en-

fermedades oculares, etc.

GRUPOS DE PACIENTES

Grupo Tratamiento Participantes | EMD T|emp(? de
tratamiento

1 EMD Placebo 18 Si 8 semanas

2EMD Levosulpirida 18 Si 8 semanas

El numero de pacientes (n) es el minimo que se estima podrd permitir

resultados claros debido a las variaciones esperadas en la poblacion.

Se lleva a cabo la formacion de 2 grupos
de pacientes para poder estudiar los principales
cambioscausados por el EMD.

En estos grupos se evalian cambios en el
EMD a través de determinar la agudeza visual y
medir por OCT el grosor de la févea (3300 um),
el volumen de la macula y la imagen de la reti-
na. La revisién clinica, estudios oftalmoldgicos
(agudeza visual, OCT, fundoscopia) y bioquimi-
cos (PRL, glucosa y creatinina séricas) seran lle-
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vados a cabo en el IMO cada 2 semanas, hasta
cumplir las 8semanas de tratamiento. Ademas,
antes de iniciar (semana 0) y después de termi-
nar (semana 8)el estudio se realiza una fluoran-

giografia.



Resultados y discusion

Hasta el dia de hoy se han reclutado un total

de 35 pacientes, de los cuales 31 ya han con-

cluido el estudio y 4 se encuentran actualmente

en tratamiento (Figura 1). A continuacion, se

19

presentan los resultados de las evaluaciones
correspondientes a agudeza visual, volumen
macular y grosor foveal de estos 31 pacientes.
Estimamos que solo faltan por captar 1 pacien-
te mds para poder generar un analisis que per-

mita obtener conclusiones certeras.

m Pacientes que
terminaron el
tratamiento

® Pacientes
actualmente en
tratamieto

Pacientes faltantes
por reclutar

Figura 1. Numero de pacientes incluidos actualmente en el estudio,
actualmente en tratamientoy faltantes.

En el Cuadro 1 se muestran los principales aspectos demograficos y bioquimicos de los pri-

meros29 pacientes.

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los grupos de estudio. Valores
expresados en promedio + error estandar.

Previo al tratamiento

Pasterior al tratamienta

Placebo Levosulpirida

(n=16) (n=13)

17.2% fem (3) 17.2% fem (5)
Bénera

37.9% masc (Il) 27.5% masc (8)

Edad (afios) B3I +181 58.46+2.08 0.32
DM2 (afios) 16.03 + 2.06 16.62 214 0.84
HbAle (%) 8.56 £ 04l 819+0.54 058 8.1+ 0.48 736 +0.38 025
Blucosa 188.1+19.27 190.5 + 38.22 095 162.3 + 76.92 1B3.4 + 26.41 0.58
Creatinina 1.20 £+ 0.08 128 £ 0.1 0.55 120+ 0.07 132+ 0I5 045
TGF (mL/min) B4.45 £ 435 £2.86 + 5.89 0.82 6240 + 3.68 70.38 +11.35 049
PRL sérica (ng/ml) 103+067 | 7304084 | 080 | BS5+12 | 505+3238 | <0.00D1
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Es importante mencionar que, a partir
de este punto, los resultados se expresaran por
numero de 0jos y no por nimero de pacientes,
ya que es lo convencional en los estudios oftal-
moldgicos debido a que los ojos de un mismo
paciente se consideran independientes. Asi,
fue frecuente que solamente uno de los dos
ojos de cada paciente ingresé al estudio. El ojo
descartado obedecié razones multiples que in-
cluyeron: no presentar padecimiento (EMD) o
presentar alteraciones tales como catarata, ru-
beosis, membrana epirretininana, neovascula-
rizacién o hemovitreo. Los ojos aparentemente
sanos se utilizaron para construir un grupo de
referencia (denominado “sin EMD”) siempre y
cuando el tratamiento fue con placebo. Los ojos
“aparentemente sanos” del grupo tratado con

levosulpirida no se consideraron en el estudio.
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Agudeza visual

En la Figura 2 se muestra la evaluacion de la
agudeza visual a través de determinar el nime-
ro deletras visualizadas por cada ojo mediante
la cartilla de Snellen. Hasta este momento y con
esta cantidad de ojos, podemos observar una
diferencia significativa entre el grupo de ojos sin
EMD yaquellos con EMD tratados con placeboy
levosulpirida al final del tratamiento (Figura 2A).
Cuando se graficé el cambio de agudeza visual
para cada grupo antes y después del tratamien-
to (Figura 2B), se observé una mayor dispersién
hacia mayor agudeza visual en el grupo tratado
con levosulpirida que en el placebo, pero esta
tendencia no fue estadisticamente significativa
(P=0.203, ANOVA una via y pruebaTukey’s).
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Figura 2. Numero de letras observadas en la cartilla de Snellen que evalda la agudeza visual. A) Compa-
racidon del nimero letras observadas entre grupos de estudio antes (semana 0) y después(semana 8) de
iniciar el tratamiento. B) Cambio en el nimero de letras observadas entre el inicioy final del tratamiento
para cada grupo. En A, los valores son medias * errores estandar. En B, seFigura la media y el rango de los
valores alcanzados en cada grupo. Dentro de las barras se indicael nimero de ojos evaluados.
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VO|Umen maCU|ar res de V(’)Iumen maCLfIar de I?S 3 grupos antes
y después del tratamiento (Figura 3A), cuando
El volumen macular (expresado en mm3) co- se graficéel cambio de volumen macular para
rresponde al drea total de la macula y es una cada grupo antes y después del tratamiento
determinacién del OCT. Este parametro es ana- (Figura 3B), se observé una mayor dispersion
lizado al inicio (semana 0) y final del tratamien- hacia un menor volumen macular en el grupo
to (semana 8) como se indica en la Figura 3. tratado con levosulpirida que en el placebo,

pero esta tendencia no fue estadisticamente

Si bien para este andlisis no se observa- significativa (p=0.223, ANOVA una via y prue-

ron diferencias significativas al Figurar los valo-

baTukey’s).
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Figura 3. Volumen macular (mm3) registrado mediante OCT. A) Comparacion del volumen macularentre gru-
pos de estudio antes (semana 0) y después (semana 8) de iniciar el tratamiento. B) Cambio en el grosor
de la févea entre el inicio y final del tratamiento para cada grupo. En A, los valores son medias * errores
estandar. En B, se Figura la mediay el rango de los valores alcanzadosen cada grupo. Dentro de las barras se

indica el nUmero de ojos evaluados.
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Grosor foveal

En la siguiente figura se compara el grosor fo-
veal (expresado en micras) que corresponde
a la acumulacién de liquido en el centro de la
macula, determinado mediante OCT. El grosor
foveal fue mayor antes del tratamiento en el
grupo que asignado para recibir levosulpirida
(p=0.018 ANOVA de dos vias y Tuckey’s) que en
el grupo de ojos sin EMD (Figura 4A), lo cual

sugiere una discrepancia en la severidad del
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padecimiento entre ambos grupos con EMD. El
hecho de que al final del tratamiento se pierda
esta diferencia (p=0.215) sugiere un posible be-
neficio de dicho tratamiento. En apoyo a esta
posibilidad, cuando se graficé el cambio de gro-
sor macular para cada grupo antes y después
del tratamiento (Figura 4B), se observd una
mayor dispersién hacia un menor grosor mac-
ular en el grupo tratado con levosulpirida que
en el placebo que fue cercanaa la significancia
(p=0.071, ANOVA una via y pruebaTukey’s).
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Figura 4. Grosor de la févea (micras) registrado mediante OCT. A) Comparacion del grosor

de la févea entre los grupos de estudio antes (semana 0) y después (semana 8) de iniciar el

tratamiento.

B) Cambio en el grosor de la févea entre el ini-
cio y final del tratamiento para cada grupo. En
A, losvalores son medias * errores estandar. En

B, se Figura la mediay el rango de los valores al-
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canzadosen cada grupo. Dentro de las barras se

indica el nUmero de ojos evaluados.



Conclusiones preliminares

El estudio aln se encuentra en curso y el ana-
lisis reportado es aun preliminar en tanto que
no se ha reunido en nimero programado de
pacientes. Sin embargo, los resultados obser-
vados son prometedores de que el tratamiento

con levosulpirida pudiera ser eficaz en el EMD.
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Introduccion

La prevalencia de obesidad en México se ha
incrementado, el 75% de los adultos tienen so-
brepeso u obesidad y se consideraun factor de
riesgo para otras enfermedades crdnicas, entre
ellas la diabetes que es la 22 causa de muerte
en el pais 1. La causa principal a nivel mundial
del sobrepeso y la obesidad esel desequilibrio

entre la ingesta y el gasto energético 2.

En México uno de los alimentos mas con-
sumidos es el frijol, esel 2do. cultivo que se
produce en mayor volumen en el pais 3.Se es-
tima que por cada hectarea de frijol se genera
alrededorde 650kg de HF. En diversas zonas del
pais, se acostumbra el consumo de “quelites”
u hojas tiernas de plantas comestibles,se sabe
que se consumen las hojas tiernas del frijol
Phaseolus vulgaris (HF), conocidas como cogo-
llitos de frijol 4. Se sabe quelas plantas perte-
necientes al grupo de los quelites contienen
compuestos fendlicos que se reconocen por su
capacidad antioxidante 5. Por otro lado, otro
de los compuestos bioactivos presentes en
las hojas es la fibra, su consumo se asocia con
efectos benéficos sobre la obesidad, la hiper-
tensién, diabetes mellitus tipo 2 y dislipidemias
6. Los efectos positivos del consumo adecuado
de fibra dietética, sonasociados a la actividad
directa que tiene la fibra o a los productos de
su fermentacidn, acidos grasos de cadena corta
(AGCC) acetato, propionato, butirato 7.

Sobre la calidad nutricia de la HF, en un
estudio previo se analizé el contenido broma-
toldgico enla HF Phaseolus vulgaris L. de la va-
riedad Eugenia, indicando que contiene un alto
porcentaje de fibra y de proteina, asi como la

presencia de minerales, ademds de compues-
tos antioxidantes como son los fenoles, anto-
cianinas y flavonoides 8.

Considerando lo anterior, se pretende
encontrar la relaciéon que existe entre el con-
sumo de HF yuna dieta hipercaldrica en ratas
Wistar macho alimentadas con una dieta alta
en fructosa y manteca de cerdo. De igual for-
ma, estamos interesados en determinar si la HF
tiene un papel enevitar la progresién de diabe-
tes mellitus tipo 2 inducida con STZ.

Metodologia

Caracteristicas de la HF.

La planta de frijol Phaseolus vulgaris L. varie-
dad Eugenia se obtuvo por sembradio en cam-
po abierto. Las hojas se cortaron y se secaron
hasta peso constante y se molié. El polvo de HF
se incorpord en la dieta de los grupos experi-
mentales y se realizd con ella el andlisis quimi-

co proximal.

Caracterizacion

bromatologica de la HF.

La HF se analizo siguiendo las técnicas descri-
tas en el manual de Hernandez Martinez et al.,
2000con las adaptaciones pertinentes. Se de-
termind la humedad las cenizas, la proteina
cruday el extracto etéreo, asi como la fibra por
diferentes técnicas, las demas determinaciones
se realizaron con las técnicas establecidas en el

laboratorio de nutricion animal 9.
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Diseno experimental animal,

Los grupos experimentales se formaron con
11 ratas Wistar macho de 6 S de edad, peso
aproximado de 150-180 g (Bioterio INB-UNAM
Campus Juriquilla, Qro). Los animales se aloja-
ron en jaulas estandar con cama sanitaria de
viruta estéril y bajo condiciones controladas de
temperatura (22 + 2°C), humedad relativa (60
+ 5 %) y un ciclo de 12 h de luz/oscuridad con
alimento y agua ad libitum con limpieza de las

jaulas cada tercer dia.

Los animales se distribuyeron en seis
grupos de manera aleatoria. Los grupos ex-
perimentales fueron: control (C), control + HF
(CHF), dieta hipercaldrica (H), dieta hipercaléri-
ca + HF (HHF), diabetes inducida (D) y diabetes
inducida + HF (DHF). Este trabajo se realizd en
dos secciones, 7 y14 S (bloque 1y 2, respecti-

vamente).

La diabetes se indujo con la combinacién
de dieta hipercalérica (H) y la administracion,
a la 3er semana de consumir H, de una dosis
Unica de STZ (40 mg/kg) via intraperitoneal. El
grupo con diabetes inducida (D) se conformé
por los animales que presentaron glucosa en
sangre mayor a 200 mg/dl a la semana después

de la administracién del farmaco.

Diseno de dietas para los animales
experimentales.

El alimento base en las dietas fue Rodent Lab
Chow 5001. En la dieta H, se incorpord manteca
decerdo y fructosa para incrementar el aporte
de energia, lipidos y modificar la fuente de hi-
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dratos de carbono. Las dietas con HF (CHF, HHF
y DHF) se prepararon adicionando 10% de pol-
vo de HF al alimento molido. Previo a comen-
zar con la dieta correspondiente los animales
estuvieron 1 semana en adaptacion al alimento

base en polvo.

Analisis y determinaciones en los
animales

1. Composicion corporal

En el primer bloque (7 S) se registré de manera
semanal el peso de los animales. La ingesta de
alimento, consumo de agua, asi como excre-
cién de heces y orina, se cuantificaron colocan-
do a los animales en una caja metabdlica por
24h. Ademas, para conocer la distribucién de la
grasa corporal, en la Gltima semana, previo a la
eutanasia, los animales fueron analizados por
resonancia magnética (LANIREN INB- UNAM,

Campus Juriquilla, Qro).

2. Glucosa

Durante el monitoreo de los niveles de glucosa
en sangre, ésta se midié previo a la administra-
ciénde STZ y 3 dias después para corroborar el
incremento en los animales del grupo con dia-
betes inducida (D). Previo a la eutanasia, rea-
lizamos una curva de tolerancia a la glucosa
con administracion intraperitoneal. Ademas se
analizé el nivel de glucosa después de eutana-

sia en suero.

3. Eutanasia
La eutanasia se llevd a cabo por decapitacion,

posterior a la eutanasia, se colectd sangre vy el



suero fue obtenido por centrifugaciéon a 3000
rom por 20 min y se almacend en alicuotas a

-20°C hastasu analisis.

4. Perfil lipidico

El perfil de lipidos (colesterol, triglicéridos y
lipoproteinas) se determinaron en suero pos-
terior ala eutanasia, utilizando técnicas colori-

métricas.

Analisis estadistico

Los resultados se presentaron como la media
* error estandar (SE). El analisis de varianza o
ANOVA se usé para determinar diferencias sig-
nificativas entre los grupos y se aplicé la prueba
post hoc Tukey (p< 0.05). El programa estadis-
tico para los graficos fue GraphPad Prism 6 y
SPSS Statistical Software versién 18.0.

Resultados y discusion

Composicion de la HF

El analisis bromatoldgico en la hoja de frijol
demostré que constituye una fuente de pro-
teina (24.22g/ 100g), de fibra dietética to-
tal (24.08g/100g), fibra detergente neutra
(28.14g/100g) y contenido minimo de lipidos
(1.33g/100g). Un estudio previo coincide con
nuestros resultados respecto a que es una fuen-
te importante de fibra y proteina, siendo menor
el porcentaje de fibraen nuestro estudio alre-

dedor del 10%, sin diferencia significativa 10.

Consumo de alimento y energia en los
animales

Los datos presentados, indican que el consu-
mo de alimento entre grupos no se ve afectado
por el tipo de dieta durante las primeras 12 S
de experimentacién. Un estudio en ratas Wistar
macho durante 20 S con dieta alta en grasa y
fructosa, mostré que las ratas que consumian
esta dieta, ingerian menos alimento (g), en
comparacién con el grupo control, resultando
en que no hubiera diferencia significativa en
peso durante las primeras S 11. En relacidn al
consumo de alimento, Dconsumié mds que Cy
CHF a partirde la semana 7 de experimentacion,
cabe destacar que aunquefue el grupo con ma-
yor consumo de alimento en varias S, esto no
se reflejo en incremento de peso. El grupo DHF
consumio cantidades similares de alimento, sin
embargo, fue el grupo que incrementé menos
su peso, por lo que la induccién de diabetes
tuvo efecto sobre el incremento de peso. En-
tre los sintomas caracteristicos de la diabetes
se encuentran la pérdida de peso, a lo que po-

demos asociar con los resultados obtenidos12.

Peso corporal y percentiles

Nuestros resultados reportan que al utilizar di-
ferentes tipos de dietas con y sin HF y con dife-
renteaporte energético, el grupo H tuvo mayor
incremento de peso en relacidon a los demas
grupos, loque se asocia con el aporte energé-
tico de la dieta, cabe mencionar que a pesar
de que HHF también aporta mayor cantidad de
energia por gramo de alimento, en relacién con

los grupo C yCHF, no mostro diferencia signifi-
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cativa en peso, por lo que estos datos apuntan
a que la inclusiénde HF podria tener efecto en
el mantenimiento de peso alo largo del tiempo.
Nuestros resultadoscontrastan con lo reporta-
do en un estudio anterior, donde se evalud el
efecto de la inclusién de HF en un modelo con
dieta obesogénica, la ingesta de alimento se
restringia a un periodo de 7 horas/dia, mien-
tras en nuestro estudio el acceso al alimento

fue a libre demanda 8.

Se consideré analizar los percentiles en
los que se encontraron los animales en relaciéon
a su pesoy edad a partir de lo publicado por Bo-
lafios M. y cols. 201313. Encontramos que en
las primeras 6 S hay diferencia significativa en el
promedio de percentiles, mayor en el grupo H
(obesidad) queen los demas grupos, esto com-
prueba que de acuerdo a la edad y peso de los
animales el grupo H con mayor aporte energé-
tico por gramo de alimento desarrollé obesi-
dad. Estudios previos reportan el uso de dietas
altas en hidratos de carbono, donde se utiliza
sacarosa o fructosa, en periodos de 2 a 21 S,
produciendo, obesidad y cambios en triglicéri-

dos, glucosa e insulina, principalmente 14.

Consumo de agua, excrecion de orina

y heces

La excrecion de heces en 24h es mayor con las
dietas C y CHF, mientras que los grupos con
dieta hipercalérica (H, HHF, D y DHF) no son
diferentes entre si. Lo anterior puede deberse
a los componentes de la dieta (fructosa y man-
teca de cerdo) que no aportan fibra a la dieta,

en nuestrocaso procuramos utilizar salvado de
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trigo para homologar la cantidad de fibra entre
los grupos controles y experimentales, estudios
reportan que a partir de la adicién de fibra ex-
terna como celulosa se homologa la cantidad

de fibra en las diferentes dietas 15.

Los grupos D y DHF, posterior a la admi-
nistracion de STZ para la induccién de diabetes,
reportan mayor consumo de agua y elimina-
cién de orina. Un estudio donde se administro
sacarosa al 40%en solucidon de manera crénica
a ratas (durante 180 dias), mostré un mayor
consumo de agua enrelacién con el grupo con-
trol16, lo que coincide con nuestros resultados.
La polidipsia y poliuria son sintomas caracteris-
ticos de la diabetes12, que fueron observados

en los grupos D y DHF.

IMC e indice de Lee

Los datos obtenidos, no mostraron diferencias
en el IMC e indice de Lee. En estudios en ratas
donde se evalla la composicidn corporal con
obesidad, se relacionan valores mas altos de
peso, IMC e indice de Lee en los grupos pato-
l6gicos de igual manera que el tiempo de trata-
miento es mayor, 17 en este estudio no encon-
tramos cambios.

Tejido adiposo

Los datos obtenidos respecto a la cantidad de
tejido adiposo analizado por RM, indican que la
dieta H favorece el aumento en la cantidad de
tejido adiposo visceral y subcutaneo, mientras
quela inclusién de HF previene una menor acu-
mulacién de tejido adiposo. Se ha reportado el
uso deRM como una técnica no invasiva en ani-

males vivos para analizar la cantidad de tejido



adiposo yel estado de érganos en modelos con

alteraciones metabdlicas 18.

Perfil glicemico y de lipidos

Los animales con administracién de STZ pre-
sentaron glicemias sostenidas mayor a 200mg/
dl, enla CTG en la semana 6 de experimenta-
cion los grupos D y DHF tuvieron concentra-
ciones de glucosa mas altas que los demas con
respecto a la glucosa basal. Ademds D tuvo va-
lores mas altosen los demds tiempos de la cur-
va en relacién con Cy CHF. D y DHF presentan
desregulacion propia de la diabetes, sin que la
HF tenga al parecer un efecto relevante sobre
la disminucion de hiperglucemia. En el trabajo
donde se evalud el efecto del consumo crénico
de sacarosa en solucidn, se realizé una CTG, en-
contrando diferencia significativa con el grupo
control a los 90 minutos y 120 minutos 16.

Parametros sanguineos después de la
eutanasia

Al analizar las muestras de suero, no encontra-
mos diferencias significativas entre grupos para
parametros relacionados con el perfil lipidico,
respecto a glucosa, los grupos con induccién de
diabetes (D y DHF) reportaron concentraciones
mayores en relacién con los demads grupos. Un
estudio donde se evalud el efecto de un extrac-
to de vainas de frijol en ratas con induccién de
diabetes por STZ con 45mg/kg de peso, indicd
que el extracto favorece la disminucién de glu-
cosa,colesterol y triglicéridos en un periodo de
40 dias 19.

Conclusiones

La HF es una fuente de nutrimentos, alta en fibra
y de bajo aporte energético. La dieta (H), pro-
dujoen los animales obesidad (percentil >97).
Ademas de generar alteraciones en composi-
cién corporal (incremento en el peso y mayor
cantidad de tejido adiposo) asi como en el per-
fil glicémico (mayor concentracién de glucosa
en la CTG).

Por otro lado, la inclusion de HF logro re-
ducir el incremento de peso al administrarse
junto con ladieta H (percentil 90) y previno la
acumulacién de tejido adiposo visceral y sub-

cutaneo.

La combinacidn de la dieta H con la admi-
nistracion de una dosis Unica de STZ (40 mg/kg)
incrementd el nivel de glucosa basal superior
a 200mg/dl, caracteristico de la induccién de
diabetes, ademas los animales presentaron los
signos caracteristicos de esta patologia (poliu-

ria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso).

En conjunto, los resultados de este pro-
yecto nos sugieren que la hoja de frijol puede
ser un alimento funcional con valor nutritivo y
efecto protector sobre el aumento de peso y
acumulacién de tejido adiposo, relacionados

con obesidad y posiblemente diabetes inducida.

169



Literatura citada

Shamah-Levy T, Vielma-Orozco E, Heredia-Her-
nandez O, et al. Encuesta Nacional de Salud
y Nutricion 2018-19 Resultados Nacionales.
México; 2020.

Ghebreyesus Adhanom T. OMS 10 datos sobre
la obesidad. WHO. 3.Secretaria de Agricul-
tura y Desarrollo Rural. Encuesta Nacional
Agropecuaria.

Linares E, Bye R, Ortega N, Arce AE. Quelites:-
Sabores y Saberes, Del Sureste Del Estado de
Meéxico. Primera. Ciudadde México: Univer-
sida Auténoma de México; 2017.

Santiago-Saenz YO, Hernandez-Fuentes AD,
Lopez-Palestina CU, Garrido-Cauich JH, Ala-
torre-Cruz JM, Monroy- Torres R. Nutritional
importance and biological activity of bioac-
tive compounds from quelites consumed in
Mexico. Rev Chil Nutr. 2019;46(5):593-605.

Narro Robles J, Meljem Moctezuma J, Kuri Mo-
rales PA, et al. Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion de Medio Camino 2016 (ENSANUT
MC 2016). México; 2016.

Corte Osorio LY, Martinez Flores HE, Ortiz Alva-
rado R. Efecto del consumo de la fibra dieté-
tica en la expresion cuantitativa del receptor
de butirato GPR43 en colon de ratas. Nutr
Hosp. 2011;26(5):1052-1058.

Becerril Campos AA, Luna Moreno AD, Garcia
Gasca T, Ahumada Soldérzano SM. Preven-
cion Del Riesgo MetabdlicoEn Un Modelo in
Vivo Con El Consumo de Quinoa Roja (Che-
nopodium Berlandieri Spp. Nuttalliae) y Hoja
de Frijol (Phaseolus Vulgaris).; 2018.

170

Martinez M de los AH, Barreiro Aguilera A. Ma-
nual para el Andlisis Bromatoldgico y Biolo-
gico. Primera. (Querétaro UAQ). Querétaro,
Mexico; 2000.

Martinez Zavala M, Garcia Gasca T, Mora Avilés
M. A. Estudio de la hoja de friljol Phaseolus
vulgaris como alternativa de hierro biodis-
ponible. 2012.

Moreno-Fernandez S, Garcés-Rimdén M, Vera
G, Astier J, Landrier JF, Miguel M. High fat/
high glucose diet inducesmetabolic syndro-
me in an experimental rat model. Nutrients.
2018;10(10).

Humphreys A, Bravis V, Kaur A, et al. Individual
and diabetes presentation characteristics
associated with partial remission status in
children and adults evaluated up to 12 mon-
ths following diagnosis of type 1 diabetes:
An ADDRESS-2 (After Diagnosis Diabetes
Research Support System-2) study analysis.
Diabetes Res Clin Pract.2019;155:107789.

Cossio-Bolafios M, Gémez Campos R, Vargas
Vitoria R, Hochmuller Fogaca RT, Arruda M
de. Curvas de referenciapara valorar el cre-
cimiento fisico de ratas machos Wistar. Nutr
Hosp. 2013;28(6):2151-2156.

Machado S, Rocha NBR, Veras AB, Budde H, Ro-
driguez EM. Temas Selectos en Neurobiolo-

gia Molecular e Integrativa. México; 2017.



Olguin B, Posadas R, Revelant Z, et al. Efectos
del consumo elevado de fructosa y sacarosa
sobre parametros metabdlicos en ratas obe-
sas y diabéticas. Rev Chil Nutr. 2015;42(1).

Cruz, Morais, Rosa, et al. Long-term sucrose so-
lution consumption causes metabolic altera-
tions and affects hepatic oxidative stress in
Wistar rats. Biol Open. 2020;9(3).

Dias, Madruga, Pintado, et al. Cashew nuts
(Anacardium occidentale L.) decrease visce-
ral fat, yet augment glucosein dyslipidemic
rats. PLoS One. 2019;14(12).

Hwang JH, Choi CS. Use of in vivo Magnetic reso-
nancespectroscopyforstudyingmetabolicdi-
seases. Exp Mol Med. 2015;47(2):e139-e139.

Almuaigel MF, Seif MA, Albuali HW, Alharbi O,
Alhawash A. Hypoglycemic and hypolipide-
mic effects of aqueousextract of phaseolus
vulgaris pods in streptozotocin-diabetic rats.
Biomed Pharmacother. 2017;94:742-746.

11



Analisis Espacial y /onificacion
Agroeco|égica en la Cuenca
La Canada, Querétaro.

Pedroza-Meneses, H. I.

Herndndez-Guerrero, J. A.
Maestria en Gestidn Integrada de Cuencas. Facultad de
Ciencias Naturales. UAQ.




Introduccion

El Andlisis Espacial Multicriterio (AEMC) deriva
de un proceso en los SIG para asistir en la toma
de decisiones sobre el manejode los recursos
naturales desde una posicidon informada que
contribuye al ordenamiento territorial y la ges-
tion sustentablede los recursos naturales. Para
ello se utilizé una forma practica de analizar
las variables al subdividir el drea de estudio
en fragmentos mds pequefios que comparten
atributos similares. En este aspecto, el AEMC
permite incorporar la opinion de expertos, asi
como las observacionesen campo y la percep-
cién de los actores sociales. De esta manera es
posible reconocer la distribucidn espacial de
los SEy a partir de ello plantear decisiones estra-
tégicas, de tal forma,que los mapas resultantes
contribuyen a comunicar lacomplejidad de los

SE y su relacién en el territorio.

Se designaron Unidades Ambientales Ho-
mogéneas (UAH) desde criterios agroecoldgi-
cos y sostenibilidad de cuencas. Porsu parte, los
parametros de recuperacidn, conservacion y/o
produccidn permitieron seleccionar la informa-
cion para designar los indicadores que partici-
parian en la Zonificacién Agroecoldgica (ZAE).
En México y Latinoamérica la ZAE es una verti-
ente del andlisis espacial de reciente creacion,
que ha sido aplicada a aspectos de bioproduc-
cion de cultivos como maiz, café, sorgo, cafia,
pifia, entre otros, sin embargo, desde el enfo-
que de la agricultura urbana y periurbana en
cuencas hidrograficas, es un aspecto que con-
tinda estudiandose, por tal motivo, se plant-

ea el presente andlisis como propuesta met-

odoldgica para el mapeo de los SE de provision,
las unidades bioproductivas y las unidades de

riesgos ambientales.

El objetivo del presente trabajo fue anali-
zar espacialmente la cuenca La Cafiada (Queré-
taro) parala zonificacidn agroecoldgica. En ese
caso, se utilizé andlisis espacial multicriterio en

un Sistema de Informacién Geografica.

Area de estudio

La cuenca de La Cafiada es un a En la MLC, las
actividades agricolas y pecuarias se acompafian
dezonas forestales con una variedad de flora 'y
fauna de gran valor cultural y ambiental que
coexisten con una poblacion culturalmente rica
en historia y tradiciones, que forma parte el
areade influencia estratégica de la Zona Metro-
politana de la ciudad de Querétaro, como una
zona logistica de transporte y comunicacion
con el Aeropuerto Internacional de Querétaro,
el libramiento Nororiente, la via ferroviaria “El
Ahorcado-Nuevo Laredo” y vialidades Prima-

rias, Secundarias, Regionales y Estatales.

173



7 Qe ttaro, Mdxico
0 J‘.f-‘_f‘]"{
\%FA":?\ -“.

-o___.:‘ﬂpt'

Municipios oe Santiago de
Querétara y FI Marqués @'

34

*;%'Q-vl B,

Localizacion geogréfica

| Mioocuenca La Cafiada

= Ret hidrografica

*  Localidades
Altitud msnm
[ 1 1830 - 1950
] 1950 - 2050
[ 2050 - 2150
B 2150 - 2250
B 2zs0- 2360

Proyeccién UTM Datum WGSB4
Zona 14N
Escalar 1:50,000

Figura 7. Localizacion geogrdfica de la MULC. Fuente: elaboracion con
informacion de INEGI (2015, 2017 y 2019) y Pedroza et al. (2020).

Metodologia

Se construyeron cuatro Unidades Ambientales
Homogéneas (Camino, Gimeno y Ramodn, 2014)
alas cuales se aplicé el AEMC mediante el sof-
tware ArcGis (v. 10.1) y el producto constituyd
un mapa con la zonificacidon agroecolégica de

la cuenca.

Unidades edafo-morfolégicas (UEM). Se
trabajo con informacién del Conjunto de Da-
tos Edafolégico Vectoriales escala 1:250 000
(INEGI, 2007). Se obtuvo los tipos de suelos de
lomerio, coluviales, alcalinos y aluviales. Tam-

bién se trabajé con los datos de orientacion de
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laderas, mismaque se obtuvo con la herramien-
ta Hillshade utilizando el analisis de relieve (Pe-
droza et al., 2020).

Los suelos asociados con los pardametros
de relieve fueron los siguientes. Los suelos en
los lomerios se encuentran en asociacion verti-
sol esquelético-Iéptico y phaeozem esqueléti-
co-léptico (clave VRsklep+PHsklep). Los suelos
coluviales se encuentran en asociacién vertisol
pélico- endoléptico y phaeozem luvico-endo-
Iéptico (clave VRpelen+PHIvlen), en la mayor
parte de la cuenca media y baja. Los suelos
alcalinos se encuentran en asociacién vertisol
macizo-pélico con vertisol pélico-sddico (clave

VRmzpe+VRpesow) y se localizan en la parte



Este de la cuenca media. Los suelos aluviales
son del tipo Vertisol macizo pélico de textura
fina arcillosa (clave VRmzpe) selocalizan en la
parte baja de la microcuenca con depresiones

intermedias, entre los 1850 y 1950 msnm.

El andlisis de la orientacién de laderas in-
dica que la cuenca La Canada tiene una orien-
tacion “Sur”del 37.4%. Por el contrario, el 36%
de la superficie tiene una orientacion “Norte”.
Asimismo, la superficie “plana” no tiene alguna
orientacidn cardinal y abarca una superficie del
20.5%. Lo anterior indica que la cuenca recibe
una insolacién 54.5% de superficie, eso signifi-

ca un importante aporte de radiacion.

Unidades bioproductivas (UB). Se con-
sulté el conjunto de datos vectoriales de uso
del suelo y vegetacion escala 1:250 000 serie
VI (INEGI, 2017) y los datos topograficos esca-
la 1:20 000 de INEGI (2016) que contiene in-
formacion por tipos de uso de suelo, unidades

bioproductivas y régimen hidrico.

En la cuenca La Cafada se encuentran 46
unidades bioproductivas, de las cuales 2,743 ha
son deagricultura de temporal y comprenden
el 47% de la cuenca, solo el 3% son parcelas de
riego temporal y semipermanente con 680 ha.
La cubierta de vegetacion natural cubre 1,024
ha, de lascuales el 17% es vegetacidn crasicaule
y el 5 % es vegetacidon secundaria arbustiva y
arbdrea de selva baja caducifolia. Por ultimo, el

5% son bancos de materiales a cielo abierto.

Unidades de riesgos ambientales (URA).
Se consultaron los riesgos geoldgicos, hidro-
meteoroldgicos, seguridad hidrica y erosion de

suelos. Los datos de riesgos geoldgicos se ob-

tuvieron del Centro Nacional de Prevencion de
Desastres (2011) y el Atlas de Peligros Naturales
y Riesgos del Municipio de El Marqués (2011).
Se han presentado deslaves en pendientes en-
tre 15° y 30° con actividad e intensidad alta y
fallas geoldgicas que han ocasionado derrum-
bes de roca ignea, afectando viviendas, infraes-

tructura y vias de comunicacién.

Los riesgos hidrometeoroldgicos se de-
ben a inundaciones de entre 30 a 60 cm de
crecida promedio en temporada de lluvias,
gue han causado afectaciones a infraestructu-
ra, viviendas y vias de comunicacion y algunos
decesos en las localidades de La Cafada, El So-
cavon, Saldarriaga y La Trinidad. Los riesgos de
seguridad hidrica constan de contaminacion de
cuerpos de agua y escasez de servicio publico

de agua potable.

La erosion de la cuenca se tomd del Con-
junto de Datos de Erosion del Suelo, escala
1:250 000 (INEGI, 2014). En la cuenca el 83.4%
del suelo sin urbanizar tiene un tipo de erosion
relacionada a la remocion de la vegetacion para
la agricultura y el aprovechamiento de minera-

les.

Unidades locales de gestion (ULG). Esta
unidad se conforma por la tenencia de la tierra
y las unidades locales de gestion ambiental. La
tenencia de la tierra se consulté en los datos
abiertos del Catastro Rural del Registro Agrario
Nacional (2019), y las unidades locales de ges-
tidon ambiental se obtuvieron del Plan de Orde-
namiento Ecoldgico Local del Municipio de El
Marqués(2017). En la cuenca, los nucleos agra-

rios se encuentran distribuidos en: 11 ejidos,
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27 parcelas y 11 tierras de uso comun para acti-
vidades agropecuarias. Del ordenamiento eco-
l6gico se tomaronen cuenta las areas de apro-
vechamiento sustentable, de conservacion,
proteccién y la proyeccién urbana. Se prevé
que la zona urbana llegard a ocupar el 77% de
la cuenca, mientras que el 12% estd consider-
ado darea de aprovechamiento sustentable y

solo el 8% para la conservacion y proteccion.

Andlisis Espacial Multicriterio (AEMC). El
andlisis espacial se basé en la suma lineal pon-
derada para clasificar los criterios y variables
definidas en cada una de las UAH. La prepara-
ciéon de las variables se basé en los pardmetros

de andlisis de unidades de agriculturizaciéon

(Vazquez, Sacidoy Zulaica, 2013) y la zonifica-
cion socioambiental (Sanchez et al., 2020). Se
llevd a cabo una matrizde comparacién parea-
da con el software SuperDecisions (v. 3.2) que
integra la Ecuacién 1 en la ejecucion de la ope-
racion:

1

_7'1
ynl
i T

Ecuacién1: W; =

En donde rjes el lugar que ocupa el crite-
rio en relacion a las demas. El resultado Wj in-
dica el gradode contribucion de cada criterio
(Cuadro 1), obteniendo asi los valores de im-
portancia en la delimitacidon de las Unidades

Agroecoldgicas (UAE).

Cuadro 1. Matriz de variables de acuerdo a su peso (W)

Peso
Variable | Indicadores Orden de importancia
(W)
Aprovechamiento sustentable, desarrollo urbano,
ULG . ., ., . . 1 0.34
areas de conservacion y proteccion, propiedad social
UEM Orientacién de laderas y tipos de suelo 4 0.17
UB Agricola-pecuario y vegetacion natural 3 0.20
URA Geoldgica, hidrica y erosion de suelo 2 0.27

Fuente: elaboracion propia a partir de la suma lineal ponderada.

Se ponderaron los indicadores del 1 al 5,
siendo 1 el de mayor relevancia y 5 el de me-
nor. En las Cuadros de atributos de cada capa
tematica tipo Shp se integraron los valores da-

dos en la Cuadro2, posteriormente se convir-
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tieron en capas raster con un teselado de 10
pixeles, por ultimo, se ejecuté la herramienta
de andlisis jerarquico utilizando el Algebra de
Mapas del ArcGis (v.10.3) dando como resulta-

do el raster final.



Cuadro 2. Cuadro de ponderacion de indicadores

Variable

Indicadores Valores

Unidades locales de gestion(ULG)

Propiedad social

Aprovechamiento sustentable

Areas de conservacion

Areas de proteccion

Zona urbana

Unidades edafomorfolégicas(UEM)

Suelos aluviales-coluviales

Suelos aluviales-coluviales

Suelos alcalinos

Suelos de lomerio

Unidades bioproductivas (UB)

Agricultura permanente

Agricultura semipermanente

Agricultura de temporal

Pecuario

Vegetacion natural

Zona urbana

Area desprovista de

Unidades de riesgo ambiental(URA)

Erosién Antrépica-hidrica

Puntos de deslaves

Zonas de inundacion

HTWOWN IR N D W RS WN RP O WDN RS

Fallas geoldgicas

Fuente: Elaboracion propia a partir de los resultados de la suma lineal ponderada.

Resultados y Discusion

Con la informacidn espacial generada a partir
del raster final se caracterizé el mapa criterio de
zonificacion agroecoldgica de la cuenca (Figura
1). Se diferenciaron cinco Unidades Agroeco-
|6gicas (UAE) que incluyen zonas de conserva-
cion, recuperacion y produccidon de vegetacion
en relacion a la disposicidon socioecondmica, la
proyeccion del desarrollo urbano, los riesgos
ambientales y las condiciones biofisicas de la

cuenca.

El cruce de informacion de las unidades
ambientales y agroecolégicas permitié carac-
terizar las condiciones biofisicas y socioecono-
micas correspondientes a cada UAE (Cuadro
3). Estos resultados se podran complementar
con valores temporales como en trabajos an-
tecedentes como en Vazquez et al. (2013) para
realizar una comparacion espacio temporal con
el fin de analizar los procesos de des-agricultu-

rizacién que han influido en la cuenca.
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Figura 8. Mapa de la Zonificacion Agroecoldgica (ZAE) como resultado del
Andlisis EspacialMulticriterio. Elaboracion propia con uso del software ArcGis
(v. 10.1) y Qgis (v. 3.10.6).



Cuadro 3. Unidades Agroecoldgicas de la microcuenca La Cafiada.

Atributos UAE1 UAE2 UAE3

Paisaje Lomas planas Lomas amplias y | Planicies aluviales

Vegetacion Vegetacion Agricultura de Agricultura de
secundaria arbustiva | temporal temporal

Altura 1940 a 2220 msnm 1880 a 2300 | 1880-2120 msnm

Pendientes Menor a 15% Menor a 30% Menor a 45

Aspectos hidrograficos Nacientes efimeras Curso Curso permanente

intermitentes

intermitente y

e

Drenaje superficial Excesivamente Bien drenado Pobremente
Subgrupos | Vertisol-Phaeozem Vertisol- Vertisol-

8 Textura Arcilla arenosa Arcilla arenosa Arcilla arenosa

(]

a Limitantes Profundidad de 50 Profundidad de | Profundidad de
Régimen hidrico De temporal De temporal De temporal
Gestion ambiental Proteccidn/ Aprovechamiento | Urbano
Riesgos ambientales Erosion moderada Erosion media | Erosion
Unidades Agricola/pecuario Agricola Solares
Tenencia de la tierra Uso comun Uso comun Privado

Fuente: Sistema de evaluacion utilizado por el Servicio de Conservacion
de Suelos de los Estado Unidos (Klingebiel & Montgomery, 1961). Cuadro
elaborado con base en Vazquez et al. (2013, p.35).

En la ZAE se aprecia que el 35% (UAE 1, 2y 3)
de la microcuenca tiene un importante poten-
cial agroecolégico, mientras que las UAE 4 y 5
presentaron una mayor tendencia hacia proce-
sos de desarrollo urbano. En la cuenca se han
detectado descargas domésticas, agricolas/
pecuarias que aportan detergentes, nutrien-
tes, materia organica, grasas, aceites y sélidos,
fertilizantes, plaguicidas, solidos disueltos vy
suspendidos. Aunado a esto, se ha detectado
el uso de aguas residuales para las actividades
agricolas (GMEM, 2011, 2017).

Conclusiones

La metodologia utilizada demostrd ser una
herramienta de analisis remoto que facilita el
ordenamiento del territorio, permitiendo ana-
lizar informacién cuantitativa en una matriz de
representacion que puede integrar los atribu-

tos necesarios para un analisis mas amplio.

En este sentido, la ZAE cumple la funcidn
de proveer las bases para mitigar problemas
ambientales al generar el mapeo de las Uni-

dades Agroecoldgicas (UAE), tal como en Vaz-
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quez et al. (2013), la identificacién de las UAE
constituye el espacio en dénde se pueden for-
mular planesde aprovechamiento sustentable,
conservacién y recuperacion ambiental. En
conclusion, elestudio integrado de la cuenca es
de gran utilidad en el ordenamiento territorial
para la designacion de sitios en donde es im-
portante considerar un modelo de gestidn sos-

tenible.
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Introduccion

La lactancia materna es un proceso natural en
el que la madre proporciona al nifio los nutri-
mentos necesarios para su correcto crecimien-
to y desarrollo, a través de la cual se pueden
obtener ventajas inmunoldgicas, cognitivas,
emocionales, econémicas y ambientales (OMS,
2019). La Organizacién Mundial de la Salud se-
fala que los bebés debenser amamantados ex-
clusivamente durante los primeros seis meses
y acompafar la alimentacién complementaria
con lactancia materna hasta al menos el segun-
do afio de vida. Sin embargo, el porcentaje de
madres en México que ofrecen lactancia mater-
na exclusiva durante los seis primeros meses es
de 30.8%, es decir, solo tres de cada diez neona-
tos disfrutanlos beneficios de una alimentacién
6ptima en esta etapa. Estosucede en razdén de
gue existen multiples barreras que interfieren
durante la lactancia y de las cuales destacan la
desinformacion, el tener una percepcién equi-
vocada de lalactancia, y el poco apoyo recibido
(Samano et al., 2018).

En la actualidad han surgido diferentes
alternativas para atender necesidades de sa-
lud y una de ellas se expresa a travésdel uso de
la tecnologia, por ejemplo, a través de aplica-
ciones moviles las cuales se describen como
softwares que pueden instalarse en teléfonos
inteligentes, con costo o gratuitas, de acuerdo
a diferentes objetivos (Wheaton, Lenehan, &
Amir, 2018).

Esta visién prometedora para las “APPS”
y los dispositivos en los que se utilizan, ha in-

fluido paraque instituciones y organizaciones
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lleven a cabo acciones especificas en salud en
torno a esto. Muestra de ello, es que en el afio
2012 la OMS lanzé la iniciativa mHealth refi-
riéndose al aprovechamiento de aplicaciones
para ayudar a combatir enfermedades como
diabetes, cancer,enfermedades cardiovascula-
res y enfermedades respiratorias, siendo otra
forma de accidén para salvar vidas, reducir en-
fermedades y disminuir los costos que gene-
ran. En general, las aplicaciones se convierten
en una manera practica de difundir informa-
cién, observdndose una realidad prometedora
en cuanto al uso de estas en el sistema de salud
y representando una estrategia potencial para

las condiciones actuales y del futuro.

Metodologia

Tipo de investigacion

El presente trabajo estd compuesto por dos
fases, una de disefio y un estudio longitudinal
prospectivo en el que se evalua la aplicabilidad
y el aprendizaje que se genera durante un tiem-
po determinado tras el uso de una aplicacion

movil sobre lactancia materna.

Ubicacion temporal

El disefio del contenido y material correspon-
diente a la primera fase se llevé a cabo en la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universi-
dad Auténoma de Querétaro, mientras que la
evaluacion de los conocimientos se realizd con
poblacién del municipio de Santiago de Queré-
taro, Querétaro yCiudad Victoria, Tamaulipas.



Muestra

La evaluacién de conocimientos se realizo prin-
cipalmente en mujeres, en edad fértil, aunque
en general se invité a participar a hombres y
mujeres interesados en el tema expuesto den-
tro de la aplicacién movil. El muestreo se realizé
por conveniencia en donde los individuos fue-
ron elegidosdada la disponibilidad de estos asi
como su accesibilidad y por bola de nieve, pre-
guntando a los mismos participantes si cono-
cian personas con las caracteristicas necesarias
para la realizacion del estudio.
Criterios de inclusidn

[] Mujeres interesadas en el tema de lactan-
cia materna.

[l Varonesinteresados en el tema de lactan-
cia materna.

[] Que cuenten con teléfono propio o Tablet
y sistema operativo Android.

[l Que desee participar en el estudio.

[] Contar con acceso a internet.Criterios de
exclusion

[] Falta de disponibilidad para participar en
el estudio.

[] Enfermedades o discapacidad men-
tal que impidan el manejo eficiente
de un dispositivomovil.

Criterios de eliminacién

[] Participantes que no completen el estudio

[] Participantes que deseen abandonar
o finalizar su participacién en el trans-
curso que se esté llevando a cabo el
estudio.

Primera Fase (Desarrollo de la Aplica-
ciéon). El desarrollo de la aplicacion mévil “Yo
amo con lactancia” se llevd a cabo a través de
una serie de acciones encaminadas a identifi-
car la informacion necesaria a transmitir, asi
como el disefio y revision del contenido de esta
herramienta. Se realiz6 una busqueda biblio-
grafica inicial sobre la situacién actual de la lac-
tanciamaterna y las razones principales por las
cuales ocurre su abandono en México. Para la
busquedabibliografica se utilizaron las bases de
datos electrdnicas: Google Académico y PUD-
MED, utilizando las palabras clave Breastfee-
ding, lactancia materna y México. A partir de
las razones identificadas se establecié una lista
de temas a tratar y de conocer por las madres
y publico en general antes y durante la alimen-
tacion a base de leche materna. También se
elaboro el contenido y la estructura a seguir de
los temas dentro de la aplicacion movil. Durante
este periodose revisé algunas aplicaciones mé-
viles sobre lactancia materna, con la finalidad
de conocer el campo y la presencia que tiene

actualmente en play store.

Tras observar las diferentes areas de opor-
tunidad se establecio la lista de temas finales
y por endeel contenido de cada uno de ellos.
Posteriormente a través de un archivo Word
se cred un instructivo que se encargd de ex-
plicar los detalles del texto, imdgenes, niveles,
colores y todo lo necesario para obtener la ex-
presién visual del producto. Este documento se
le entrego aldisefiador grafico e ingeniero en
informatica los cuales se encargaron de la pro-

gramacion.
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El contenido y la informacién, una vez de-
sarrollada y expresada en un teléfono mavil, se
sometieron a revisién por parte de sus creado-
resy personal capacitado en lactancia materna,
conla finalidad de identificar errores ortografi-
cos, de redaccion, de programacion, jerarqui-
zacion, pertinencia y calidad de la informacidn.
Se llevd a cabo un reconocimiento de oportu-
nidades de mejora y de ser necesario posible
restructuracion de la informacion. Al finalizar
este analisis se realizé un documento en el que
se explico las nuevas correcciones solicitadas a
los programadores. Hechas las modificaciones
correspondientes se obtuvo la versién final de

la aplicacién movil “Yo amo con lactancia”.

Segunda Fase. Evaluacién de la Aplica-
cién. Posteriormente y como parte ya de la
segunda fase del proyecto se evalud el disefio
de la aplicacién movil a través del cuestionario
UMARS. Esta evaluacién se aplicé a ocho muje-
res, siete de ellas profesionales del area de la
salud y una madrede familia, las cuales fueron
invitadas a utilizar la aplicacion movil. El tiem-
po de uso de esta herramienta fue de un mes.
Durante este periodo se les recomendd a las
participantes que leyeran y utilizaran libremen-

te la aplicacion movil.

De la misma forma pero con un grupo de
participantes diferentes se llevé a cabo, a ma-
nera de estudio Piloto, la evaluacién del apren-
dizaje en los usuarios de la aplicacién. Para eva-
luar la adquisicion de conocimientos, la version
final de “Yo amo con lactancia” se aplicé a un
grupo de personas interesadas en participar en
el estudio N=28. Al iniciar, cada uno de los usua-

rios recibié una hoja informativa que describe
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los pasos a seguir durante toda su participacion
en el proyecto.Posteriormente, se le pidid a los
sujetos que contestaran los cuestionarios de
datos generales y conocimientos, ademas, du-
rante esta etapa se solicitdé no consultar ningun
tipo de fuente informativa referente a lactancia

materna.

Una vez que el usuario confirmé haber
respondido las primeras evaluaciones, se le
otorgd a cadauno el link que permite la descar-
ga de la aplicacion movil. El periodo de prue-
ba para que las personas revisaran y leyeran
la aplicacion fue de un mes. Trascurrido este
lapso se otorgd el acceso a los cuestionarios
restantes. EIl medio de comunicacion utiliza-
do para compartir los formularios, el link de
descarga y la hoja informativa fue a través de
WhatsApp.

A raiz de la Contingencia por la pande-
mia Covid-19, se decidio trascribir el cuestiona-
rio uMARS que permite evaluar el disefio, asi
como los cuestionarios aplicados a Google for-
ms, con la finalidad de que los participantes del
proyecto lograran responder estos formularios
en linea a través de sus dispositivos moéviles o

computadoras.

Resultados

Evaluacién del disefio. Se llevd a cabo la eva-
luacion del disefio de la aplicacién con ocho
mujeresinteresadas en participar en el proyec-
to para evaluar el disefio de “Yo amo con lac-
tancia” a través del uMARS, herramienta que

evalua el disefio de forma objetiva y subjetiva



de aplicaciones méviles en salud. Los items con
orientacion objetiva se dividen en cuatro areas
(compromiso, funcionalidad, estética y calidad
de la informacion). Cada area esta conformada
por entre tres a cinco preguntas las cuales se
califican dentro de una escala del 1 al 5. El area
de compromiso resulto dar la puntuacién mas
baja al obtener 4.03 puntos de 5 disponibles,
seguido por la estéticaquien obtuvo una punta-
cién general de 4.54, mientras que el criterio
de funcionalidad y calidad de la informacién
promediaron la mejor calificacién recibida por
parte de las mujeres participantes presentando
cada uno un puntaje de 4.66 y 4.69 respecti-
vamente. En total, la aplicacion mévil obtuvo
un promedio general de 4.48 lo cual resulta fa-
vorecedor, ya que de acuerdo a la literatura se
considera como aceptable una calificacidn en-

tre los rangos de 3 a 5.

En relacién a la evaluacién subjetiva todas
las participantes refirieron que si recomendaria
la aplicacion con otras personas. Por otra parte,
al preguntar sobre “éCuantas veces usarian la
aplicacion?” las mujeres sefialaron un amplio
rango que abarco desde las 5 veces como mi-
nimo yhasta un maximo de 100. Por otro lado,
el 75% de las usuarias mencioné que si desem-
bolsaria una cantidad de dinero para obtener la
aplicacion mientras que el 25% restante no lo
haria. Finalmente, 4 personas otorgaron como
calificacién a la aplicacion movil “Yo amo con
lactancia” 5 estrellas de 5 posibles, 3 partici-
pantes concedieron cuatro y solo un sujeto tres

estrellas.

Evaluacién de conocimientos (estudio pi-

loto). Un total de 89 personas fueron invitadas

a participar en el estudio piloto de la evaluacion
de la aplicacién moévil “Yo amo con lactancia”
en los municipios de Ciudad Victoria y Santiago
de Querétaro de los estados de Tamaulipas y
Querétaro respectivamente. De estos, 51 acep-
taron participar de las cuales 48 eran mujeres
y 3 hombres, sin embargo, durante el proceso
abandonaron el proyecto 23 personas, como
resultado realizaron el proceso completo una
n=28, conformada por 26 mujeresy 2 hombres.
La principal razén de exclusién fue el abandono
del proyecto por los usuarios. En cuanto a las
caracteristicas grupales de los participantes, la
edad media de estos es de 32.8 aiios, los cuales
manifiestan utilizar en promedio alrededor de
6.07 horas por dia su dispositivo mévil. Auna-
do a lo anterior entre otras particularidades se
encuentra que el nivel licenciatura es el grado
de escolaridad preeminente entre la poblacion
participante. A su vez, el 78.6% de los usuarios
acepto que sueleutilizar medios de comunica-
cién para acceder a informacién relacionada al
tema de lactancia materna. Particularmente,
se identificéd que las formas mas utilizadas para
buscar informacién sobre lactancia materna
por las personas participantes son a través de
la consulta con profesionales de la salud segui-
do muy de cerca por el internet, ya que el 53 y
50 % de la poblaciéonde estudio acepto utilizar

estos medios informativos.

De los 28 sujetos que participaron en el
estudio, 15 de ellos (53.5%) mostraron unincre-
mento deentre 1y 11 respuestas correctas res-
pecto a la primera evaluacién que realizaron,
mientras que 6 (21.5%) mantuvieron la misma

calificacion y los 7 (25%) restantes empeoraron
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su puntacion al responder equivocamente de
1 a 5 interrogantes en relacién a su evaluacién
previa. La media de aciertos por participante
para el primer cuestionario fue de 24.86 mien-
tras que para el segundo este incremento a
26.25. El promedio general del cuestionario de
conocimientos fue de 75.27 sobre 100 para la
primera aplicacién. El promedio general de la

segunda evaluacion fue de 79.47sobre 100.

Finalmente, para comparar el promedio
del cuestionario de conocimientos inicial y final
se utilizéla prueba t de Student para muestras
relacionadas, este analisis arrojo un P valor de
.042, lo cualestablece que existe una diferencia
significativa en las medias de calificacién antes
y después de la intervencion con la aplicacién
movil “Yo amo con lactancia” por lo que se de-
fine que si existe efectos significativos sobre
el conocimiento que adquieren los pacientes
tras el uso de esta herramienta de lectura. De
hecho, los pacientes en general aumentaron su
promedio de 75.27 a 79.47 sobre 100, es decir,
se presentd un incremento de 4.2 puntos por-

centuales respecto a laprimera evaluacion.

D. .-
ISCUSION

Disefio. Los resultados obtenidos en el uMARS
brindan una visidon prometedora que permite
conocer las areas de oportunidad necesarias
de trabajar para mejorar la aplicacion movil “Yo
amocon lactancia”. Si bien la mayoria de las su-
bareas de este cuestionario obtuvieron califica-

ciones por encima de 4.5 puntos es importante

establecer que la aplicacion disefiada también
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posee algunas deficiencias que se reflejaron en
los rubros peor calificados como son personali-
zacién (puntaje 2.13) e interactividad (puntaje
3.63), representando uno de los retos priori-
tarios a considerar si se quiere desarrollar una
mejor version de la aplicacion. De esta forma
enfocar los trabajos de mejora hacia una apli-
cacion movil mas dinamica que permita realizar
diferentes acciones tales como enviar mensa-
jes, recibir notificaciones e incluso permitir que
el usuario individualice a su gusto los detalles
de la misma podria representar una solucion
ante estas areas de oportunidad identificadas

por las usuarias.

Conocimientos. Para evaluar la adquisi-
cién de conocimientos participaron 28 perso-
nas. A fin de esto se utilizd un cuestionario de
33 preguntas sobre lactancia materna, dicha
evaluacion se llevéantes del uso de “Yo amo con
lactancia” y trascurrido un mes se repitié la mis-
ma prueba. De estos,la mayoria de los usuarios
logro mejorar su calificacion respecto a la pri-
mera evaluacion. Para los evaluadores resulta
importante mencionar que las preguntas en
su mayoria mostraron unincremento general
en relacién a las respuestas correctas al apli-
car la evaluacidn posterior, ademas, el analisis
estadistico mostro que el uso de la aplicacion
movil genera un pequefio pero significativo
incremento del promedio al usarla por lo me-
nos durante un mes. En general, los resultados
mencionados otorgan la certeza necesaria para
confirmar que se puede proponer a esta herra-
mienta como una forma mds de abordar a la
lactancia maternay representar un flancoadap-

tado a la actualidad, mediante un dispositivo



qgue se ha vuelto indispensable en la sociedad
y que se acopla perfectamente a las condi-
ciones actuales vividas alrededor del mundo.
No obstante, la aplicacién mévil para nada susti-
tuye por completo las funciones y el apoyo que
puedarecibir la mama o el publico en general
por parte de profesionales de la salud y perso-

nal capacitado en el drea.

Conclusiones

Se desarrolld una aplicacién movil funcional
que brinda informacién sobre lactancia para
dispositivos Android. Se evalué el disefo, ad-
quisicidon de conocimientos y aplicabilidad. “Yo
amo con lactancia” fue en general muy bien ca-
lificada en cada una de las evaluaciones realiza-
das, lo cual define que el material desarrollado
posee una visién prometedora, por lo que vale
la pena presentar esta herramienta mdvil a la
poblacién. Ademas, resulta ser una aplicacion
movil que puede representar una forma po-
tencial que influya en el refuerzo de activida-
des relacionadas a la promocién de la lactancia
materna, a través de la informacién que brinda
adecuandose a las necesidades del estilo de

vida de hoy en dia.

Aunque esta herramienta no sustituye la
informacion y el apoyo que pueda recibir la ma-
dre proveniente de diferentes personas, como
familiares, promotores de lactancia materna o
personal de salud correctamente capacitado,
esta aplicacién movil representa una forma
complementaria para que la madre pueda con-

tar con un apoyo para poder informarse ade-

cuadamente, de una manera sencilla y practi-
ca, al contar con una fuente rapida, respaldada,
confiable y de facil acceso, por medio de la cual
pueda resolver las dudas mas importantes y
conocer los aspectos y estrategias basicas para
establecer y mantener la lactancia materna, asi
como los problemas mas comunes a los cuales
la madre generalmente se enfrenta y las ideas
erréneas que ponen en riesgo e influyen en el

abandono de la lactancia.

Ademas, el presente trabajo puede brin-
dar las bases e instrucciones para elaborar ade-
cuadamente una aplicacion moévil informativa
sobre temas relacionados al campo de la salud

trayendo consigo resultados positivos.
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Introduccion

Desde 1963 Bevan y Makower comenzaron con
el estudio de cepas de Saccharomyces cerevi-
siae, las cudles ahora se sabe que adquieren
una coinfeccion de virus de RNA de cadena do-
ble. Por lo general, estos virus pertenecen a la
familia Totiviridae. La infeccion tiene como re-
sultado la sintesis de una preprotoxina (Pefia,
1981; Bussey, 1991). El péptido inmaduro (pre-
protoxina), estd compuesto por 4 subunidades
de proteina: alfa, gama, delta y beta, gama y
delta se encargandel transporte de la prepro-
toxina a través del reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi en donde se llevan a cabo
diversas modificaciones postraduccionales,
que generan diversos cortes y pliegues, para
tener como resultado una toxina madura, que
ha sido denominada como Killer (K1) (Bussey
1990; Breinig 2002). Esta toxina esta confor-
mada por dos subunidades alfa y beta, que se
encuentran estabilizadas hasta tres puentes
disulfuro. Finalmente, la toxina K1, es secreta-
da al medio extracelular en donde aun no se
ha definido de manera clara el mecanismo de
accion (Sesti, 2001;Breinig 2002). Hasta el mo-
mento, en el laboratorio se halogrado describir
algunas partes del proceso. Cuando la toxinase
localiza en el medio extracelular, el pH cerca-
no a 4.6 — 4.7 induce cambios en el péptido, lo
que lleva a desestabilizar los puentes disulfuro
entre lassubunidades alfa y beta. Es de gran im-
portancia el pH, debido a que, se ha observa-
do en experimentos del laboratorio, que a pH
4.6, 4.7 el efecto de la toxina es irreversible,
caso contrario en pH fisiolégico 7 o 6, la toxi-

na pierde efectividad con el paso del tiempo,

teniendo unmaximo de actividad a las 8 horas.
En el momento en el que la toxina interacciona
con una célulade levadura sensible, parte de la
toxina (posiblemente beta) se une a la fraccién
de 1-6 beta glicano. Posteriormente, (posible-
mente alfa) serd translocada a la membrana
celular, en donde la toxina va a unirse con una
proteina anclada a GPI, Krelp quién se encarga
de la sintesis y mantenimiento estructural de la
pared celular en la levadura (Breinig, Tipper, y
Schmitt 2002; Ahmed et al. 1999).

A partir de ese punto, existen al menos
dos teorias del camino que seguira la toxina:
1) puede incrustarse directamente en la mem-
brana generando poros de novo. Lo que pos-
teriormente se verd reflejado en la salida des-
mesurada de potasio y otros iones de la célula
hasta matarla (de laPefia 1981, Bussey 1991).
2) Esa porcidén de la toxina, sea capaz de unirse
y activar canales iénicos,como el canal de po-
tasio TOK1. Por medio de la delecién del gen
TOK1, dichas levaduras presentaron resistencia
a la toxina K1. Concluyeron que el efecto de la
toxina requiere lapresencia del producto de ese
gen. Ademas de esto, pudieron demostrar que
K1 altera la funciénde los canales aumentando
su actividad y probabilidad de apertura. Por lo
tanto, incrementandoel flujo externo de pota-

sio, en ensayos con ovocitos (Ahmed 1999).

Induciendo consecuencias semejantes a
la primera teoria, como la salida desmesura-
da de potasio, el cual es importante para man-
tener la turgencia y sobrevivencia de la célula,
llevandolasfinalmente a la muerte (Ahmed et
al. 1999; Sesti 2001). Estudios al respecto, han

demostrado que, en esferoplastos de levadura
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(que carecen de pared celular) la toxina sigue
teniendo efectoletal, por lo que la Unica partici-
pacion de Krelp en el mecanismo de accion de
la toxina, ha sido descartada. La induccion de
poros de novo no ha podido ser demostrada.
Mientras que otros estudios han mostrado que
la sobreexpresion de TOK1 tanto en levaduras
como en ovocitos de Xenopus laevis expuestos
a la toxina, ha llevado a un incremento en la
letalidad de K1 (Ahmed 1999; Sesti 2001).

Los estudios realizados en el laboratorio
estan encaminados a demostrar la teoria de
TOK1 comoblanco molecular de la toxina y a
estudiar el mecanismo de accién de ésta. Las
pruebas que apoyan esta teoria son registros
electrofisioldgicos con ovocitos, los cuales con-
sisten en microinyectar ARNm para expresar a
TOK1 funcional. Los resultados de estos regis-
tros apuntan aque hay un cambio en la proba-
bilidad de apertura de TOK1 al exponer el expe-
rimento a la toxinay que éste deja salir potasio
de manera descontrolada de la célula hasta ma-
tarla (Ahmed, 1999).

Se propone también que hay una separa-
ciéon de la subunidad alfa y beta de la toxina al
interactuarcon el pH extracelular, por lo que la
toxina buscara estabilizarse, formando nuevos
puentes disulfuro en regiones con residuos de
cisteinas (Schmitt, 2006; Gier 2019). Aspec-
to del cual ya setienen algunos antecedentes,
experimentos en los que se ha logrado extraer
y recuperar a alfa ya beta a diferentes niveles:
una presente en la pared celular y la otra pre-
sente en la membrana plasmatica. En el labora-
torio de biofisica de la facultad se hizo el analisis

de la secuencia del canal,en donde se ha logra-
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do ubicar en un mapa topografico del canal a
13 cisteinas presentes en la estructura. La pre-
sencia de este tipo de aminodcido en estruc-
turas como canales idnicos no es tan comun.
Las cisteinas ayudan a mantener la estructura
cuaternaria de algunas proteinas. Sin embar-
go, en el caso de TOK1, podemos observar una
cantidad excesiva. Es por ello, que se esta es-
tudiando en el laboratorio el posible papel que
éstas pueden tener en el mecanismo de accion
de la toxina a través de la formacién de puen-
tes disulfuro. Nuestro grupo de trabajo propone
que, en algunas de estas cisteinas, la parte alfa o
beta de la toxina podria estar formando nuevos
puentes disulfuro, generando los cambios nece-
sarios en TOK1 como para inducir la muerte de
células sensibles. Esto se a podido constatar en
estudios realizados en el grupo de trabajo en los
cuales se ha visto que la toxina K1, puede matar
a procariotas con mayor eficiencia que la misma

S. cerevisiae (Ramirez V J 2018).

Se realiz6 una mutagénesis dirigida in si-
lico para observar cual o cuales de todas esas
cisteinas pudieran estar involucradas en la
accién de la toxina, con ello y mediante otros
criterios de seleccidn se identificaron y selec-
cionaron cuatro de ellas (De Blas C 2016; Ra-
mirez V J2018). Por lo tanto, en este proyecto
se busca investigar el papel de las cisteinas en
la accidon de la toxina como parte de su mecanis-
mo de accién y ademaestudiar la relacidn que

podria tener la estructuradel canal TOK1.

Por ello, con base en esta informacion,
estan siendo estudiadas las cuatro cisteinas
identificadascomo CYS 381, CYS 418, CYS 411,

CYS 415, que estan presentes en las regiones



de poro 1y 2 del canal de potasio TOK1, para
determinar su interaccion directa con la toxina

permitiendo que el fendmeno Killer ocurra.

Resultados preliminares; antes de realizar la
mutagénesis dirigida, constardn de la expresion
de TOK1 el cual se ha separado en dos dominios
funcionales (Saldafia C 2002). En este trabajo
previo, se determind el papel de cada uno de
los dominios formadores de poro y su contri-
bucién a la selectividad iénica. Saldaia y cola-
boradores realizaron mutagénesis dirigida para
separar los dos dominios de poro generando
dos proteinas. La primera genera un canal de
6 cruces transmembranales y un dominio for-
mador de poro, al cual se le denominé TOK1A,
y la segunda de dos cruces transmembranales
y un dominio formador de poro, denominado
TOK1B. Estas construcciones moleculares, per-
miten separar los dos dominios formadores de
poro y al mismo tiempo separar las cisteinas
que se localizan en la vecindad de estos. Estos
dos canales generadosde manera artificial nos
brindan la oportunidad de estudiar el papel de
cada una de esas cisteinasy su potencial inte-
raccidon con la toxina K1. La K1, asi mismo esta
siendo utilizada en la industria vitivinicola, evi-
tando la contaminacién del mosto durante el
proceso de fermentacién de una granvariedad
de bebidas fermentadas. También podria ser
utilizada como un péptido antimicrobiano (Liu
et al. 2015; Mannazzu et al. 2019).

Metodologia

El primer bloque de experimentos consiste prin-
cipalmente en realizar transformantes de leva-
duraAtokl con los insertos de TOK1, TOK1A y
TOK1B. Una vez obtenidas estas transforman-
tes y después de analizarlas, se realizaran prue-
bas de inhibicién en placa con la toxina K1. El
segundo bloque, consiste en realizar las mutan-
tes puntuales de las cisteinas en los sitios 7, 9,
10 y 11 del mapa topografico o de los sitios en
la secuencia identificados como 381, 414,415y
418 por metioninas. Una vez obtenidas las mu-
tantes y su verificacion, se procedera a realizar
la ligacién ytransformacién de levaduras para
posteriormente, realizar experimentos de inhi-

bicién en placa utilizando la toxina.

Adicional a la parte experimental, se rea-
lizaron varios analisis computacionales con la
secuencia de TOK1 para predecir su estructura
cuaternaria y poder ver la relaciéon que la es-
tructura tiene enla funcién de la toxina. Final-
mente, se volvieron a inducir las mutantes en
el canal y se realizé la medicién de distancias
entre cisteinas, para poder tener un prome-
dio de distancias y asi poder deducir si estas
estan formando o no puentes disulfuro entre
ellas, contribuyendo con ello a la estabilidad
del canal. Todo esto con el uso de herramien-
tas como PYMOL, Swiss-model y programas de
alineamiento como BLASTn, BLASTp y MUSCLE.
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Resultados

En la figura 1 podemos observar los resultados
del modelaje estructural que se realizé en el la-
boratorio utilizando SWISS-MODEL. Esta herra-
mienta es capaz de utilizar la secuencia de cual-
quier proteina (en este caso TOK1) y buscar en
la base de datos secuencias y estructuras que
serdn utilizadas para la minimizacién y obten-
cion del modelo predictivo de nuestra proteina
de interés. En el panel A, se puede apreciar el
modelo de TOK1 con respecto a TREK1 canal de
potasiopresente en mamiferos. En B, se observa

la estructura de TREK1. En C, podemos observar

al canalde potasio TWIK1 que consta de 2 re-
giones de poro en tdandem (semejante a TOK1)
y en D, un transportador de potasio de levadu-
ra TRKA. En la parte posterior de la figura pode-
mos observar las regiones de poro de cada una
de las estructuras. Es evidente la semejanza es-
tructural de las regiones de poro, debido a que
son regiones conservadas sin importar la espe-
cie o el tipo de canal. Esto finalmente nos habla
de unbuen acercamiento en la prediccion de es-
tructura de TOK1.Este acercamiento estructural
también nos da idea de como se encuentran las
zonas en las que posiblemente la toxina inte-
ractla, asi como distancias y localizacion de las

cisteinas de interés.

Canal TWIK1-mamiferos  TrKA - levadura

Figura 1. Modelaje estructural TOK1. En A se muestra una estructura minimizada por SWISS MOD-

EL, del Canal TOK1. Podemos ver comparativamente, la semejanza estructural con las estructuras

cristalizadas en By C se pueden observar las estructuras de (TREK1, TWIK1) utilizadaspara realizar

el modelo que predice la estructura por minimizacion de TOK1 in silico. En D, se aprecia la estruc-

tura de un transportador de potasio presente en levaduras. Y en la parte posterior se pueden

observar las regiones de poro las cuales presentan una estructura conservada tanto en canales
(A, B, C) como en transportadores (D).
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En la figura 2, podemos observar en la
seccion A, el mapa topografico realizado con
base a la secuencia de aminoacidos de TOK1.
En verde se puede ver la localizacion de las 13
cisteinas presentes en el canal, evidenciando la
basta e irregular presencia de esta. Ademas de
mostrar laubicacion de la escisiéon y las secuen-
cias de los primers para obtener TOKA y TOKB.
En la parte B,se presenta la representacion en
el mapa topografico, de la separacion de las re-
giones de poro 1y 2 en TOK1A y TOK1B. En el
mismo sentido, en color rojo se puede observar
las cisteinas de interés presentes en esos sitios.
En el apartado C, podemos observar los resulta-
dos de lamutagénesis dirigida in silico de cistei-

nas (7,9, 10, y 11) por metioninas. Ademas del

5-AGGTCCAAATCGTAGATCTATTATATGGAT-3
5- ATCCATATAATAGATCTACGATTTGGACCT-3

valor originalde delta G y los cambios en dichos
valores dependiendo de la cisteina analizada.
Remarcado en amarillo, se pueden observar los
valores de las cisteinas seleccionadas. Valores
qgue fueron escogidos por no estar relaciona-
dos con el mantenimiento estructural del canal.
Ademas, en D semuestra una figura editada de
Gier 2019, que muestra la importancia de las
cisteinas que contienela toxina. Estas cisteinas
(6) tienen diversas funciones. En la subunidad
alfa, estan relacionadas a la inmunidad de las
células productoras a su propia toxina y en la
subunidad beta, las cisteinas tienen el papel de
unién a células de levaduras intactas y también

de unidn a esferoplastos.

Valores de AG ki/mol
Estabilidad Tok1 Cysl Cys2 Cys3 Cysd Cys5 Cysb
Energia 144359 | 2516.54 293892 2228328 1353.83 224082 138136
Estabilidad Cys? Cys8 Cys3 Cys10 Cysll Cysl12 Cys13
Energia 1272.29 1122189, 2887.19 |, 223346 1217046 || 1154.08 1212
TOXIN BINDING
D (Intact Cells)
TOXIN BINDING
Involved in (Intact Colls and
FUNCTIONAL IMMUNITY Spheroplasts)
;i |
85 107 248 32
*92 [ *239 |
| |
uH;*I Pre | Pro | a | ¥ d | p {»mﬂﬂ

(Gier 2019; Breinig 2002, Ahmed «t al. 1999; Saldaiia et al. 2002}

Figura 2. Andlisis de seleccion de cisteinas. A se muestra el mapa topogrdfico con las 13 cisteinas

y los primers para la construccion TOK1A y TOK1B. En B, la representacion del sitio de “corte”

para la adquisicion de TOK1A (6 cruces transmembrana y 1 region de poro) y TOK1B (dos cruces

transmembrana y 1 region de poro), asi como las cisteinas presentes en ambos segmentos. Cy D,
muestran los criterios de seleccion para la mutagénesis de cisteinas.
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D. .o
ISCUSION

Hasta el momento con base a la literatura y
en cuanto a la experimentacién por medio de
mutagénesis dirigida, podemos inferir que el
canal de potasio en su conformacion tetramé-
rica, presente en las construcciones TOK1A y
TOK1B, contienen un diferente numero de cis-
teinas en su estructura, para el caso de TOK1A
hay cerca de 8 cisteinas en su conformacion y
para el caso de TOK1B, hay alrededor de 5 cis-
teinas. Nuestros resultados experimentales,
podran mostrar si la separacidn de las cisteinas
produce un cambio en la sensibilidad a la toxi-
na K1, poniendo de manifiesto cual es el papel
de cada una de ellas en el efecto Killer. Con re-
specto a los analisis bioinformaticos realizados,
hasta el momento no ha sido publicado ningln
modelaje de este tipo con el cual poder com-
parar los resultados obtenidos. Sin embargo,
es importante mencionar que el modelaje es el
acercamiento mas probable para la interaccién
de TOK1 y K1, debido a que ninguna de las dos
proteinas cuenta con una estructura cristalogra-
fica.Por lo tanto, la minimizacidon de estructu-
ra con proteinas homologas (como el caso de
TWIK1 y TREK1 ambas proteinas caracterizadas
como canales de potasio con dos dominios de
poro en tandem), permitiran realizar por prim-
era vez, un probable mecanismo de interaccion
que explique el fenédmeno Killer, asi como el
mecanismo por el cual K1 puede ser tan efici-
ente al interactuar con microorganismo procar-

iotas.
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Conclusiones

Los andlisis in silico, permiten obtener modelos
por minimizacién de estructura del canal TOK1,
asi como de las versiones construidas previa-
mente denominadas como TOK1A y TOK1B
(SaldafiaC 2002). Los modelos tedricos permi-
ten estudiar la potencial interaccién entre K1
y TOK1, asi como de sus variantes para deter-
minar, cual es el papel de las cisteinas en cada
uno de sus dominios de poro y su efecto en
la interaccion con K1. Por el momento, se es-
tan realizando las pruebas microbiolégicas de
sensibilidad a la toxina K1, en las variantes de
TOK1, TOK1A y TOK1B.Se genera la perspectiva
de poder realizar estudios electrofisiolégicos
para realizar determinaciones cuantitativas de
la actividad eléctrica producida por la K1y aso-

ciarlo al fendmeno Killer.
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Introduccion

El exceso de peso es uno de los principales fac-
tores asociado al desarrollo de enfermedad
cardiovascular, hipertension, diabetes mellitus,
infertilidad y cancer, las cuales representanla
mayor carga de salud en los paises industriali-
zados y son unproblema que crece con rapidez

en los paises subdesarrollados.

Segun datos del INEGI 2018 en México
las defunciones causadas por enfermedades
del corazdn han ocupado el primer lugar entre
las principales causas durante varios afios, en-
tre ellas, destacan las enfermedades isquémicas
del corazén que presentan una alta incidencia
entre la poblacién que fallece a partir de los 45
afios (149 368 casos).

Siendo prevenibles las enfermedades
cardiovasculares de mayor incidencia se debe
diagnosticar a la poblacién quetenga factores
de riesgo como estilos de vida poco saludables
qgue incluyen mala alimentacién, elevado con-
sumo de bebidasalcohdlicas, bebidas azucara-
das, fumar, e inactividad fisica y tomando me-
didas de accion para referirlos a profesionales
como nutriélogo, medico, psicdlogo o fisiotera-
peuta que puedan apoyar en reducir esta pro-
blematica.

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricidon
en 2018 reporté que el porcentaje de hombres
adultosde 20 aifos y mas con sobrepeso y obe-
sidad es de 73% (42.5 % sobrepeso y 30.5%
obesidad) en comparacion con el afio 2012 en
el que este grupo poblacional tenia una preva-
lencia total de 69.4% (42.6% sobrepesoy 26.8%

en obesidad) siendo el diagnéstico de obesidad
el que aumenta 3.7 puntos porcentuales, dejan-
do claro que se necesita realizar acciones opor-
tunas para disminuir estas cifras que afio con

afo han ido en aumento.

Se entiende como factor de riesgo a cual-
quier rasgo, caracteristica o exposicidon de un in-
dividuo que aumente su probabilidad de sufrir
una enfermedad o lesién, misma definicién que
es valida para los factores de riesgo cardiovascu-
lar que histéricamente se han dividido en modi-
ficables y no modificables. (Zannad et al 2008).

Uno de los principales factores de riesgo car-
diovascular es el sobrepeso y la obesidad debido
a las alteraciones metabdlicas que implican, prin-
cipalmente el metabolismo lipidico. Un balance
energético positivo y un descenso en la actividad
fisica son las principales causas para un aumento
de pesoy grasa corporal. La alimentacion actual se
compone en su mayoria de productos industria-
lizados y alimentos con alta densidad energética
por lo que la epidemia de la obesidad ha ido en
aumento aio con afio. La poblacién masculina no
es la excepcién ya que las comidas fuera de casa 'y
los excesos de bebidas azucaradas y/o alcohdlicas
predisponen a este grupo a problemas relaciona-

dos con el peso.

Segun la encuesta mas reciente de nutri-
cién, la prevalencia de obesidad abdominal en
adultos de20 o mas afios de edad es de 76.6%.
Al categorizar por sexo, la prevalencia de obesi-
dad abdominalen hombres es de 65.4% es de-
cir mas de la mitad de la poblacién de varones
tiene acumulacién excesiva de grasa abdomi-
nal. (ENSANUT 2018).

197



Actualmente existe un interés creciente
por encontrar métodos sencillos para categori-
zar la masagrasa y sus cambios, ya que los indi-
ces generalmente usados como marcadores de
exceso de grasacorporal estdn sujetos a limita-

ciones. (Gémez Campos, R et al 2018)

En un estudio realizado en el Noroeste
de México en el que el objetivo era validar la
formula de Masa Grasa Relativa (MGR) en esta
poblacién mexicana los hallazgos fueron que,
en comparacioncon el IMC, la MGR fue un me-
jor predictor de porcentaje de grasa corporal
% determinado por cada uno de los métodos
de composicion corporal. (Guzman-Ledn et al,
2019).

La circunferencia de cintura es considera-
da otro indicador para detectar posibles riesgos
de salud relacionados con la acumulacién de
grasa. Cuando una persona presenta obesidad
abdominal, lamayor parte de su grasa corporal
se encuentra en la cintura, por lo tanto, tiene
mayor riesgo de sufrir enfermedades crénicas
no transmisibles como son la Diabetes Mellitus
tipo 2, Hipertensidn, ataques cardiacos, entre
otros. (Seo DC, 2017).

Uno de los principales factores al cual se
atribuyen las causas de sobrepeso y de obesi-
dad se ha debido al aumento en el consumo
de alimentos hiperenergéticos, ricos en grasas,
sal y azlcar y bajos en vitaminas, minerales y
fibra; asi como el descenso en la actividad fisi-
ca originado por losmodelos de urbanizacién y
sedentarismo de la poblacién (Shama Levy et al,
2015). Es por ello quela realizacién del presente

estudio es de importancia para evaluar el IMC,
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ICC, MGR y PGC como factores de riesgo cardio-
metabdlico asociado a bajo consumo de fibra,
elevado consumo de grasasaturada, sodio, co-

lesterol y azucares simples

Metodos

El disefo del estudio es retrospectivo descripti-
vo. En donde se evaluaron los expedientes clini-
cospertenecientes a hombres entre 19-50 afios
con sobrepeso u obesidad que hayan asistido a
la consulta nutricional en la Clinica Universita-
ria de Nutricion “Dr. Carlos Alcocer Cuardn” en
el periodo el 2014 a diciembre 2019.

Debido a que no se cuentan con estu-
dios previos sobre los cuales basar el calculo de
muestra, seoptd por realizar un muestreo por
conveniencia en el que se contemplan la to-
talidad de los pacientes que cumplian con los
criterios de inclusion en los expedientes del Cli-

nica Universitaria (n=178).

Chriterios de inclusion

e Expedientes completos registrados del afio
2014 al 2019.

e Expedientes de pacientes varones con
edades entre 19 y 50 afios.

e Expedientes de pacientes con IMC >24.5
considerado limitrofe.

Criterios de exclusion
e Pacientes en normopeso.

e (Criterios de eliminacion

e Expedientes con informacion incompleta.



Se revisaron los expedientes fisicos de to-
dos los pacientes ambos sexos que acudieron a
consultadel 2014-2019 (Total :663 expedientes
ambos sexos) posteriormente se seleccionaron
los pacientes varones (Total: 218 expedientes
de varones) y de este subconjunto se seleccio-
naron aquellos en donde los pacientes cum-

plieran con los criterios de inclusion.

La informacién de los expedientes clini-
cos, mediciones antropométricas y encuestas
dietéticas fueron recabadas por nutriélogos
estandarizados y nutridlogos estudiantes de
maestria quienes realizaron la consulta de nu-
tricién durante el tiempo de intervencién que
se consideran en esta investigacion, lo cual dis-

minuye el sesgo en la informacidn.

Resultados y discusion

Se recolectaron las variables INDICAR
QUE VARIABLES SE RECOLECTARON para la
creacion de la base de datos. fueron las pasan-
tes de servicio social de la licenciatura en nutri-
cién y las investigadoras previamente capacita-
das para lograr reducir el sesgo de los datos de
la historia clinica. Los recordatorios de 24 horas
fueron analizados mediante la aplicacién Nu-
trein; herramienta informdtica que tiene como
referencia el Sistema Mexicano de Alimentos

Equivalentes.

Se realizé una base de datos en el progra-
ma de Excel para posteriormente analizar los
datos en el programa estadistico SPSS PASW
Statistics 18.0.

Cuadrol: Caracteristicas antropométricas de 178 pacientes de la
clinica de nutricién “Dr. CarlosAlcocer Cuaron”.

N=178 Media De

Edad 30.1 £ 9.5
Talla 172.0 +6.5

Peso (kg) 90.0 +15.7
Circunferencia de cintura (cm) 101.3 +12.7
Cadera (cm) 115.5 +104.6
Indice cintura/cadera 0.9 +0.1

Grasa corporal (%) 26.5 t5.8
Formula masa grasa relativa (%) 29.1 + 5.4
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Cuadro 2: Caracteristicas de consumo dietético de 178 pacientes de la
clinica de nutricion “Dr.Carlos Alcocer Cuardén’.

N=178 Media De
Kilocalorias totales 2121.5 +546.2
Grasas (g) 76.9 +27.6
Grasas saturadas (g) 4.0 +3.7
Grasas monoiinsaturadas (g) 12.4 +8.0
Grasas poliinsaturadas (g) 5.5 +3.6
Proteinas totales (g) 96.6 +27.6
Hidratos de carbono (g) 265.4 +81.7
Azlcares (g) 59.5 +43.3
Fibra (g) 19.3 9.8
Vita (ug) 693.2 +1213.7
Vitc (mg) 101.5 +115.9
Vith9 (mg) 189.3 +148.8
Carga glicémica 185.6 +227.6
Colesterol (mg) 317.5 +232.4
Potasio (mg) 982.0 +690.3
Sodio (mg) 1829.0 +1418.8
Calcio (mg) 964.6 +468.6
Selenio (mg) 53.8 +40.5
Indice glicémico 686.2 +353.7
Carga glicémica 185.6 +227.6

De acuerdo a los resultados obtenidos
de los andlisis estadisticos del total de datos, la
edad promedio obtenida en la poblacion fue de
30.1+9.5 afos de edad, el indice de Masa corpo-
ral promedio es de 30.3+ 4.4 y la circunferencia de
cinturade 101.3+12.7.

El 53.9% de la poblacién fueron jévenes de
19 a 39 afios lo cual llama aun mas la atencion los
resultados obtenidos por que el hecho de tener
factores de riesgo cardiovascular a edad tempra-
nas aumenta la probabilidad de tener enfermeda-
des cardiovasculares.

En cuanto a los antecedentes heredofami-

liares que se encontraban presenten en mas de
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la mitad de la poblacién destacan Diabetes tipo 2
e Hipertension arterial 77.5% y 56.2% respectiva-
mente.

Los antecedentes personales patoldgicos
gue destacan hipertension, dislipidemia y enfer-
medades gastrointestinales 11.8%, 11.8%y 23.6%

respectivamente.

Los datos de consumo dietéticos nos mues-
tran que los azucares simples exceden en un 200%
lo recomendado para la poblacién adulta (<6 cu-
charaditas al dia) siendo la media de 59.5+ 43.3
gramos lo cual equivale a 12 cucharaditas de azu-
car por dia. La principal fuente de este macronu-

trimento es debido al alto consumo de bebidas



azucaradas lo cual concuerda con un estudio rea-
lizado en México en el que el sexo masculino fue
mas propenso a consumir elevadas cantidades ca-
|6ricas provenientes de bebidas gaseosas (Velaz-
quez Sdnchez JA., 2020).

El consumo de fibra promedio de la pobla-
cion es de 19.3+ 9.8 g siendo lo recomendado en-
tre 30- 35 g este nutrimento no cumple con la in-
gesta minima por lo cual el efecto cardioprotector

gue ejerce seria escaso o nulo.

Por otra parte, el sodio el cual es un mi-
cronutrimento que en exceso esta altamente re-
lacionado a enfermedades cardiometabdlicas se
consumid en promedio 1829+148.8 mg al dia, la
ingesta diaria recomendada es de <2000 mg de

sodio al dia.

Conclusion

Se encontré que la poblacién estudiada
tiene una alimentacion escasa en nutrientes car-
dioprotectores y por el contrario un elevado con-
sumo de nutrientes asociados a enfermedades
cardiovasculares como infarto al miocardio e hi-

pertension.

Los parametros antropométricos principal-
mente circunferencia de cintura media deben de
tomarse en cuenta para la evaluacién correcta de
la poblacion y de esta manera prevenir posibles

riesgos asociados a grasa visceral.

La masa grasa relativa es una férmula que
para hombres RFM = 64 — (20 x altura m/Circun-
ferencia de cintura cm tiene gran importancia de-
bido a la estimaciéon que hace de la grasa corporal
total, siendo una opcidn util para cuando no se

cuenta con una herramienta de bioimpedancia.
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Introduccion

La regeneracién corporal es una respuesta bas-
tante comun enlos animales luego de sufrir una
lesién traumatica o presentarautotomia (Bely
& Nyberg, 2010). Entre los anélidos existe una
gran variabilidad en cuanto al potencial rege-
nerativo: algunas especies no son capaces de
regenerar, otras pueden regenerar solamente
la regidn posterior vy, otras tantas, tienen la ca-
pacidad de regenerar ambas regiones (Ozpolat
& Bely, 2016;Zattara & Bely, 2016). De manera
similar, la mayoria de los anélidos restituyen
las partes corporales perdidas por medio de un
proceso conocido como epimorfosis, el cual im-
plica la formacién de un blastema compuesto
por células no diferenciadas y la subsecuente
diferenciacion de esta estructura (Bely, 2014).
Sin embargo, en algunas especies, la regenera-
cion epimorfica estd acompafiada de otro pro-
ceso conocido como morfalaxis, en el cual los
tejidos no perdidos sufren cambios arquitecto-
nicos que les dan nuevas identidades para resti-
tuir los tejidos perdidos (Ozpolat & Bely,2016).
No obstante, sin importar qué regién corporal
deba serrestituida o de qué manera se lleve a
cabo esta restitucion, la regeneracion depende
ampliamente de la activacidn transcripcional
de genes que regulan este proceso (Ozpolat &
Bely, 2016).

¢Qué genes y mecanismos moleculares
estan implicados en la regeneracién de los ané-
lidos? En las ultimas dos décadas se han de-
terminado los patrones de expresion de varios
genes que se consideraron candidatos debido a

gue su expresion se encontrd asociada previa-

mente a la regeneracion en otros grupos taxo-
noémicos (e.g., de Jong & Seaver, 2016; Kozin &
Kostyuchenko,2015; Tadokoro et al., 2006). Este
tipo de trabajos han permitido corroborar la
existencia de redesde regulacién génica comu-
nes para los anélidos y otros grupos animales,
pero tienen la debilidadde ser poco eficientes
para reconocer genes y redes Unicos para los
anélidos o para identificar grandes grupos de
genes que participan en conjunto durante la
regeneracion. En cambio, solo Myohara et al.
(2006) y Ribeiro et al. (2019) han llevado a cabo
analisis de perfiles de expresién de alto rendi-
miento con los que han identificado grandes
cantidades de genes diferencialmente expre-
sados durante este proceso. De esta manera,
resulta importante llevar a cabo mas estudios
transcriptémicos en los que se analicen los per-
files de expresion génica en otras especies de
anélidos, para asi determinar si existe un pro-
grama genético comun en los anélidos y com-

pararlocon los de otros grupos.

En este trabajo se analizo el perfil trans-
cripcional durante la regeneraciéon de Lumbri-
culus variegatus (Clitellata: Lumbriculida), una
especie de lombriz dulceacuicola capaz de re-
generar las regiones anterior y posterior del
cuerpo. Este andlisis se basé en la identifica-
ciéon de genes diferencialmente expresados du-
rante las primeras 72 horas post amputacion.
Asimismo, se generd el primer transcriptoma
anotado para esta especie, el cual incluye ge-
nes provenientes detejidos regenerantes. Este
trabajo se encuentra actualmente publicado
(Tellez-Garcia et al., 2021).
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Metodos

El protocolo de investigacidn de este trabajo
fue aprobado por el Comité de Bioética de la Fa-
cultad de Ciencias Naturales (54FCN2018). Las
lombrices con las cuales se llevaron a cabo los
experimentos fueron adquiridas por medio de
un proveedor comercial (Aquarem) y se mantu-
vieron dentro del laboratorio en contenedores
de pldstico con agua purificada, alimentadndose

con espirulina en polvo.

Se establecieron dos grupos experimen-
tales: un grupo regenerante (GR) y un grupo no
regenerante (GN). Las lombrices del GR fueron
cortadas aproximadamente por la mitad del
cuerpo y se mantuvieron a 20 2C en tres perio-
dos de regeneracion (PR; 24 h, 48 hy 72 h). Las
lombrices del GN fueron tratadas igual que las
lombrices del GR pero no fueron cortadas. Des-
puésde terminados los PR, las lombrices fueron
colectadas y se les extrajo el ARN total para su
secuenciacion. Las muestras de ARN se envia-
ron a la Unidad Universitaria de Secuenciacion
Masiva y Bioinformatica, UNAM, para su se-
cuenciacién. Las librerias se prepararon con el
protocolo lllumina TruSeq Stranded mRNA y se
secuenciaron con la plataforma Illlumina Next-
Seq500.

Las lecturas provenientes de la secuen-
ciacion fueron verificadas en cuanto a su ca-
lidad y limpiadas, para después llevar a cabo
un ensamblaje con ellas utilizando el progra-
ma Trinity (Haaset al., 2013). El transcriptoma
ensamblado fue evaluado con BUSCO (Simdo
et al., 2015) para examinar su grado de frag-

mentacién, comparando el transcriptoma con

204

una base de datos de ortélogos de metazoos.
El transcriptoma fue anotado funcionalmente
con Trinotate (Bryant et al., 2017). Se identifica-
ron las secuencias codificantes y las secuencias
peptidicas de las proteinaspredichas; se le asig-
no una identidad con anotaciones ontolégicas a
ambas secuencias por mediode alineamientos
con la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot; y
se predijo la presencia de dominios proteicos,
péptidos sefial y regiones transmembranales.
Asimismo, se identificé la presencia de ARNs
no codificantes con RNAsamba (Camargo et al.,
2020) y se buscé la presenciade ARNs largos
no codificantes por medio de alineamientos
con una base de datos generada en NONCODE

(www.noncode.org).

La cuantificacién de los transcritos se lle-
v6 a cabo con kallisto (Bray et al., 2016), uti-
lizando el transcriptoma ensamblado como
referencia para el pseudoalineamiento de las
lecturas. Con los datos de la cuantificacion, se
llevd a cabo un analisis de expresién diferencial
a nivel de transcritoscon sleuth (Pimentel et al.,
2017).

Finalmente se llevd a cabo un analisis de
enriquecimiento de ontologias genéticas de la
regeneracion a partir de los transcritos diferen-
cialmente expresados. Con ClueGO (Bindea et
al., 2009) se buscaron las categorias ontolégi-
cas y vias de sefializacion enriquecidas en la

regeneracion.



Resultados y Discusion

Se generd un transcriptoma con 138,008 ge-
nes, 164,769 transcritos y 65,692 proteinas
predichas. 40,037 proteinas predichas fueron
identificadas en la base de datos UniProtKB/
Swiss-Prot y 36,494 tuvieron anotaciones de
ontologias genéticas. De acuerdo con los resul-
tados de BUSCO, 97.7% de los genes ortdlogos
gue se espera estén en los metazoos estan pre-
sentes en el transcriptoma y el 83% estan com-
pletos. Estos porcentajes son muy similares la
obtenidos en otros transcriptomas de anélidos
(e.g., Ponz-Sagrelles et al., 2018; Ribeiro et al.,
2019), lo cual indica que la mayoria de los ge-
nes del transcriptoma estan relativamente bien
representados. En el analisis de RNAsamba se
identificaron 44,097 potenciales RNAs largos
no codificantes. De estos,el 88.72% correspon-
did a transcritos en los que no se identificaron
secuencias codificantes y 83 tuvieron alinea-
mientos significativos con la base de datos de
NONCODE.

En el analisis de expresidn diferencial se
identificaron 136 transcritos diferencialmen-
te expresados, 25 de ellos estuvieron subex-
presados y 111 estuvieron sobreexpresados.
13 transcritos clasificados como ARNs largos
no codificantes estuvieron sobreexpresados.
Entre los transcritos diferencialmente expre-
sados, se encontraron tres cuyos genes codi-
ficantes se ha observado participan en la rege-
neracidon y mantenimiento de células troncales
en otros animales:BMI-1 (Fukuda et al., 2012;
Lopez-Arribillaga et al., 2015), Hsp60 (Li et al.,
2014; Pei et al., 2016) y vdr (de la Fuente et al.,

2015; Han et al., 2019; Srikuea et al., 2012). Por
otro lado, se identificaronotros tres transcritos
sobreexpresados cuya sobreexpresién también
se ha reportado en la regeneracién de otros
anélidos: BHMT, AIRC o paics y fbl (Myohara et
al., 2006; Ribeiro et al., 2019).

El andlisis de enriquecimiento de ontolo-
gias genéticas mostré que el metabolismo de
aminodcidos, compuestos glicosilados, glucosa,
ARN y hormonas estuvieron enriquecidos du-
rante las primeras 72 h. Myohara et al. (2006)
han mostrado que durante la regeneracién de
Enchytraeus japonensis varias enzimas rela-
cionadas con el metabolismo de carbohidra-
tos se encuentran diferencialmente expresa-
das. En este sentido, un estudio metabolémico
es oportunopara comprender el papel de estas

enzimas en la regeneracién de los anélidos.

Conclusiones

Con el presente trabajo se pone a disposicion
el primer transcriptoma anotado de la rege-
neracion de L. variegatus, el cual se suma al
de otros anélidos para llevar a cabo estudios
comparativos eneste y otros temas. Mediante
el analisis de expresion diferencial se encon-
traron algunos genes, ahora candidatos de la
regeneracion, cuya participacion en este pro-
ceso requiere mayor investigacion desde un
punto de vista mecanistico: bmilb, Hsp60A vy
vdr. Asimismo, se identificaron tres genes cuya
expresion diferencial se habia reportado ante-
riormente en andlisis transcriptdmicos de otros

anélidos. Finalmente, los resultados del analisis
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de ontologias genéticasabren preguntas acerca
del papel que juega el metabolismo de aminoa-
cidos en la regeneracién de especies como L.

variegatus y E. japonensis.
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Introduccion

En México, la prevalencia de diabetes reporta-
da ha ido en incremento en la ultima década.
En 2016 fue de 9.4% y en 2018 fue de 10.3%
(Shamah-Levy T & Santaella-Castell JA, 2020) y
se estima que el 46% de personas en México
con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) no han sido
diagnosticadas (International Diabetes Fede-
ration, 2017). Como parte del tratamiento de
la diabetes estan el uso de hipoglucemiantes
orales, pero desafortunadamente la mayoria
tienen efectos adversos que disminuyen la ad-
herencia al tratamiento y, como consecuencia,
no se logra el control dptimo de la enfermedad
(Gonzalez-Clemente, 2014). Las unidades de
primer nivel de atencién en México reportan
que solo el 19% de los pacientes con diabe-
tes mellitus tipo 2 (DM2) tiene un adecuado
controlmedido por medio de la hemoglobina
glucosilada (HbA1c) (Masse, 2017). De aqui la
necesidad de encontrar tratamientos coadyu-

vantes sin efectos adversos para la DM2.

El estudio de los fitoquimicos en las ul-
timas décadas ha sido de gran interés por los
beneficios asociados a la salud humana.Uno de
estos compuestos es el resveratrol, el cual es
un polifenol natural que se encuentra en ali-
mentos como arandanos, moras, cacahuates,
grosella, siendo el vino tinto donde se encuen-
tra su mayor concentracién. El resveratrol se ha
estudiado por su posible funcién como potente
antiinflamatorio (Koushki et al., 2018) y su posi-
ble efecto benéfico en marcadores glucémicos

en personas con DM2 (Asgary et al., 2019).

Diversos estudios en humanos han eva-
luado el efecto del resveratrol sobre los mar-
cadores glucémicos y de inflamacién. En Hun-
gria evaluaron el efecto del resveratrol (10 mg/
dia por 4 semanas) en 19 hombres con DM2,
y observaron que el resveratrol disminuyd la
resistencia a la insulina evaluado por HOMA-IR
(Brasnyo6 et al., 2011). La evaluacion del efecto
de resveratrol con una dosis de 1000 mg/dia
por 45 dias, redujo significativamente la glu-
cemia en ayunas, HbAlc, insulina y HOMA-IR,
ademds de aumentar significativamente HDL
(Movahed et al., 2013). Las dosis utilizadas son
muy diferentes. Por ejemplo, en un estudio con
una de las dosis mas altas utilizadas (3000 mg/
dia por 3 meses), no se encontraron diferencias
significativas en marcadoresglucémicos (Goh et
al., 2014).

En contraste, uno de los estudios que eva-
lué el efecto del resveratrol sobre los marcado-
res de inflamacién en 75 pacientes (con riesgo
a enfermedad cardiovascular) usando una do-
sis de 8 mg/dia por un semestre y 16 mg/dia
durante el segundo semestre, observaron au-
mento significativo para IL-10 (Tomé-Carneiro
et al., 2012). Otro estudio llevado a cabo por
Hadi y cols. evaluaron el efecto del resveratrol
(800 mg/dia durante 2 meses) en personas con
DM2, sus resultados no observaron diferencias
en IL-6 pero si disminucidn en glucosa y presion
arterial (Khodabandehloo et al., 2018).

El resveratrol puede tener efectos bené-
ficos en personas con DM2, pero los resultados
son controversiales respecto a dosis, poblacion,
y tiempo de tratamiento. Por lo tanto, el objeti-

vo delpresente estudio es evaluar el efecto de la
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suplementacién con 900 mg/dia de resveratrol
en losmarcadores glucémicos y de inflamacion

en personas con DM2 del estado de Querétaro.

Metodologia

Sujetos

En el estudio participaron pacientes con DM2
diagnosticada de entre 30 y 70 afios de edad,
de ambos sexos, con o sin comorbilidades y con
tratamiento hipoglucemiante oral (biguanidas,
inhibidores de DPP4, sulfonilureas, inhibidores
de SGLT2 e inhibidores de a-glucosidasa). Se
consideraron criterios de exclusion si los pa-
cientes tenian diabetes tipo 1, mujeres emba-
razadas y madres lactantes, asi como pacientes
gue recibieron insulina exdgena como parte de
su tratamiento. También se excluyeron a los par-
ticipantes con sospecha de pérdidade funcién
de células beta y si consumieron suplementos
(vitaminas, minerales, antioxidantes) en los ul-
timos 3 meses, pacientes con falla renal y con
falla hepatica significativa. Durante el estudio,
se pidi6 al paciente que no consumiera ningun
tipo de suplemento con antioxidantes, que no
modificara su alimentacion ni actividad fisica, y
gue no consumiera alcohol, en particular, vino
tinto. El protocolo fue aprobado por el Comi-
té de Bioética de la Universidad Auténoma de
Querétaro (48FCN2018).
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Diseno experimental

El presente estudio es un ensayo clinico, alea-
torizado, triple ciego, controlado con placebo.
Una vez firmado el consentimiento informado,
los pacientes fueron asignados al azar a uno de
dos grupos: 1. Grupo de intervencion: 3 dosis
de 300 mg de resveratrol(900 mg/dia) 2. Grupo
control: placebo. Debido a que el estudio es tri-
ple ciego, se presentan los datos como RVTO1
y RVT02, sin saber aun cual es el grupo que re-
cibio el resveratrol y cual el placebo. El estudio
tuvo una duracion de 3 meses. El placebo y el
resveratrol se tomaron tres veces al dia, entre
30 min antes y 2 h después de sus alimentos en
conjunto con su tratamiento hipoglucemiante
de acuerdo a las indicaciones de su médico. Se
dio seguimiento mensual a los participantes
para entregar el tratamiento, se registré el ape-
go el cual se verificoé con la recoleccion de los

frascos y contabilizando las cdpsulas sobrantes.

Al principio del estudio, se llevd a cabo
una evaluacion clinica para conocer los ante-
cedentes heredofamiliares y los antecedentes
personales patoldgicos del participante. Se rea-
lizé una exploracion fisica y se midieron signos
vitales como frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, temperatura, presién arterial sis-
télica y diastdlica. En la linea basal y a los 3 me-
ses, a los participantes se les tomaron medidas
antropométricas y de composicidon corporal y
se tomd unamuestra de sangre en ayunas para
la medicion de marcadores glucémicos y de in-

flamacion.



Metodologia

En la evaluacion antropométrica se midié la
altura con un estadiometro (SECA 700)y cir-
cunferencia de cintura y cadera con una cinta
métrica (SECA 201). Para el peso y la compo-
sicion corporal (contenido de grasa corporal)
se usé una TANITA de 8 electrodos (modelo BC
— 418). Las mediciones antropométricas se re-
alizaron mediante las técnicas establecidas por
la OMS (OMS, 1995). En sangre, se determind
la HbAlc por medio de inmuno-fluorescencia
con el equipo i-chroma Il — KontroLab y los pun-
tos de corte para evaluar el control de la diabe-
tes fueron: buen control <7%, regular control
7.1-8%, mal control >8% (IDF, 2017). Para de-
terminar las concentraciones de insulina, CRP,
IL-6, TNF-a e IL-10 se utilizaron kits comerciales
de ELISA dealta sensibilidad, los cuales fueron
analizados por medio de un fotometro de mi-
croplacas Multiskan Ascent (Thermo Electron
Corporationn, Ma, EUA). La concentracion de
glucosa, se midié con un equipo para quimica
clinica (Spin 120, Spinreact). Con la determi-
nacion de glucosa e insulina se calculé el indice
HOMA-IR para evaluar la resistencia a la insu-
lina (glucosa (mg/dL) xinsulina/ uU/mL)/405)
(Matthews et al., 1985) y se consideré como
punto de corte 2.29 (Radikovaet al., 2006).

Analisis estadistico

Se realizd un andlisis descriptivo de los datos.
Se realizd una t- student para comparar los va-
lores basales entre grupos. Para comparar los
cambios de cada grupo, se aplicd una prueba

t-student pareada y para la comparacion del

cambio entre los grupos se analizé6 por medio
de un ANOVA. Se considerd un intervalo de
confianza del 95% y un valor de p < 0.05. Los
analisis se llevaron a cabo con el paquete esta-
distico SPSS version 18.

Resultados y discusion

De los 29 posibles participantes, 4 no aceptaron
participar y 1 no cumplid los criterios de inclu-
sién.Por lo tanto, 24 pacientes fueron aleatori-
zados, 11 para el grupo RVT01 y 13 para el gru-
po RVT02.De estos pacientes, terminaron solo
19,10 en el grupo RVTO1y 9 en el grupo RVTO2.

Se encontré que la prevalencia de sobre-
peso y obesidad de los participantes fue alta
(60% de sobrepeso y 40% de obesidad para el
grupo RVT01, y 22.2% de sobrepeso y 66.6% de
obesidad para RVT02). Tanto en el grupo RVT01
como RVTO2 tuvieron un elevado porcentaje
de grasa (90% y 88.9%, respectivamente). El
40% de los participantes del grupo RVTO1 y
el 44.4% del grupo RVTO2 presentaron hiper-
tension estadio 1. Por otro lado, el 50% de los
pacientes del grupo RVTO1tuvieron hipertrigli-
ceridemia y 77% en el grupo RVT02. Ademas,
se detectd una concentracién baja de HDL en
ambos grupos (100% grupo RVTO1 y 88.9% en
RVT02). El 20% de los participantes del grupo
RVTO1 y 44.4% de los participantes del grupo
RVTO2 tienen resistencia a la insulina. Enel gru-
po RVTO1, el 10% presentd un control regular
de la diabetes y 40% presenté un mal control,
mientras que para el grupo RVT02, el 11.11%

tuvo un regular control y 11.11% mal control.
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Ambos grupos comenzaron con caracte-
risticas similares al inicio del estudio. En cuanto
al efectodel resveratrol sobre los marcadores
glucémicos, hubo una disminucién significativa
en insulina en el grupo RVT02 (-5.80 uU/mL, IC
95%: -12.79, 1.20 uU/mL), comparado con el
grupo RVTO1 (1.38 uU/mL, IC 95%: -0.38, 3.14
uU/mL) (p<0.05). De igual forma, la resistencia
a la insulina (HOMA-IR) disminuyd significa-
tivamente en el grupo RVT02 (-1.98, IC 95%:
-4.38, 0.42) encomparacién con el grupo RVT01
(0.92, IC 95%: -0.43, 2.27) (p<0.05). Suponien-
do que RVTO2 es el grupo recibiendo el resve-
ratrol, los resultados son comparables con los
encontrados en estudios con una dosis similar
(1000 mg/dia). Por ejemplo, Movahed vy cols.
(2013), encontraron en pacientes con DM2 una
disminucién en la concentracidn de insulina y
HOMA-IR, ademas de glucosa y HbAlc. En un
estudio reciente, 71 pacientes con DM2 toma-
ron 1000 mg/dia de resveratrol por 2 meses y
al final, la concentracién de insulina disminuyé
significativamente, perono HOMA-IR, como lo
encontrado en el presente estudio (Abdollahi
et al., 2019).

De los marcadores de inflamacidn, se ob-
servé Unicamente un cambio en la concentra-
cién de IL- 10 en el grupo RVTO02 (1.41 pg/mL;
IC 95%: 0.54, 2.28 pg/mL), pero no hubo dife-
rencias significativas con el grupo RVTO1 (-0.07
pg/mL; IC 95%: -1.45, 1.31 pg/mL) (p>0.05). En
contraste, Carneiro y cols. (2012) encontraron
que el grupo que recibid el resveratrol aumen-
to significativamente su concentracién de IL-10

comparado con el grupo control.
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Conclusiones

Suponiendo que los resultados observados en
el grupo RVT02 se deben al resveratrol, es po-
sible que su consumo tenga un efecto benéfico
en la concentracion de insulina y resistencia a la

insulinaen pacientes con diabetes.
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Introduccion

El sobrepeso y la obesidad es un trastorno que
se presenta con mayor prevalencia en paises
con medianos y bajos ingresos, principalmen-
te en entornos urbanos, cuyas causas yacen en
distintos factores ambientales, sociales, cultu-
rales y personales (OMS, 2020). De acuerdo
con un informe elaborado por la Organizaciéon
para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico
(OCDE) México ocupa el tercer lugar, seguido
de Chile y Estados Unidos, sin embargo, en el
porcentaje de mujeres México ocupa el primer
lugar (OCDE, 2019). En México de acuerdo a
con datos reportados por la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricién (ENSANUT) del 2018, Ila
prevalencia combinada de sobrepeso y obesi-
dad fue de 35.6 % y para la poblacién infantil
de 5 a 11 afios la prevalencia fuede 35.6% en
el 2018 (ENSANUT, 2018). México mostrd una
mayor prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad en localidades urbanas fue de 37.9 %
en comparacion con el 29.7% de la prevalencia
reportada con las localidades rurales en el2018
(ENSANUT, 2018). El riesgo de padecer enferme-
dades notransmisibles crece con el aumento de
la acumulacién degrasa. Actualmente la princi-
pal causa de muerte en adultos enMéxico es la
enfermedad del corazén, seguida de diabetes
mellitus y en tercer lugar los tumores malignos
(INEGI, 2018), estas enfermedades tienen una
importante asociacidon con el sobrepeso y la
obesidad.

Para reducir la prevalencia de obesidad,

organizaciones internacionales y nacionales

han puesto en marcha, programas y estrategias
para contrarrestar estas cifras. Instituciones como
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el Ins-
tituto Mexicano de Seguro Social (IMSS),el Institu-
to de Seguridad y Servicios Sociales de los Traba-
jadores del Estado (ISSSTE), proponen la adopcién
de estilos saludables de vida, con enfoques en la
adopcidn habitos que incluyan la adopcidn de acti-
vidad fisica y el consumo de alimentos saludables,
como objetivos principales para prevenir y tratar
el sobrepeso y la obesidad (OMS, 2020; OMS,
2014; OMS, 2016; Secretaria de Salud, 2012; SE-
GOB, 2014; Secretaria de salud , 2010; Secretaria
de salud, 2013)

Los habitos son costumbres que se ad-
quieren por la repeticién de acciones consecu-
tivas y rutinarias, también se definen como el
conjunto de costumbres que una persona tiene
para alimentarse, se adquieren y aprenden por
medio de la convivencia con las personas en es-
pecial con su nucleo familiar y del ambiente en
donde se desarrollen (Blandon, 1983).Para lo-
grar la adopcién de los habitos alimentarios sa-
ludables, es necesario lograr un cambio de los
habitos alimentarios no saludables a través de
la educacién; la educacidn es un proceso que
no solo proporciona informacién y herramien-
tas, también fomenta la motivacion, el creci-

miento y el cambio (Contento, 2016).

Una de las teorias mas conocidas y utili-
zadas para el cambio de comportamiento en el
ambito desalud es la teoria cognitiva conduc-
tual propuesta por Albert Bandura como una
forma de comprender el proceso de aprendi-
zaje desde un contexto social. De acuerdo a

esta teoria el comportamiento humano es el
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producto de la interaccién dindmica y recipro-
ca entre tres factores; los personales, los de
comportamiento /conducta y los del ambien-
te (SCHUNK, 2012; Alfred L. McAlister, 2008;
Bandura, Social Cognitive theory : An agentic
perspective, 1999) y es por medio de las per-
cepciones del medio ambiente y de las capaci-
dades intelectuales y psicolégica de cada per-
sona que el comportamiento puede cambiar a
través de nuevas experiencias de aprendizaje
(Alfred L. McAlister, 2008). El aprendizaje es
una actividad que procesa informacién en la
que se transmiten nuevos modelos para repro-
ducir nuevas conductas.El aprendizaje por ob-
servacion permite desarrollar conocimientos,
habilidades y herramientas por medio de la
conducta observada estudios han demostrado
que los modelos que mas frecuentemente se
imitan son aquellos en los que lo que se obser-
van modelos o situaciones similares a las de
los observadores, los nifios imitan con mayor
frecuencia a otros nifios con la misma edad o
mayores (Schunk, 1987). En muchas personas
el aprendizaje ocurre inadvertidamente, obser-
vando el comportamiento y las consecuencias
actuales de otras personas. Una gran cantidad
de informacion sobre los valores, estilos de
pensamiento, patrones de conducta y opor-
tunidades y restricciones socioculturales, son
aprendidas mediante modelos de estilos de
comportamiento simbdlicos, retratados a través
de los medios electronicos masivos.En esta for-
ma de aprendizaje, las personas realizan una
accion y notan el efecto positivo o negativo y
aprenden que tipo de acciones son adecuadas
y cuales no lo son (Bandura, Social Cognitive

theory : An agentic perspective, 1999).
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Los materiales multimedia se definen
como una forma de presentar formas verbales
(texto o hablado) y formas pictéricas (impresio-
nes e imagenes, ilustraciones, fotos, animacio-
nes o videos)para presentar informacion (Mas
et al., 2003)(Mayer, 2014). Mayer en el afio
2001 basado en numerosas investigaciones
propuso el principio multimedia el cual indica
que las personasaprenden mejor de imagenes
y palabras que solo de palabras, debido a que
esta combinacién facilita la comprensién pro-
funda, considerada el objeto final del aprendi-
zaje, ya que permite predecir, analizar, aplicar
o transferir en nuevo conocimiento (Butcher,
2014).

Metodologia

Primera etapa: Diseno y desarrollo de
material multimedia

El disefio tomd en consideracién las carac-
teristicas de la poblacién a la que se dirige el
material que son familias con hijos estudiando
en escuelas publicas de nivel socioeconémico
medio-bajo (C-, D+ y D); quienes tienen mas
probabilidad de haber tenido experiencias de

inseguridad alimentaria,

El disefio también considerd informacidn
otorgada mediante grupos focales realizados
en diferentes estados de la Republica Mexicana
(Guerrero, Querétaro, Veracruz y Morelia) en
donde una de las barreras principales para ten-
er un estilo de vida saludable o alimentacidn

saludable fueron la falta de conocimiento e



ingreso econémico. Como base tedrica se uti-
lizé el aprendizajeobservacional propuesto por
la teoria cognitiva conductual y como medio
de presentacion el material multimedia. Basa-
dos en estas consideraciones y en la cultura,
sociedad, localidades y lenguaje mexicano se
crearon disefios instruccionales en los cuales
se plasmaron los objetivos e ideas escritas de
cada material. Posteriormente basados en los
disefos instruccionales, se plasmaron pictori-
camente secuencias de dibujos que simulan los
escenarios, objetos, personajes claves/princi-
pales y los didlogos de las animaciones en un
formato llamado story board. Las animaciones
se crearon y plasmaron basadas en los dos for-
matos anteriores en una aplicacion web llama-
da VYOND.

Segunda etapa: Validacion de

contenido

Se realizo un estudio de validacion de conte-
nido por 5 expertos en nutricién, educacion y
psicologia, se utilizd el instrumento para la eva-
luacion de objetos de aprendizaje (LORI-ESP),
conel cual se identificarén los cambios nece-
sarios para lograr que los materiales multime-
dia cumplieran con la calidad de contenido, la
adecuacion de los contenidos de aprendizaje,

la motivacidn, el disefio y la presentacién.

Resultados y discusion

Se obtuvieron 23 videos con una duracién pro-
medio de 1 minuto con 84 segundos, divididos
en 5 médulos (Cuadro 1), el primer médulo “Un
buen habito cambia la vida” se compone de 6
videos animados, tiene como objetivo com-
prender que una dieta restrictiva de manera
temporal no ayuda a lograr. un cambio a largo
plazo, asi como comprender el proceso de for-
macién de un habito y el procesopara cambiar
un mal habito, reconocer que no hay que cam-
biar la dieta drasticamente para mejorar los
habitos ya que el cambio de habitos se logra
haciendo pequefios cambios y al mismotiempo
gue se pueden seguir disfrutando de la comida
mejorando la alimentacién y el estilo de vida de

manera permanente.
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Cuadrol. Listado de videos producidos

Médulo codigo Video Duracién Link Youtube
VMI_1 |aPor qué las dietas restrictivas nosinven § 209 hitpsfivouty be/SA2DHEFvite
VMI_2 |3Como se forman los habitos? 207 hites/fvouty be/-lul FNCpws
1 .Un buen hébito cambia | vii_4 |30ué es un estilo de vida saludable? 2:09 httes//vouty.be/BBGBmsiMG o
lavida. Vi1_& |Pequefios cambios , grandes diferencias (Chemal 1:10 hitpsffvouty be/NMOg VW JOnvils
VMI_6 |Pequefios cambios , grandes diferencias (Chucho) 1129 hites/fvouty. be/zBxb7lcef)
Vi1_7 |Pequefios cambios , grandes diferencias [Mary) 1:12 hitesd/voutv.be/wall UhdXoEk
vimz_1 |Alimentacion consiente 211 hites /i vouty befg-STvirWHE
ViM2_2 |3Qué tienen en comoin el sol y los alimentos® 2:54 hites/f vouty bea/vAHH adiOEes
Vii2_3 |3Qué contienen las frutas y las verduras® 1:14 hites/f vouty be/3xrH2 G Fb-50
2 Alimentacion para VM2_4 |3Qué son los cereales? 141 https://vouty, be/hCPLPhT] nig
vivir bien. VMZ2_5 |a2@ué tienen en comin los AOA y los leguminosas§ 1:57 hitpsfivouty be/L3PIk JFUNVe
ViM2_& |Mo todas las grasas son iguales 1:58 hitwe/f vouty be/mdmfiogvinTw
Vi2_7 |Todo cuenta 2:04 httpeffvoutu. befLl Pxf2sqgehd
VM2 B |Saciedad incémoda 2:16 hitps f/vouty. be/ drullmb7G 3w
VM3_! |Importancia del agua en nuestro cuerpo 1:51 hitesf/vouty be/y Qpll:gkT]
3 .Hidratacion VM3_2 |gCudnta aguay por qués 1:a7 hitesdfvouty ba/b7loXEaScva
saludable. ViM3_3 |Y t0 sEstds bien o mal hidratado® 1:16 https#/ voutu be/HIEeyuRfg2U
4 . Alimentacién durante el | V4~ |Lo que debes saber anfes del parto 2:12 hitps//voutv be/ UDJOFINVZfw
embarazo y la lactancia. | vin_2 |Actividad fisica y embarazo 240 hitesffvoutu. be/p J-mrung-os
VMS_1  |Un nifio bien alimentado vs un nife mal alimentado 2:19 hitps#/ voutu. befuvDwiOzuSzgl
5. Alimentaci él'l de Vis_2 |zPor qué debemos comer® 1:55 hitps:f/voutv. be/p 7vé] hWp Gis0
los nifios. VMS_3 |Ayddame con los grupos de alimentos 304 hites:ffvouty befm MnCmMKAZw
VMS_4 |s@ué dlimentos debo comer mencos? 2:58 hites//vouty befusywFVdkHg

El segundo mddulo “Alimentacion para vivir
bien” se compone de 8videos animados, tiene
como objetivo comprender significado de in-
gesta y gasto caldrico o energético de todo lo
que se consume enfatizando que todos los ali-
mentos proporcionan energia, conocer el sig-
nificado de la saciedad fisiolégicamente y su
relacién con los alimentos hiper caldricos, asi
como aprender a identificar las caracteristicas
de una alimentacion balanceada y saludable,
conocer e identificar los grupos de alimentos,

sus funciones y beneficios en el cuerpo, com-
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prender la importancia y funciones las grasas,
asi como reconocer las diferencias entre grasa
vegetal y animal. El tercer médulo “Hidratacién
saludable” se compone de 3 videos animados,
tiene como objetivo conocer las funciones que
tiene el agua en nuestro cuerpo, su importan-
cia de los principales sintomas de deshidra-
taciéon y las recomendaciones de consumo.
El cuarto mddulo “Alimentaciéon durante el
embarazo y la lactancia” en se compone de 2
videos animados,tienen como objetivo incenti-

var la alimentaciéon por medio de la lactancia




materna y conocer losbeneficios de realizar ac-
tividad fisica, asi como los cuidados al realizarla
El quinto médulo “Alimentacién de los nifios”
se compone de 4 videos, 3 de ellos disefiados
especificamente paralos nifios, estos videos in-
vitan a reflexionar a papas y a hijos sobre los
habitos de alimentacién y de actividad fisica y
a conocer los beneficios de la alimentacién en
el cuerpo y explicar porque losalimentos ricos
en azUcar y en grasa no son benéficos para la

salud.

Los resultados de la validacion de conte-
nido mostraron que el 67% (16) de los videos
presentaroncalidad de contenido, el 64% (15)
presento adecuacidn de contenido, el 65% (15)
presentd motivacion y el 67% (16) presentd di-
sefio y presentacion. En la figura 1 se presentan
las respuestas obtenidas para las cuatro catego-
rias evaluadas por cada video, se puede obser-

var queel video que mayor respuesta positiva

obtuvo fue el video titulado “éQué contienen
las frutas y las verduras? y el video peor califi-
cado fue el titulado “Alimentacién consciente”,
la categoria que menos resultados positivos
obtuvo fue la de adecuacién de contenido, los
principales comentarios fueron que el material
no cumplia por completo con el objetivo plan-
teado, el uso degeneralizaciones con varios tér-
minos, para la categoria de motivacion, el prin-
cipal comentario fuela entonacién y la claridad
de las voces utilizadas, lo cual ya habia sido
considerado como una limitante, ya que las vo-
ces utilizadas no son profesionales, pertenecen
a integrantes del equipo de trabajo, asi como
de familiares y amigos de estos integrantes, en
cuanto a la categoria de contenido, se identifi-
caron frases que inducian sesgos u omisiones
que podian confundir o mal interpretar la infor-
macion, la categoria de disefio y presentaciéon

fue la que menos comentarios tuvo.

Figura 1. Respuestas obtenidas de la validacién de contenido por video.
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Conclusiones

El presente trabajo contribuyd a identificar los
pasos necesarios para el disefio de materiales
multimedia para la educacién encaminada a
cambio de habitos en familias mexicanas. Re-
sulta muy importante considerar una evalua-
cion de contenido y cumplir con las recomen-
daciones identificadas. Es necesario que el
trabajo desarrollado sea evaluado a nivel cog-
nitivo por la poblacidén objetivo en una etapa

posterior.
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Introduccion

La demanda de servicios e infraestructura en
las ciudades estarelacionada directamente con
el crecimiento demografico de éstas, al mismo
tiempo que los cambios de uso de suelo, la
contaminacién y la ocupacién de zonas suscep-
tibles a riesgos por (Pérez, Gil y Olcina, 2015).

Lo anterior se acentla en la periferia de
las ciudades con acelerado crecimiento, pues
los intensos cambios de uso de suelo reper-
cuten en la funcionalidad hidrica de la cuenca,
talescomo regulacién, captacién o depdsito, es
por ello que se estaproblematica se debe ana-
lizar desde la gestién de cuencas, pues aporta
hacia la gestion de conflictos entre el ser hu-
manoy el entorno que habitan (Duorojeanni y
Jouravlev, 1999). De acuerdo con Pefna (2017:
3-4), la zona funcional alta de la cuenca debe
regular el volumen y escorrentia, la zona media
asegurar el almacenamiento hidrico para que
la zona baja reciba escurrimientos con menor

velocidad y erosividad.

La ciudad de Querétaro ejemplifica lo
sefialado anteriormente, donde el crecimien-
to del espacio fisico construido ha propiciado
alteraciones en las funciones de las cuencas.
En el 2000 se tenia 641,386 habitantes (INEGI,
2015a), mientras que para el 2020 se presen-
té una poblacion de 1,049,777 (INEGI, 2020)
especialmente las que se encuentran en la
periferia, del pues se presentd un incremento
poblacional del 64%, mientras que su mancha
urbana de ha crecido exponencialmente, pues
en 1980 se tenian 800 hectdreas y para el 2009
se contaban ya con 11,000 Ha (Tinsa, 2009).

De acuerdo con el IMPLAN (2018a), el
crecimiento de la mancha urbana se extiende
principalmente hacia el norte de la ciudad. En
esta zona destaca la microcuenca San José el
Alto,pues en los ultimos afios se han presenta-
do diversos cambios de uso de suelo y eventos
de inundacidn, estos ultimos especialmente en
2014 y 2017, los cuales presentaron danos a la
infraestructura vial, hospitales y diversas colo-
nias como El Salitre, Cuitldhuac y Raquet Club.
El evento de 2017 fue mas catastroéfico, pues
ademads de lo anterior, también se tuvieron pér-
didas humanas y dos socavones. Debido a que
estos eventos se han presentado en la misma
microcuenca, se debe trabajar bajo el enfoque

de cuenca (Zimmermann & Bracalenti, 2014).

En el presente trabajo se analizard la
susceptibilidad a inundaciones asociado a los
cambios de uso de suelo en la microcuenca San
José el Alto, Querétaro, con lo cual las autori-
dades competentes podran desarrollar estrate-
gias de mitigacion de inundaciones y controlar
el crecimiento de la mancha urbana que pue-
dan modificar aun mas la dindmica hidrica de

la microcuenca.

Metodologia

En la regidn hidrolégico-administrativa VIII Ler-
ma-Santiago-Pacifico y la cuenca Lerma-Chapa-
la, se encuentra la microcuenca San José el Alto
al norte de la ciudad de Querétaro (Figura 1)
con una extension territorial de 58.10 km?, alti-
tud entre 1,760y 2,710 m.s.n.m., lazona urbana
abarcaun area de 4.37 km?, en la cual residen

39,383 habitantes. Ademas, en la microcuenca
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se encuentra el 64.21% de Pena Colorada, area

que comenzd su proceso para ser decretada
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Figura 1 Ubicacidn de la microcuenca San José el Alto, Querétaro.

El presente trabajo pretende establecer
la relacidn entre las zonas susceptibles a inun-
dacién y loscambios de uso de suelo en la mi-
crocuenca San José el Alto, esto mediante tres
etapas:

I. Identificacién de zonas suscepti-
bles a inundacién. Se elabord un
mapa de susceptibilidad a partir
de andlisis multicriterio, utilizando
el trabajo de Hernandez y Vieyra
(2010). La informacién base uti-
lizada corresponde a utilizé la car-
ta topografica con clave F14C65
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(INEGI, 2015b), edafologia (INEGI,
2007), uso de suelo y vegetacidn,
pendiente (INEGI, 2013) y local-
izacion de cuerpos de agua (INEGI,
2007). Para el analisis multicriterio
se emplearon juicios de expertos,
tal como Chavez, Binnquiist y Salas
(2017) para establecerla importan-
cia de cada criterio en cuanto a la
formacion de inundaciones.

Identificacion de cambios de uso
de suelo. Para el mapa de uso de

suelo actual e ideal se analizaron



imagenes satelitales del estado ac-
tual de la microcuenca y se digita-
lizaron los Planes Parciales de De-
sarrollo de diversas delegaciones
(Epigmenio Gonzales, Santa Rosa
Jauregui y Félix Osores Sotomayor)
de acuerdo al método de Cortés,
Cortés y Rodriguez (2015), el cual
consiste en emplear un Sistema de
Informacidn Geografica para trazar
manualmente los poligonos de uso
de suelo georreferenciando la in-
formacion de los planes parciales
de desarrollo.

Anadlisis de la relaciéon entre los

cambios de uso de suelo y la for-

mente, se compard la cartografia
obtenida en la segunda etapa para
identificar los cambios de uso de
suelo que han intervenido en la
formacion de zonas susceptibles a

inundacion.

Resultados y Discusion

Las zonas susceptibles a inundacién en la mi-
crocuenca (Figura 2) se encuentran en la zona
baja, lo que ademas coincide con las colonias
El Salitre y Jurica Pinar, las cuales presentaron

inundaciones entre 2014 y 2017.

macién de inundaciones. Final-
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Figura 2 Zonas susceptibles a inundacion. Microcuenca San José el Alto, Querétaro.
Fuente: Elaboracion empleando el método de Buzai (2015).
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Si bien, el crecimiento urbano que
estd teniendo la microcuenca San
José el Alto es mayormente acorde
al proyectado en los planes parciales
de desarrollo (municipio de Queréta-
ro 2018a, 2018b y 2018c), hay una
diferencia en cuanto a asentamien-
tos irregulares y algunos de ellos
han propiciado la modificacién de la
dindmica hidrica de la zona, el frac-
cionamiento Altozano es un ejemplo
de ello, pues en el area de desarrollo
se contemplaba un cuerpo de agua
donde actualmente hay infraestruc-
tura urbana. Otros asentamientos

como El Obraje no estan contempla-

dos dentro de los planes parciales de
desarrollo, por lo que cuenca arriba
se estd impermeabilizando el suelo y
con ello aumentan los escurrimientos
hacia la parte baja de la microcuenca,
donde los asentamientos irregulares
contintan, tal como el caso que se
sitla en el area aledafia al bordo El
Salitre, pues los planes de desarrollo
contemplan esta zona como preser-
vacién ecoldgica, esto como protec-
cién o capacidad adicional de regu-
lacién al bordo. Cabe mencionar que
justo en estas zonas es donde se han
presentado eventos catastroficos de

inundaciones en afios anteriores.
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Conclusiones

Es necesario controlar el crecimiento urbano
en la microcuenca San José el Alto y que se de-
tenga el aumento de asentamientos en zonas
susceptibles a inundaciones, ademds de imple-
mentar alguna estrategia de mitigacion de ries-

go de inundaciones.

Las desapariciones de cuerpos de agua
derivados del crecimiento urbano han modifi-
cado significativamente la dindmica hidrica de
la microcuenca, esto debido a la disminucién
de capacidad de retencién en la microcuenca,
lo que podria considerarse para desarrollar la
estrategia de mitigacion de inundaciones, con
ello se recuperaria parte de los servicios ambi-

entesque puede proporcionar la microcuenca.

La estrategia de adaptacion, también de-
berd contemplar brindar informacién a los ha-
bitantes dela microcuenca sobre la mitigacion
de riesgo y los diversos factores que pueden
detonar la formacion de nuevos puntos de sus-
ceptibilidad, asi como de los planes parciales de
desarrollo para que ellos mismos sean quienes
vigilen y colaboren a regular los asentamientos

en la parte baja.
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Introduccion

La importancia de la criopreservacion de es-
permatozoides ovinos radica en mantener la
fisiologia y morfologia del espermatozoide en
estado 6ptimo para la fecundacién (Juyena &
Stelletta, 2012). Durante dicho proceso se pro-
duce dafio enlas células espermaticas que pue-
den ser de tipo funcional, quimico o estructural
(Salamon & Maxwell, 2000). Se sabe quelas cé-
lulas espermadticas de carnero son mas suscep-
tibles a estos dafios debido a su alto contenido
de fosfolipidos insaturados en su membrana
(White, 1993). Lo anterior normalmente se
compensa incluyendo una mayor cantidad de
espermatozoides por dosis para inseminacién,
lo cual reduce el nimero de dosis por eyacula-
do y el impacto potencial de machos genética-
mente sobresalientes sobre la poblacion. Porlo
tanto, es necesario buscar alternativas que nos
permitan reducir estos dafios. En este estudio
se evalud el efecto que seproduce al adicionar
conjuntamente plasma seminal heteroespeci-
fico como estabilizador de la membrana yex-
tracto antioxidante de nopal como promotor
del incremento de la motilidad progresiva (Var-
gas-Menéndez, et al., 2019 y Olvera-Bermudez
et al., 2019). Se determinaron varios parame-
tros de motilidad, asi como la integridad y es-
tabilidad funcional de la membrana celular/
acrosdmica de los espermatozoides de carnero

sometidos a congelacion y descongelacion.

Metdologia

El trabajo se realizé en el Laboratorio de Re-

produccidon Animal de la Unidad Amazcala, Fa-
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cultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Auténoma de Querétaro. Como donadores de
semen se emplearon 4 carneros Black Belly,
adultos, con capacidad reproductiva y antece-
dentes de fertilidad normal en condiciones de
monta natural. El plasma seminal se obtuvo de
toros con altonivel de resistencia espermatica
a la congelacion. Para la separacién de plas-
ma seminal los eyaculados se centrifugaron a
4 °C por 15 min a 2 000 rpm y el sobrenadan-
te obtenido se centrifugo de nuevo a 10 000
rpm durante 60 min, y se congelé a -70 °C (Var-
gas-Menendez et al., 2019). Para la obtencidn
de extracto acetdnico de nopal se obtuvieron
pecas de Opuntia ficus var. copena F1 con un
grado uniforme de maduracién. Se deshidra-
taron por método convectivo a 55°C durante
72 h. Posteriormente fue triturado y mezclado
a 700 rpm con una razén de 5g por 100 ml de
mezcla acetona/agua en una proporcién 70:30,
durante 96 h a temperatura ambiente,después
fue filtrado, liofilizado y refrigerado a 5°C en

frascos ambar (Olvera-Bermudez et al., 2019).

En cada uno de los experimentos y sus
repeticiones (15), se colectaron eyaculados por
medio devagina artificial, se realiz6 un “pool”
de semen a partir del cual se obtuvieron las
alicuotas correspondientes; de esta manera
se controlé el efecto de individuo sobre las ca-
racteristicas deleyaculado. El diluyente/exten-
sor para procesamiento fue en todos los casos
uno comercial (OPTIDYL, CRYO-VET). En el tra-
tamiento control (TO) se adicioné Unicamente
el diluyente; al tratamiento 1 (T1) se agregé el
diluyente con 5% de plasma seminal; al trata-

miento 2 (T2) se le afiadié el diluyente comer-



cial con 0.5% de extracto acetdnico de nopal;
y al tratamiento 3 (T3) seadiciond el diluyente,
5% de plasma seminal y 0.5% de extracto aceto-
nico de nopal. El proceso deextension se realizd
a manera de obtener una concentracion de 200
x 106 células espermaticas/ml, posteriormente
se llevod a enfriamiento de 37 a4 °C, en un tiem-
po de 4 h y posteriormente un tiempo de equi-
librio de 18 h. Se empaquetd en pajillas de 0.25
ml, sellado con alcohol polivinilico y congelado
15 min a 5 cm del espejo de nitrégeno liquido
en cdmara de congelacion y después transferi-

do a nitrégeno liquido.

Para determinar la sobrevivencia y fun-
cionalidad de las células espermaticas posdes-
congelado serealizaron las siguientes pruebas:
motilidad y sus caracteristicas, asi como morfo-
logiaespermatica, por medio de un sistema de
andlisis de semen auxiliado por computadora
(CASA, IVOS Il Animal-Hamilton Thorne™); inte-
gridad funcional de la membrana espermatica
por mediode la prueba de expansién hipo os-
motica (HOST; Olvera-Bermudez et al., 2019). El
andlisis estadistico se realizé por ANDEVA para
un disefo de bloques completos aleatorizados,
considerando como Unico factor al tratamiento

y a las réplicas como bloques.

Resultados y discusion

En los resultados obtenidos por el sistema de
analisis computarizado (CASA), se observa
que las variables de motilidad, motilidad total
(MT), velocidad curvilinea (VCL), velocidad me-
dia (VAP), indice de linealidad (LIN), indice de
rectitud (STR) e indice de oscilacion (WOB), se

vieroninfluenciadas por los tratamientos (P <
0.05). Las anormalidades totales y porcentaje

de espermatozoides H+ también (Cuadro 1).

Posterior al descongelado y evaluacion se
observa una disminucion en los parametros de
motilidad total (MT), velocidad curvilinea (VCL)
y velocidad media (VAP) al adicionar en conjun-
toel plasma seminal y el extracto de nopal (T3).
Por otra parte, la adicién de extracto de nopal
(T2)o la combinacion de éste con plasma semi-
nal (T3) mejoraron los parametros de linealidad
(LIN), indice de rectitud (STR) e indice de osci-
lacion (WOB).

Asimismo, se observé una tendencia de
incremento (P=0.12) de la motilidad progresi-
va al anadirextracto de nopal (T2; +3.5 puntos
porcentuales con respecto al grupo testigo),
aunque con una pequefia disminucién de los
porcentajes de hinchazén hipo osmoética (H+)
y aumento de anormalidades totales (AT), en
estas dos Ultimas variables, de manera similar a
lo observado en el grupo con adicién conjunta

de plasma seminal mas extracto de nopal (T3).
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Cuadro 1. Evaluacion de motilidad total (MT), motilidad progresiva (MP), velocidad
curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad media (VAP), indice de linealidad
(LIN), indice de rectitud (STR) e indice de oscilacion (WOB), anormalidades totales (AT) e
hinchazén hipo osmética(H+) en espermatozoides de carnero post descongelacién con
adicion de plasma seminal y extracto acetdénico de nopal al diluyente para congelacion

con las siguientes concentraciones: diluyente comercial (T0), plasma seminal al 5% (T1),
extracto de nopal al 0.5% (T2) y plasma seminal al 5% y extracto de nopal al 0.5% (T3).

VARIABLE T0 T1 T2 3 e.e.m. J
MT (%) 49.45° 49.40° 45,58 39.65° 2.06 <0.01
MP (%) 15.78 17.40 19.25 16.19 1.08 0.12

VCL (um/seg) 165.522 169.44° 151.74b¢ 136.24° 5.98 <0.01

VSL (um/seg) 60.33 62.73 65.86 60.22 2.17 0.23

VAP (um/seg) 81.09° 83.88° 79.5123 72.37° 2.74 0.03
LIN (%) 42.11° 41.53 45.99b 48.56° 0.90 <.001
STR (%) 74.46° 74.7° 83.02° 83.37° 0.60 <0.001

WOB (%) 49.12° 49.57° 52.68° 54.11° 0.66 <0.001
AT (%) 3.37° 3.43° 4.24° 5.31° 0.48 0.02
H+ (%) 35.29% 35.86° 32.81° 33.13b¢ 0.78 0.02

Nota: Literales diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica.

Olvera-Bermudez et al., (2019) seiala
qgue la adicidon de 0.5% de extracto acetdnico
de nopal al diluyente para congelacién aumen-
t6 la motilidad progresiva posterior a la des-
congelacion de losespermatozoides de carnero
(+5.5 puntos porcentuales con respecto al tes-
tigo). Durante el presente estudio, se observd
una tendencia de incremento de la motilidad
progresiva similar, al adicionar el mismo por-
centaje de extracto de nopal al diluyente. La
motilidad progresiva de los espermatozoides es
una caracteristica de calidad seminal importan-
te, ya que permite a los espermatozoides pasar
a través del moco cervical, ingresar al oviducto

por la unidn atero-tubdricay ayuda a penetrar
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las cubiertas que acompanan al évulo para fe-
cundarlo (Mortimer et al., 2012). A diferencia
de lo observado por Vargas-Menéndez et al.
(2019), en el presente estudio solo se observo
un pequeiio efecto positivo, no estadisticamen-
te significativo, sobre la integridad funcional de
membrana al utilizar como aditivo del diluyen-
te plasma seminal heteroespecifico. La posible
razén para esta diferencia no se explica por una
diferente composicién del plasma seminalutili-
zado ya que en ambos experimentos provino
del mismo “stock”. Sin embargo, no se podria
descartar un efecto detrimental sobre las car-
acteristicas del plasma seminal por efecto de

tiempode conservacion en congelacion.



Por otra parte, la adicion combinada de
plasma seminal heteroespecifico y extracto de
nopal no solo no presentd un efecto positivo so-
bre la calidad seminal, sino que afectd varios pa-
rdmetros relacionados con ésta. Una posibilidad
es que la sustitucién de diluyente por los aditi-
vos en el tratamiento combinado, ejerciera un
efecto de dilucién disminuyendo el efecto pro-

tector del primero, aunque esto es especulativo.

Conclusiones

Los resultados indican que el uso combinado
de plasma seminal heteroespecifico y extracto
antioxidante de nopal, como aditivos de un dilu-
yente comercial para congelacién de semen ovi-
no,no ejerce un efecto sinérgico positivo sobre
la calidad de los espermatozoides al postdes-

congelado.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue confirmar
la presencia de estacionalidad e identificar su
efecto en el comportamiento reproductivo de
hembras ovinas de las razas East Friesian, Ro-
manov y Black Belly, durante los afios 2015 al
2017. El trabajo se realizé en la Unidad de pro-
duccién Animal de la Facultad de Ciencias Natu-
rales de la Universidad Autdnoma deQuerétaro
ubicada en la comunidad de San Miguel de
Amazcala en el municipio Queretano de El Mar-
qués cuya latitud norte es de 20.74°; Para lo cual
se evaluod la informacidn reproductiva de: 225
borregas Romanov, 551 borregas East Friesian,
y 470 borregas Black Belly, durante los anos
2015 a 2017, y las estaciones del afio (primave-
ra, verano, otofio e invierno). Las variables de
respuesta fueron: fertilidad (Porcentaje de ani-
males con diagndstico positivo por empadre)
porcentaje de pariciones (animales paridos por
empadre), la prolificidad (numero de animales
nacidos por hembra) y porcentaje de perdida
(animales paridos respecto aanimales con diag-
néstico positivo). El diagndstico de gestacidonse
realizé por medio de ultrasonido, entre los 35y
60 dias de gestacidén. Los resultados obtenidos
indicaron diferencias (P<0.05) en el porcenta-
je de fertilidad al diagndstico de gestacidn de
acuerdo a la raza, siendo mayor en las ovejas
de raza Black Belly (78.36%% 5.28) y menor

pero dentro del mismo grupo para las razas Roma-
nov (53.64%+5.28) y East Friesian (60.47%+5.28).
Respecto a la fertilidad reflejada en partos fue
mayor para la raza Black Belly (56.39%+6.05) y
menor para Romanov (24.45%%6.05) y East Frie-

sian (39.08%+6.05). El porcentaje de pérdidas
de gestacion fue menor en las razas Black Belly
(29.96%+7.45) y East Friesian (37.72%+7.45) y ma-
yor para Romanov (65.24%+7.45). En cuanto a la
prolificidad considerando solo el factor raza no se
obtuvo diferencia sin embargo en la interaccion afio
X raza se observo diferencia (P<0.05). El efecto de
laestacion solo presenté diferencias (P<0.05) en el
porcentaje de fertilidad al diagndstico siendo me-
nor en verano (50.16% +6.22). Ya que fue la época
en la que se obtuvieron los menores porcentajes de
animales con diagndstico de gestacion positivo asi
como de animales paridos mientras que la época
con mejores valores fue invierno presentando me-
nor porcentaje de perdidas gestacionales y el ma-
yor de animales paridos, si bien las diferencias no
fueron significativas para el andlisis estadisticos es
importante observar a detalle los porcentajes que
indican la existencia de un efecto de estacion de-
bido al porcentajes tan variados comparando in-
vierno con el resto de estaciones.Derivado de ésta
podemos concluir que el efecto de la raza fue el que
mayor peso tuvo en las variables de fertilidad (al
diagndstico y al parto ) siendo las hembras de raza
Black Belly las que presentaron mejores resultados,
posiblemente por su adaptacidn al ser originaria de
region tropical, mientras que la raza Romanov fue la
gue mostrd el menor desempeiio en fertilidad, pro-
pio de razas de latitudes altas mientras que la East
Friesiansi bien no logré equiparar el desempefio de
la raza Black Belly mostré una mejor adaptacion.
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Resumen

Los bosques de pino pifionero (Pinus cembroi-
des. Zucc) estandistribuidos entre los bosques
templados y zonas aridas generalmente crecen
sobre laderas de escaso perfil edafico y poca
disponibilidad de nutrientes, lo que los vuelve
muy susceptibles a las practicas de manejo; en
las regiones donde habita son aprovechados
como fuente de recursos maderables, den-
droenergéticos y sobre todo alimenticio por el
gran aprecio de su semilla en la industria ali-
mentaria. En la cuenca norte del Pinal de Za-
morano se observan procesos de degradacion
de las funciones ecosistémicas; en este terri-
torioel bosque de pifionero presenta una baja
productividad que consecuentemente genera
bajos ingresos econdmicos para los habitantes.
El objetivo del presente trabajo fue la identifi-
cacion de variables dasometricas, ambientales

y edaficas del bosque de pifionero que permi-

tan ubicar relaciones entre ellas para esbozar
mejores practicas de manejo buscando el in-
cremento de productividad y elsostenimiento
de los procesos ecosistémicos. Las variables
dasométricas y ecoldgicas se recabaron bajo
la metodologia empleada por CONAFOR para
el Inventario Forestal y de Suelos y las caracte-
risticas fisicoquimicas de los suelos con meto-
dologias de la NOM-021-RECNAT-2000 en tres
unidades de escurrimiento de aproximadamen-
te 30 hectdreas cada una categorizadas en gabi-
nete en unidades de alta, media y baja produc-
tividad mediante el indice NDVI (Normalized
Difference Vegetation Index). Las correlacio-
nes estadisticas muestran la interdependencia
de los atributos del arbolado con la calidad de
suelo en distintos grados, lo cualpermite ubicar
las variables que influyen en la productividad y
sostenibilidad ambiental en la cuenca forestal,
éste analisis permite promover mejores practi-

cas de manejo a nivel de la cuenca.
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Resumen

El carcinoma urogenital (CUG) presenta una
prevalencia del 26% en individuos adultos va-

rados en las costas de California

E.E.U.U. La causa se ha atribuido a facto-
res genéticos, infeccién por virus oncogénicos,
particularmente el herpesvirus otarino (OtHV-
1) y el papillomavirus otdrino (ZcPV-1) y a con-
taminacién por organoclorados. En el Golfo de
California no se han reportado casos de CUG.
Sin embargo, las hembras adultas presentan
transformaciones epiteliales pre- oncogénicas,
pero estas a menudo son reversibles. Esta re-
version de la transformacién es fomentada por
el sistema inmunoldgico. Las células T CD8+ y
Natural Killer (NK), asi como las T CD4+ y Treg
llevan a cabo procesos citotéxicos antivirales y
antitumorales por lo que su ausencia puede re-
sultar en el desarrollo de un tumor. Un estudio
observé quelos lobos marinos pueden presen-
tar anergia al estar en contacto constante con
organoclorados, lo cual impide que selleven a
cabo estos procesos citotdxicos y de inmunovi-
gilancia, haciendo que los individuos sean mas
susceptibles a padecer enfermedades. Resulta
relevante conocer si los niveles detranscripcion
de genes indicativos de actividades antivirales
y antitumorales a nivel localizado juegan un
papel importante en la transformacidn genital
pre-oncogénica, y si estd expresion esta asocia-
da a la presencia de virus oncogénicos. Se obtu-
vieron cepillados cervicales de hembras adul-
tas de lobo marino de California de 13 colonias

reproductivas en el Golfo de California. Se

cuantifico la expresion génica mediante RT-gP-
CR de genes representativos de respuestas CD4
+ Th1 (STAT-1, Tbet) y CD8 + Th1 (EOMES, per-
forina y granzimaB), respuestas Th2 (GATA3),
respuestas Treg (FoxP3) y respuesta citotdxica
innata (Ly49, perforina y granzima B). Elnivel
de displasia se categoriza de acuerdo al Siste-
ma Bethesda. Negativo a lesién intraepitelial,
LSIL (cambios de bajo grado) y ASCUS (células
atipicas de significado indeterminado). Se anal-
izd la relacién entre el nivel de transcripcién de
los genes con el nivel de displasia celular y con
la presencia o ausencia de infeccién por OtHV-
1y ZcPV-1. Se encontraron diferentes patrones
de expresidn de ciertos genes que parecen es-
tar relacionados con la infeccion genital de los
virus oncogénicos. El patrén de expresion de
FOXP3 fue diferente en individuos negativos a
lesién intraepitelial y positivos a OtHV-1. Se ob-
servd una expresion tardia con respecto a los
genes de referencia. El gen codificador de gran-
zima B se encontrd subexpresado en individu-
os con ASCUS y con presencia de infecciones.
STAT-6 también presenta un patrén diferente,
se observé subexpresado en individuos sin in-
feccién pero con ASCUS. Con estos resultados
parciales se observa que la expresidn de ciertos
genes parece estar relacionada con el nivel de
transformacidnepitelial y por la presencia o au-

sencia de los virus oncogénicos.
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Resumen

El manejo del agua en la actividad agricola, re-
sulta de gran importancia en la actualidad ya
que las practicas agricolas deficientes y los usos
inapropiados de los recursos naturales han sido
una causa importante en la degradacidon de
estos mismos. Por lo que resulta esencial que
sean manejados de manera estratégica, para
encontrar un equilibrio entre todos los facto-
res que integran la cuenca. El presente trabajo
muestra el caso particular de la microcuenca
Fuentezuelas que se ubica en el municipio de
Tequisquiapan en el Estado de Querétaro, lugar
en el cual se lleva a cabo la actividad agricola
como labor importante en la economia local y
familiar. La microcuenca Fuentezuelas es un te-
rritorio en el que la actividad agricola ha ido en
aumento, a causa de la demanda de alimentos
qgue existe en la actualidad, ademds de la de-
manda de tierras de cultivo con infraestructu-
ra de riego y el agua disponible en esta zona.
Esto ha generado cuestionamientos acerca
del manejo vy distribucién del recurso hidrico,
asi como sobre las acciones del gobierno que
pudieran haber contribuido al uso no eficien-
te del agua en la agricultura y los cambios que
se estdn realizando en las politicas publicas
dirigidas al manejo del recurso hidrico en la
actividad agricola. De tal forma que el impac-
to generado por el mal manejo del agua en la
actividad agricola podria resultar en problemas
de disponibilidad, desperdicio y contamina-
cion del agua, y es que, ante una situacién de
escasez del agua, la amenaza se cierne sobre
tres aspectos fundamentales del bienestar hu-

mano: la produccién de alimentos, la salud y la

estabilidad politica y social (Avilés, 2006). Por
ello, es importante conocer el uso y la relacion
social que los agricultores le dan al recurso hi-
drico, para asi poder proponer acciones para
el manejo del agua para la actividad agricola
bajo el enfoque de cuencas, ya que el manejo
apropiado de una cuenca brinda beneficios a la
sociedad, que se origina en una amplia gama
de bienes y servicios ecosistémicos que parten
de mantener las funciones ecoldgicas, sociales
y econémicas de la propia cuenca a partir de un
manejo participativo, adaptativo, sistematico y
con vision a largo plazo en el territorio (Cotler,
Galindo, Gonzdlez, Pineda y Rios, 2013). Tam-
bién, es importante destacar que para hacer
una buena gestién del agua en la agricultura
se requiere una fuerte relacién del produc-
tor con su entorno inmediato, y en particular,
con los oferentes de tecnologia, la cual viene
en forma de conocimiento, pero también en
materiales, semillas, equipos y servicios (lICA,
2015). De este modo se espera que a partir de
la propuesta de manejo del agua para la activi-
dad agricola en la microcuenca Fuentezuelas,
las técnicas para llevar a cabo esta actividad se
enfoquen a una agricultura ambientalmente
mas sana, socialmente mas justa y econdmica-
mente mas viable. A fin de que los principales
beneficiarios que son los agricultores, campesi-
nos, ejidatarios y habitantes de las localidades
existentes dentro de la microcuenca, lleven a
cabo un buen manejo de los recursos naturales
para garantizar una buena calidad de vida y un

buen desarrollo de actividades.
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