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DETERIORO COGNITIVO EN PACIENTES OBESOS
MORBIDOS CANDIDATOS A CIRUGIA BARIATRICA

Equipo: Pablo Omelanczuk; Angela M. Sanchez; Carolina M. Lopez;
Andrea Pampillon; Lasagni Viviana

Instituciones: Hospital Lagomaggiore; Universidad ]. A. Maza; Centro
Quirdirgico Obesidad

Contacto: peomelanczuk@gmail.com

Introduccion

Las enfermedades cognitivas adquieren en la actualidad una incidencia creciente,
Segln la OMS existe un aumento de enfermedades no transmisibles donde la obesidad
se ha duplicado en todo el mundo.

La obesidad constituye un importante factor de riesgo para el desarrollo de enfer-
medades cronicas como diabetes tipo 2, hipertension arterial, sindrome metabdlico,
resistencia a la insulina.

Las personas con IMC (indice de masa corporal) elevado a menudo presentan disfun-
cion cognitiva en los test, siendo los déficits mas comunes en los dominios de memoria
y funcion ejecutiva . Rachel A. Whitmer, en un estudio longitudinal a 27 anos de se-
guimiento informd que la obesidad en edad media incrementa el riesgo de demencia
futura independientemente de las condiciones comorbidas. Existen pocos estudios que
examinan la funcion cognitiva de los pacientes obesos mérbidos, Boeka 2008 y Lokken
2010 reportaron en pacientes obesos morbidos candidatos a la cirugia déficits en test
de funcion ejecutiva.

En Latinoamérica falta evidencia sobre la situacion actual del obeso mérbido y no
existen datos en la actualidad del estado de las funciones cognitivas en este tipo de
pacientes.

Por todo lo mencionado surge la necesidad de esta investigacion, cuyo objetivo ge-

PROYECTOS DE INVESTIGACION 2014 7

ENFERMEDADES CRONICAS NO TRANSMISIBLES



ENFERMEDADES CRONICAS NO TRANSMISIBLES

neral es: Evaluar el estado de las funciones cognitivas en personas obesas morbidas
candidatas a la cirugia bariatrica y cuyos objetivos especificos son: 1. Describir el perfil
socio-demografico de la muestra evaluada; 2. Indagar las variables antropométricas;
3. Evaluar la presencia de patologias asociadas; 4. Explorar indicadores de laboratorio;
5. Evaluar las funciones cognitivas; 6-Describir |a asociacion entre factores de riesgo
socio demograficos, antropomeétricos, enfermedades asociadas a la obesidad y estado
de las funciones cognitivas.

Método

Se realiz6 un estudio descriptivo, transversal, en el que se incluyeron consecutivamente
pacientes obesos morbidos, candidatos a cirugia bariatrica, que asistieron a la clinica
Quirdrgica Mendoza, Argenting, en el periodo comprendido entre mayo de 2014 y mar-
zo de 2015. Se incluyeron personas con edad mayor o igual a 35 afnos, con obesidad
morbida.

Se administrd una entrevista semi-estructurada para la recoleccion de las variables
socio-demograficas y explorar habitos. Se aplicaron pruebas psiconeurologicas como
Mini Mental Test, Test del Reloj, Test de Boston, Test de Series Graficas Alternantes, Test
de Orientacion de Benton. Se solicitaron analisis de laboratorio.

Resultados

Fueron incluidos en el analisis 102 pacientes obesos mdrbidos, candidatos a cirugia
bariatrica; el 76,5%(78) pertenecian al sexo femenino y la edad promedio fue de 47 +
9,1 anos.

El 61,89% de la poblacion analizada tenia estudios terciariosjuniversitarios ya sea com-
pletos o incompletos y el 73,5% de la poblacion estaba casado o en pareja.

En cuanto a las variables antropométricas analizadas se observo un peso de 122 + 25,4
kg, IMC promedio de 45 + 7,3 (kgmt2), y el perimetro abdominal fue de 127,9 + 14,3
cm.

Dentro de los antecedentes patologicos estudiados en la poblacion, se observo por
orden de frecuencia: Resistencia a la Insulina 72,59 (1C95% 70-86), Sme. Metabdlico
56,9% (1C95% 47-66), HTA 54,9% (1C95% 45-64), Dislipemia 529 (IC95% 42-61), DM tipo
2 26,5% (1C959% 18-35).

En el analisis de las variables de laboratorio se observo que la glucemia basal de la
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muestra fue de 104,1 + 36,3 mg/dl. El indice de HOMA arrojé un valor promedio de
49 +37.

En cuanto al analisis de medias del perfil lipidico, el colesterol total fue de 196,6 + 39,9
mg/d|; el colesterol LDL de121,9 + 36,9 mg/d|; el colesterol HDL fue de 48,4 + 10,3 mg|
dly Triglicéridos de 152,8 + 72,5 mg/dl.

Posteriormente se evalud la funcion cognitiva a partir de pruebas psicolégicas. Se regis-
traron 33 pacientes, (32,4% — 1C95% 24 — 41) que presentaron alteraciones en algunas
de las pruebas tal cual se detalla en la Tabla 1. Como se visualiza en la misma, en el
Test de Boston (17,6%) se registrd el mayor porcentaje de personas con alteraciones
en la prueba; le sigue el Test de Series Graficas Alternantes, en tercer lugar el Test
del Reloj, continuando con el Mini Mental Test y por Gltimo el Test de Orientacion de
Benton.

TABLA 1. FRECUENCIA DE PACIENTES CON ALTERACION EN LAS PRUEBAS DE EVALUACION COGNITIVA

Alteracion Frecuencia Porcentaje Iy,
Mini Mental Test No %8 96,1 90 - 98
Si 4 39 1-9
Test del Reloj No 95 931 86 - 96
Si 7 69 3-13
Test de Boston No 75 735 71-87
Si 18 176 12-28
Test de Series Graficas Alternativas No 85 833 83-95
Si 8 78 4-16
Test de Orientacion de Benton No 91 89,2 92-99
Si 2 20 05-7

Al analizar el porcentaje de pruebas anormales para cada area de funcion cognitiva se
observo el mayor porcentaje de alteracion en el dominio Memoria, 469 (IC959% 31 -
61), seguida de la funcion ejecutiva, 39% (1C95% 24 — 54).

Se obtuvieron medias para las pruebas psicolégicas utilizadas, las cuales se resumen
en latabla 2.
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Media

DE

Minima

TABLA 2. VALORES PROMEDIOS DE LAS PRUEBAS DE EVALUACION COGNITIVA PARA LA POBLACION TOTAL

Maximo

MMT

29,02

1,194

25

30

Reloj

1,269

3

9

Boston

1611

6

12

Series

413

0

2

Benton

2,123

11

22

Se analizaron los factores de riesgo asociados a la alteracion de la funcion cognitiva,
siendo la escolaridad la primera variable estudiada.

Con respecto a esta se obtuvo una significacion estadistica entre el nivel de escolaridad
y la proporcién de pacientes con pruebas alteradas, observando 879 (IC959% 52-97) de
los pacientes con pruebas alteradas en el nivel primario vs secundario 35 (1C95% 21-
53) vs terciariofuniversitario 239 (1C959% 14-35); p=0,001.

También se evalud la asociacion entre el factor de riesgo Nivel de Escolaridad y prue-
bas alteradas, observando que los pacientes con escolaridad primaria presentaron mas
riesgo OR 22,4 (1C959 2,5-197) de tener pruebas alteradas que los pacientes con estu-
dios terciariosjuniversitarios. Cuando se analizé cada prueba por separado esta asocia-
cion se observo en la prueba de reloj OR 12 (1C959%1,9-75) y Boston 26 (1C95%3,9-170).

No se observo asociacion entre la edad, estado civil y funciones cognitivas.

Continuando con la evaluacion de los factores de riesgo se encontrd asociacion
entre perimetro abdominal menor o mayor de 130 cm vy alteracion de area memoria.
Pacientes con perimetro < 130y alteracion pruebas de memoria, 8 (13,8%); vs 10 (30,39%)
pacientes con perimetro > 130 cm y alteracion, p=0,05. OR 2,7 {1C95%1,12-9,13). No se
encontrd asociacion entre IMC < 40 0 > 40 y alteracion en las funciones cognitivas.

Tampoco se encontrd asociacion entre presencia de pruebas alteradas y enfermedades
asociadas a la obesidad como HTA, DM tipo 2, Dislipemia, Sme. Metabdlico e Insulino-
resistencia.

Comentarios finales

La edad media de las personas evaluadas fue de 47,76 anos de edad siendo la mayoria
de sexo femenino, de estado civil casado con un nivel de escolaridad alto.
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Las personas presentaron obesidad maérbida con alto porcentaje de patologias asocia-
das como resistencia a la insulina, Sindrome Metabélico, hipertension arterial, dislipi-
demia y diabetes.

Un tercio de los pacientes de la poblacion estudiada presentaba alteracion en las prue-
bas que evalGan la funcion cognitiva. Los dominios mas afectados por orden de fre-
cuencia fueron memoria y ejecucion.

Los pacientes con menor escolaridad tuvieron mayor porcentaje de pruebas alteradas
que los pacientes con mayor nivel de estudios. La menor escolaridad se asoci con
mayor riesgo de tener pruebas alteradas. El perimetro abdominal elevado se asocio con
mayor riesgo de pruebas alteradas en el area memoria.

No se encontrd asociacion entre funciones cognitivas alteradas y factores de riesgo
como estado civil, edad mayor o menor de 50 afios, IMC mayor o menor a 40, HTA, DM
tipo 2, Dislipemia, Sindrome Metabélico, Insulino Resistencia.

Bibliografia
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DETECCION DE INFECCIONES GENITALES POR BIOLOGIA MOLECULAR

Equipo: M. Teresa Damiani; Emilio Gassibe; Natalia Leiva; Diego San-
chez; Maria S. Fili Hidalgo ; Agustin Lujan

Instituciones: Hospital Central; Universidad Nacional de Cuyo

Contacto: meteresadamiani@gmail.com

Introduccion

La infeccion por Chlamydia trachomatis es la enfermedad bacteriana de transmision
sexual mas prevalente en el mundo, tanto en paises desarrollados como no desarrolla-
dos. En Argentina, son muy escasos y poco representativos (0s datos sobre prevalencia
e incidencia de infecciones clamidiales, debido a que se han investigado poblaciones
muy acotadas y circunscriptas a grandes centros urbanos como la zona metropolitana
de Buenos Aires.

En la practica médica cotidiana, la paciente que concurre a un centro asistencial con
sintomas de infeccion genital, es tratada con antibidticos sin haber realizado un diag-
nostico que revele cual es el microorganismo causante de dicha infeccion. Por otro
lado, la infeccion clamidial asintomatica es tres veces mas frecuente que la sintomatica,
lo cual lleva a un bajo nimero de consultas médicas. Esto, sumado a que en la practica
se procede al tratamiento sin el diagnéstico previo, como fue citado anteriormente, y
a que no se enfatiza en el tratamiento de las parejas sexuales ni en la prevencion de
la transmision, genera una alta tasa de recurrencia de la infeccion como asi también
un gran ndmero de personas infectadas que desconocen su condicion y actGan como
reservorio de la enfermedad. Esto convierte a la infeccion genital por Chlamydia tra-
chomatis en una “enfermedad silenciosa” ampliamente distribuida en la poblacion.

Esta infeccion afecta principalmente a la poblacion joven sexualmente activa, y lamen-
tablemente, la infeccion por Chlamydia trachomatis puede evolucionar a infertilidad
femenina en el 139 al 759 de los casos. El riesgo aumenta con el nimero de reinfec-
ciones y cronicidad de la infeccion. La bacteria sobrevive largos periodos de tiempo
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dentro de células cervicales por la falta de diagnostico y de tratamiento adecuados. La
respuesta inmunoldgica del huésped desencadenada por la persistencia intracelular
de este agente infeccioso, provoca inflamacion cronica, cicatrizacion y obstruccion de
la frompa de Falopio, y en consecuencia, infertilidad femenina. Ademas la Chlamydia
trachomatis es la causa mas frecuente en el mundo de ceguera prevenible o tracoma.
La conjuntiva y cornea de los recién nacidos puede infectarse al pasar por el canal del
parto. En consecuencia, el recién nacido puede desarrollar conjuntivitis y neumonia.
Los efectores publicos de salud de la provincia de Mendoza no realizan diagndstico de
la infeccion causada por Chlamydia trachomatis. La implementacion del diagndstico
precoz en grupos susceptibles, podra reducir los gastos ocasionados al sistema publico
de salud devengados del tratamiento de las patologias irreversibles ocasionadas por
Chlamydia, como infertilidad femenina. En este momento, la carencia de métodos para
el diagnostico de Chlamydia trachomatis en instituciones pablicas conduce a trata-
mientos antibidticos inadecuados que no logran erradicar la infeccion. Como conse-
cuencia existen elevadas tasas de reinfecciones, altos indices de cronicidad y un gran
ndmero de complicaciones y secuelas irreversibles.

Los obijetivos de este estudio son desarrollar y aplicar técnicas de biologia molecular
para la deteccion de Chlamydia trachomatis.

Método
Se trata de un disefio descriptivo transversal.

La presencia de C. trachomatis en células de cuello de Gtero puede ser detectada por
cultivo celular o por microscopia revelando la presencia de proteinas bacterianas en
los tejidos o exudados en estudio. En los Gltimos anos se han desarrollado técnicas
de biologia molecular que detectan la presencia de ADN bacteriano, estas pruebas
representan un importante avance en el diagnéstico de esta infeccion, ya que son al-
tamente sensibles y especificas. Ademas pueden utilizarse muestras no invasoras como
son los hisopados cervicales. Aunque estas técnicas son mas caras que los cultivos o la
deteccion antigénica, hay datos en la bibliografia mundial que sugieren que el dinero
ahorrado en la prevencion de la enfermedad pélvica inflamatoria y de la infertilidad
femenina supera ampliamente el costo de la prueba diagnostica.

Los efectores pablicos de salud de la provincia de Mendoza no realizan el diagndstico
de la infeccion causada por Chlamydia trachomatis. Es mas, no esta disponible en el
medio hospitalario la deteccion de la bacteria, ya sea mediante técnicas de biologia
celular {como cultivo celular e inmunodeteccion por fluorescencia de la bacteria) o por
biologia molecular (como la deteccion del ADN de Chlamydia por reaccién en cadena
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de la polimerasa o PCR). Es por ello, muy importante el desarrollo de estas herramien-
tas diagndsticas y su aplicacion en un hospital de referencia con una concurrencia tan
masiva como el Hospital Central de Mendoza.

Es muy importante introducir en los efectores de salud de la provincia el diagnéstico
de infeccion por Chlamydia trachomatis mediante PCR (amplificacion del ADN bacte-
riano). Esta técnica altamente especifica y sensible permite efectuar el diagnéstico en
infecciones cronicas, infecciones persistentes, 0 en presencia de baja carga bacteriana,
situaciones en las cuales otras técnicas diagnosticas son ineficaces.

Resultados

Este proyecto permitio el desarrollo de una técnica de biologia molecular {la PCR o
reaccion en cadena de la polimerasa) para la deteccion del ADN de la bacteria Chla-
mydia trachomatis en secreciones cervicales obtenidas durante la colposcopia o Pa-
panicolau. Esta técnica fue altamente sensible y especifica, y permitio la deteccion de
la presencia de una sola bacteria en la muestra analizada. Es importante recalcar, que
desarrollamos una metodologia que evitaria la utilizacion de equipos comerciales de
alto costo, y por el contrario, se utilizaron reactivos de preparacion en el laboratorio
para la conservacion de la muestra y la extraccion del ADN.

La confiabilidad y eficiencia del método de diagndstico desarrollado fue testeado con
muestras de bacterias purificadas, células en cultivo infectadas con la bacteria y exuda-
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dos vaginales y tejidos uterinos de ratones hembra con una infeccion clamidial genital.
Posteriormente, se analizaron las muestras de secreciones cervicales provenientes de
mujeres infértiles que concurrieron al Consultorio de Esterilidad del Servicio de Gineco-
logia del Hospital Central de Mendoza, las que fueron derivadas desde el hospital. Los
resultados obtenidos indican que el método de diagnostico molecular desarrollado es
robusto, confiable y altamente sensible.

La imagen de microscopia electronica obtenida en nuestro laboratorio mostré una
célula de cérvix infectada por Chlamydia trachomatis. Notese |a gran cantidad de bac-
terias (estructuras redondeadas de distinto tamafio) que se encuentran en el interior
celular.

Comentarios finales

El diagnostico sistematico de la presencia de Chlamydia trachomatis en secreciones
cervicales permitiran el disefio de politicas sanitarias locales que conduzcan a la pro-
teccion de la salud reproductiva de la mujer y a la prevencion de complicaciones de-
rivadas de las infecciones clamidiales no diagnosticadas y por ende, tratadas inade-
cuadamente. Entre las complicaciones mas severas que ocurren frecuentemente en las
infecciones clamidiales se encuentra la enfermedad inflamatoria pélvica y el embarazo
ectopico. La persistencia intracelular de la bacteria y la inflamacion crénica que acom-
pana a esta infeccion, termina produciendo obstruccion tubarica y consecuentemente,
infertilidad femenina. Estas patologias son de dificil tratamiento y ocasionan grandes
gastos al sistema publico de salud, particularmente, en este momento, luego de la
aprobacion de la Ley Nacional 24754 de Fertilizacion Asistida. Los costos de los tra-
tamientos de fertilidad son muy elevados, y el éxito de los mismos es muy reducido,
por lo que generalmente, se realizan mas de una vez por pareja infértil. El costo de la
deteccion sistematica de esta bacteria en la poblacion femenina en edad fértil por una
técnica sensible y especifica como es la PCR, es mucho menor que el tratamiento de las
secuelas derivadas de la infeccion. Consideramos que los resultados de este proyecto
contribuiran a reducir el impacto en el erario provincial de los gastos derivados de la
atencion de las complicaciones de estas infecciones al establecer métodos confiables
de diagnostico de Chlamydia trachomatis.

Ademas permitiran prevenir la infeccion ocular del recién nacido al pasar por el canal
del parto y contribuiran al programa de la OMS llamado VISION 2020 que persigue la
erradicacion del tracoma en el ano 2020.

El conocimiento de la realidad local y frecuencia en nuestro ambiente de infeccion
genital por Chlamydia trachomatis en la poblacién de mujeres infértiles en edad re-
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productiva, que asisten al Consultorio externo de Fertilidad del Servicio de Ginecologia
del Hospital Central de Mendoza, sera (til para el establecimiento de politicas de salud
publica.

Bibliografia
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DETECCION DE LOS VIRUS DE LA HEPATITIS A Y HEPATITIS E
EN EFLUENTES CLOACALES DE LA PROVINCIA DE MENDOZA

Equipo: Carlos Espul; Ivana G. Lo Castro; Héctor H. Cuello; Roxana
Silva; Nicolas Juarez

Instituciones: Hospital Central; Universidad Nacional de Cuyo; Universi-
dad Juan Agustin Maza

Contacto: carlosespul@gmail.com

Introduccion

Las deficientes condiciones socioeconémicas puestas de manifiesto a través de la falta
de agua potable, la ausencia de sistemas de canalizacion de efluentes cloacales y las
escasas conductas higiénico-preventivas que se observan en paises poco desarrollados
a nivel mundial y, especialmente en Latinoamérica, sirven de contexto social para com-
prender por qué aln en la actualidad existen infecciones como las ocasionadas por los
virus de las Hepatitis A y E. (Franco y col 2012)(Pelosi y col 2008).

En ambos casos, la infeccion ocurre principalmente por inoculacion oral de virus ex-
cretado fecalmente, a través de la ingesta de agua o alimentos contaminados, pero
también se considera incluso el contacto persona a persona (Brundage y col 2006).
Generalmente, es una enfermedad autolimitada que se resuelve sin consecuencias ni
procesos cronicos y que confiere inmunidad de por vida. No obstante, en algunos
casos puede evolucionar hacia formas clinicas mas prolongadas o recidivas o de ex-
trema gravedad como en el caso de la hepatitis fulminante (HF) ,con una incidencia
de 1/1.000 casos sintomaticos. [Franco y col 2012) (Hussain y col. 2011) (Brundage y col
2006) (Ministerio de Salud y Ambiente. 2005)

Un reciente informe sobre la situacion en Argentina revel6 que el 61 de los casos de
HF ocurridos entre los afos 1982 y 2002 tuvieron como Gnica causa la infeccion con el
HAV, con una mortalidad asociada del 509 (Gentile y col, 2013).

PROYECTOS DE INVESTIGACION 2014 17

ENFERMEDADES TRANSMISIBLES



ENFERMEDADES TRANSMISIBLES

A partir del afio 2005 se incorpor6 al calendario oficial de inmunizaciones la vacuna
para HAV al ano de vida. Esta medida, sumada a las mejoras higiénico-sanitarias
trajo aparejada una sustancial mejora de la situacion epidemioldgica. Pero paraddiji-
camente estos beneficios tuvieron también, como consecuencia, un corrimiento en la
incidencia de la infeccion a grupos etarios de mayor edad, en donde las repercusiones
clinicas son mas significativas (Gentile y col, 2013) (Yafiez y col, 2014).

Diversos estudios revelan circulacion de HAV en nuestra comunidad a través de brotes
registrados, y de aumento significativo de titulo de anticuerpos para HAV a través de
los afios en ninos vacunados. (Espul y col. 2012)

Con respecto al HEV ha sido descripto no sélo en humanos sino también en animales
como cerdos, jabalies y ciervos entre otros mamiferos, los que podrian actuar como
reservorio en zonas no endémicas, en las cuales la zoonosis podria ser una via de trans-
mision (Pavio y col, 2010). (Mirazo y col.2012).

Aligual que lo que sucede con HAV, la infeccion por el HEV es propicia a diseminarse
cuando existen condiciones tales como deficiencia en las condiciones sanitarias, ha-
cinamiento y desnutricion. Suele presentar un curso clinico benigno en la mayoria de
la poblacion, salvo en el caso que la infeccion ocurra en una mujer embarazada, en
cuyo caso la infeccion es muy severa y con peor prondstico. El rango de mortalidad
oscila entre el 10-25 9% en mujeres que estén cursando el tercer trimestre de gestacion.
Las causas de muerte incluyen fallo hepatico fulminante y complicaciones obstétricas
debido a hemorragias (Teshale y col. 2011) (Pelosi y col 2008).

En la Provincia de Mendoza hay reportes de identificacion de HEV en humanos (Munne
y col, 2011).y en cerdos recién nacidos de granjas (Espul y col, 2013).

Nuestro objetivo general fue detectar la presencia de los virus de la hepatitis Ay E en
efluentes cloacales del Gran Mendoza.

Método

Las muestras analizadas provinieron de las plantas de tratamiento de efluentes cloa-
cales de Paramillo, departamento de Lavalle y de Campo Espejo, departamento de Las
Heras, ambas de la provincia de Mendoza que periddicamente los técnicos de AySAM
recolectaron segln cronograma interno. El periodo abarcado fue desde febrero hasta
abril de 2015 inclusive, totalizando 32 muestras.

Los sitios fueron escogidos debido a de que ellos reciben los desagties liquidos y se-
misélidos domésticos del Gran Mendoza (Ciudad, Las Heras, Guaymallén, Godoy Cruz,
Lujan de Cuyo y Maipi), abarcando indirectamente 900.000 habitantes y representando
el 609 de los efluentes totales provinciales.
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Luego de estandarizar la técnica de filtracion, que se llevo a cabo en membranas car-
gadas negativamente con posterior elucion mediante diferencia de pH y concentracion
por ultrafiltracion, se logrd concentrar las muestras de 2 litros cada una a un volumen
de 2 a 4 ml. Posteriormente se extrajo el ARN mediante un kit comercial de QIAGEN® y
se conservo a -70°C hasta su procesamiento. Para validacion de técnica de filtracion y
concentracion se realizd inoculacion de 80 ul de fago PP7 a cada muestra antes de su
procesamiento y posterior q-PCR para el fago. Para HAV se realizd Nested RT-PCR con
enzima SuperScript® [ll PlatinumOneStep. y revelado mediante electroforesis en gel
de agarosa al 29 (banda de control positivo de ARN HAV 247 pb). Para HEV se realizo
q-PCR (control positivo ARN HEV Ct 25-26).

Resultados

En primer término se pudo constatar para la eficacia del proceso de filtracion y con-
centracion que el bacteriofago PP7 fue detectado en el 1009 de las muestras (32/32).

Ensayos de PCR cualitativa y cuantitativa fueron llevados a cabo para detectar la pre-
sencia de HAV y HEV respectivamente, en muestras de efluentes cloacales de las plan-
tas de tratamiento de Campo Espejo y Paramillo. De las 32 muestras estudiadas, en un
259% (8/32) se detectd al menos un tipo de virus. Usando Nested RT-PCR se identifico
la presencia de RNA para HAV en 15,559 (5/32) de las muestras, correspondiendo un
6,25% (2/18) a Campo Espejo y un 9,39 (3/18) a Paramillos. Cuando se realizé g-PCR
para HEV, se detectd un 9,3% (3/32) de muestras con Ct menor a 40. De éstas, una co-
rrespondid a Espejo y dos a Paramillos.

Comentarios finales

La identificacion de RNA de HAV en las muestras estudiadas de ambas plantas de
tratamiento, evidencia la presencia del virus en los efluentes cloacales de la poblacion
del Gran Mendoza. Seran necesarias técnicas de biologia molecular adicionales que
profundicen en este hallazgo y permitan cuantificar e identificar si los virus identifica-
dos pertenecen a la filogenia de nuestra region.

El haber obtenido un 15.559% de ARN de HAV en muestras con una naturaleza tan he-
terogéneas como son los efluentes cloacales, y solo habiendo abarcado cuatro meses
de relevamiento, presenta un marco muy esperanzador y optimista para continuar con
esta investigacion.

Con respecto a las muestras que evidenciaron presencia de RNA de HEV, no es opor-
tuno aventurar alguna conclusion, debido a los elevados Ct que presentaron. Serdn
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necesarios mayores y diversos analisis que arrojen [uz a estos resultados.

La deteccion de al menos un tipo de virus en 25% de las muestras incentiva nuevas
investigaciones con una mayor poblacion de estudio y con metodologias anexas que
aumenten las chances de hallazgos.
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Introduccion

Rotavirus (RV) es el principal agente causal de gastroenteritis aguda en nifios menores
de 5 afos, al igual que un importante agente de infeccion gastrointestinal en diferentes
géneros de animales (Parashar y col. 2003). Se estima que el mismo es responsable de
mas de 600.000 muertes por afio a nivel global, afectando principalmente a los pai-
ses en desarrollo en los cuales constituye un agente importante de morbi-mortalidad
infantil (Tate y col. 2008). En la Argentina las infecciones por RV son responsables de
numerosas consultas médicas anuales y del 409 de las internaciones por diarrea aguda
en nifios menores de 5 anos (Degiuseppe 2013).

El AU se encuentra formando parte de la estructura de diversas plantas. Se ha demos-
trado que posee diversas acciones bioldgicas entre las que se pueden mencionar las
propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes y anti-tumorales (Harmand y col. 2003).
Ademas, diversos estudios han demostrado que el AU tiene actividad antiviral en in-
fecciones por diferentes virus, como son el Virus de la Hepatitis C (Kong y col. 2007), el
Virus del Dengue (Brandao y col. 2013), el virus del Herpes Simpex (Bag y col. 2012), el
Virus del Papiloma Humano (Kazakova y col. 2010), y el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (Xu y col. 1996). En nuestro grupo de investigacion hipotetizamos que el AU
podria tener accion antiviral en infecciones por RV, afectando a una o mas etapas de su
ciclo de replicacion. Para ello, nos hemos centrado en la evaluacion del posible efecto
antiviral del compuesto AU, a partir de la utilizacion de un modelo de RV in vitro.

Objetivo: Evaluar la posible actividad antiviral del compuesto de origen natural cido
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ursolico (AU) en infecciones por RV in vitro.

Método

La metodologia empleada se basé en realizar infecciones con RV de las células suscep-
tibles in vitro en presencia o ausencia de AU, a diferentes tiempos y concentraciones,
partiendo del compuesto comercial AU (pureza >909%). El efecto del AU sobre la repli-
cacion del virus se estudio empleando técnicas convencionales de virologia y biologia
molecular y celular.

El ciclo de replicacion de RV es corto, generandose una camada de virus nuevos luego
de 10 a 12 horas post infeccion en cultivos de células susceptibles. Entonces, cuantifi-
camos la presencia de virus en el interior y exterior de las células infectadas luego del
tratamiento con AU (10 pM) tras 15 h de infeccion. Como se puede observar en la figura,
cuando las células se trataron con 10 pM de AU, se observd una disminucion signifi-
cativa de la cantidad de virus, tanto intra (barras negras) como extra-celular (barras
grises) en relacion con la condicion control (panel izquierdo del grafico). A la derecha
del grafico observamos que el tratamiento con una concentracién menor de AU no
mostrd efecto anti-viral. Este resultado indica claramente que el tratamiento con 10 pM
de AU durante 15 h tiene un efecto antiviral en la infeccion por RV en células MA104,

CELuLAS MA104
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Los asteriscos representan significancia estadistica de los datos: ** (p<0,5); *** (p<0,01).

La sintesis de proteinas virales fue interferida por el AU

El RV codifica diversas proteinas en su genoma. Con el fin de determinar si el AU afecta-
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ba especificamente la produccion de las proteinas virales determinamos los niveles de
dos de ellas (VP6 y VP7) en células infectadas y tratadas con AU a concentraciones de 5
UMy 10 uM o DMSO (control). Como se puede observar en la figura, tras el tratamiento
con 10 pM de AU, observamos una disminucion significativa en los niveles de VP6 y
VP7 evidenciado por bandas de menor intensidad. A su vez, tras el tratamiento con 5
UM de AU, no observamos diferencias significativas en relacion al control, tal como era
esperado. Este resultado refuerza el obtenido en el apartado anterior y permite conti-
nuar el estudio explorando de qué manera el AU actta en alguno o varios de los pasos
del ciclo de replicacion del virus involucrados en la produccion de las proteinas virales.

CELULAS MA104 16
1,2
©
DMSO AU 5uM AU 10uM | £
RVSA-11 - + - & e o < 06
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o
>

0,4
VP6
o
DMSO AU 5uM AU 10uM

actina

VP7y

VP7/Actina
&

DMSO AU s5uM AU 10uM

Los asteriscos representan significancia estadistica de os datos: ** (p<0,5); *** (p<0,01).

Comentarios finales

Los resultados obtenidos hasta el momento claramente evidencian que el compuesto
AU interfiere en el ciclo de replicacion de RV lo cual indica actividad anti-RV en infec-
ciones in vitro. Esta observacion, dada la completa originalidad del estudio, constituye
un importante aporte al conocimiento del area. Por otra parte, constituye el inicio de
una nueva linea de investigacion que continuara con el analisis detallado del mecanis-
mo de accion del AU como compuesto anti-RV.
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Introduccion

Los alimentos funcionales y sus principios bioactivos han sido intensamente estudia-
dos en relacion con sus efectos sobre la salud. Sin embargo, a pesar del gran volumen
de antecedentes en el tema, alin es necesario realizar numerosos estudios adicionales
para poder efectuar recomendaciones dietéticas basadas en hallazgos cientificos. En el
caso particular del aceite de oliva virgen, hasta el momento se desconocia si los princi-
pales fenoles antioxidantes que constituyen este tipo de aceite (hidroxitirosol y oleuro-
peina) inhiben la activacion de mastocitos, células del sistema inmune que participan
activamente en la patogénesis de enfermedades alérgicas, inflamatorias y tumorales.

En trabajos previos hemos demostrado que dehidroleucodina (DhL), principio activo de
Artemisia douglasiana Besser (planta medicinal regional popularmente conocida como
“matico” y consumida en infusiones), posee actividad antiulcerosa, antiinflamatoria,
antioxidante e inhibidora de la activacion de mastocitos (Penissi y col, 2003a; 2003b;
2003¢; 2005; 2006, 2008; 2009; Vera y cols, 2012). El presente trabajo también esta
relacionado con la investigacion biomédica de productos regionales y plantea el estu-
dio de la interaccion entre mastocitos y principios bioactivos presentes en alimentos
funcionales como el aceite de oliva virgen.

El aceite de oliva consta de una fraccion insaponificable rica en compuestos fenélicos,
como hidroxitirosol y oleuropeina (Visioli y col, 2000; Beauchamp y col, 2005; Smith y
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col, 2005; Turner y col, 2005).

Si bien se ha demostrado el poder antioxidante de hidroxitirosol y oleuropeina, hasta el
momento no se conocian los efectos de estos compuestos sobre la activacion de mas-
tocitos. Considerando que |a activacion mastocitaria incluye la produccion de especies
reactivas del oxigeno y que moléculas antioxidantes como flavonoides y DHL inhiben la
activacion mastocitaria, consideramos probable que hidroxitirosol y oleuropeina sean
capaces de inhibir la activacion de mastocitos, disminuyendo asi la produccion de me-
diadores de la inflamacion en respuesta a la injuria. La identificacion y estudio de los
mecanismos de accion de estos compuestos bioactivos constituiria un aporte de interés
con implicancias en la proteccion de enfermedades inflamatorias y tumorales.

Objetivo: Determinar la accion de los principales fenoles antioxidantes presentes en
el aceite de oliva virgen, hidroxitirosol y oleuropeina, en la prevenciénjtratamiento de
patologias inflamatorias y tumorales.

Objetivos especificos: Analizar el efecto de hidroxitirosol y oleuropeina sobre la activa-
cion de mastocitos inducida por estimulos inmunoldgicos y no inmunolégicos.

Método

Efecto de hidroxitirosol y oleuropeina sobre la activacion de mastocitos inducida por
estimulos inmunoldgicos y no inmunoldgicos: Se utilizaron ratas machos adultas de
la cepa Wistar (n=30), mantenidas en el bioterio del IHEM bajo estricto control de ali-
mentacion, temperatura y periodos de luzjoscuridad. Los animales se sacrificaron por
inhalacion de CO2. Los mastocitos fueron obtenidos por lavado peritoneal y luego pu-
rificados en gradiente discontinuo de solucion estéril de Percoll.

Los mastocitos purificados fueron incubados con: 1) solucion buffer 6 2) estimulo 6 3)
hidroxitiroso |+ estimulo 6 4) oleuropeina + estimulo. Los estimulos fueron compuesto
4880, iondforo de calcio A23187 y concanavalina A. Se utilizaron diferentes dosis de
hidroxitirosol y de oleuropeina (para construir las curvas dosis-respuesta) y distintos
tiempos de incubacion (para construir las curvas tiempo-respuesta). La viabilidad de
los mastocitos se evalud con azul tripan. En las soluciones de incubacion se cuantifico
la liberacion de -hexosaminidasa por ELISA como marcador de activacion mastocitaria.
En las células se estudio la concentracion de -hexosaminidasa remanente (no liberada)
luego de las incubaciones y la morfologia de los mastocitos por microscopia optica
y microscopia electronica de transmision. Se calculd el porcentaje de liberacion de
-hexosaminidasa.

Los resultados fueron analizados utilizando analisis de |a varianza de tipo 1 (ANOVA-1)
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seguido por la prueba de Tukey-Kramer. P<0,05 fue considerado estadisticamente sig-
nificativo.

Efecto de hidroxitirosol y oleuropeina en un modelo de Glcera gastrica mediada por
activacion de mastocitos: Se utiliz el modelo animal de produccion de inflamacion
y lesion gastrica por compuesto 48/80, un degranulador experimental de mastocitos
(Ohta y col, 2006). Se estudio el efecto de la administracion oral de diferentes dosis
de hidroxitirosol y oleuropeina sobre las lesiones de la mucosa gastrica inducidas por
compuesto 48/80 en ratas (0.75 mgjkg, i.p.). Se evaluaron ademas diferentes tiempos de
accion de los fenoles (previo y posterior a la administracion de compuesto 48/80). Las
ratas controles recibieron una inyeccion i.p. de agua destilada en lugar del compuesto
48/80 y se les administrd carboximetilcelulosa (CMC) al 0.4% v.0. en reemplazo de los
fenoles. Se sacrifico a los animales por dislocacion cervical y se les extrajo el estomago
[region corpo-fundica). Se calcul6 el indice ulcerogénico para cada grupo experimental
teniendo en cuenta el nimero y tamano de las lesiones segln la escala de Marazzi,
Uberti y Turba bajo lupa estereoscopica. Ademas el material se fijo en Bouin y se in-
cluyd en parafina. Se realizaron cortes seriados de 5 m donde se realizaron estudios
inmunohistoquimicos con anticuerpos anti-histamina. Para el analisis cuantitativo de
la expresion inmunohistoquimica de dicho mediador mastocitario se utilizé un sistema
de videomicroscopia y analisis de imagenes asistido por computadora. Se estudié el
ntmero de células inmunopositivas. Otro grupo de muestras fue fijado en glutaralde-
hido y procesado para microscopia electrénica de barrido. Los resultados se expresaron
como ndmero de mastocitos por mm?2 y se analizaron utilizando analisis de la varianza
de tipo 1 (ANOVA-1) seguido por la prueba de Tukey-Kramer. P<0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

Efecto de hidroxitirosol sobre la proliferacion de células tumorales de cancer de mama
humano:

Las lineas celulares tumorales mamarias humanas MDA-MB-231 se cultivaron en me-
dio RPMI 1640, que fueron incubadas con hidroxitirosol 0.001 pM-10 pM. La prolifera-
cion clonogénica se determind contando colonias formadas por 50 células o mas. Los
resultados fueron analizados utilizando ANOVA-1 seguido por prueba Tukey-Kramer.
P<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

Resultados

Efecto de hidroxitirosol y oleuropeina sobre la activacion de mastocitos inducida por
estimulos inmunolégicos y no inmunoldgicos: La incubacion de los mastocitos con
concanavalina A (ConA, 5 pg/ml), compuesto 48/80 (48/80, 10 pg/ml) y con el ionéforo
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de calcio A23187 (A23187, 50 pg/ml), indujo un incremento significativo de la libera-
cion de -hexosaminidasa, comparado con el grupo control. Este efecto fue inhibido, en
forma dosis- y tiempo dependiente, por preincubacion con hidroxitirosol y oleuropeina.

Los mastocitos tenidos con azul de toluidina se identificaron facilmente por la pre-
sencia en su citoplasma de granulos secretorios metacromaticos. Los mastocitos del
grupo basal mostraron abundante cantidad de granulos de secrecion en su citoplasma
y una superficie celular regular. Los mastocitos estimulados con 48/80, Con A o A23187
presentaron un masivo proceso de granulacion, observandose granulos que protruyen
de la superficie celular y una superficie celular irregular. Los mastocitos tratados con
hidroxitirosol (100 uM), al igual que oleuropeina (100 uM), e incubados durante 10 mi-
nutos previo a la estimulacion con 48/80, Con A 0 A23187, presentaron una morfologia
similar a los del grupo basal.

Los mastocitos se identificaron facilmente por la presencia de un nicleo redondeado
con cromatina moderadamente condensada y la presencia en su citoplasma de gra-
nulos secretorios electronicamente densos. Los mastocitos del grupo basal mostraron
abundante cantidad de granulos de secrecion en su citoplasma y una superficie celu-
lar con abundantes microvellosidades. Los mastocitos estimulados con 48/80, ConA o
A23187 presentaron un masivo proceso de de granulacion, observandose granulos que
protruyen de la superficie celular, una superficie celular irregular, granulos con menor
densidad electronica y presencia de canales de exocitosis. Los mastocitos tratados con
hidroxitirosol (100 pM), al igual que oleuropeina (100 uM), e incubados durante 10 mi-
nutos previo a la estimulacion con 48/80, ConA o A23187, presentaron una morfologia
similar a los del grupo basal.

Efecto de hidroxitirosol y oleuropeina en un modelo de dlcera gastrica mediada por
activacion de mastocitos: El grupo tratado con compuesto 48/80 presentd un indice
ulcerogénico significativamente mayor que el del grupo control negativo. Los grupos
tratados con los fenoles presentaron indices ulcerogénicosmenores que los del grupo
48)80. El indice ulcerogénico del grupo tratado con cromoglicato de sodio fue mayor
que el correspondiente a los fenoles. Estos resultados se correspondieron con el aspec-
to macroscopico y con los estudios histoldgicos, inmunohistoquimicos y ultraestruc-
turales.

Efecto de hidroxitirosol sobre la proliferacion de células tumorales de cancer de mama
humano: Hidroxitirosol inhibi6 significativamente (P<0,001) la proliferacion celular de
la linea tumoral MDA-MB-231 a partir de concentraciones de 10 pM.
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Comentarios finales

Los resultados obtenidos a partir del presente proyecto permiten concluir que: 1) Hi-
droxitirosol y oleuropeina inhiben, en forma dosis- y tiempo-dependiente, la activacion
de mastocitos inducida por compuesto 48/80, concanavalina A y el ionéforo de calcio
A23187, actuando asi como estabilizadores mastocitarios; 2) Hidroxitirosol y oleuropei-
na inhiben la activacion de mastocitos en un modelo in vivo de inflamacion y Glcera
gastrica. El poder citoprotector de estos fenoles del aceite de oliva virgen es mayor
que el del compuesto de referencia cromoglicato de sodio; 3) Hidroxitirosol inhibe la
proliferacion de células tumorales de cancer de mama humano triple negativo; 4) Los
resultados obtenidos podrian constituir un aporte de interés en el conocimiento de las
acciones benéficas para la salud de los alimentos funcionales regionales como el aceite
de oliva virgen, con implicancias evidentes en la proteccion de enfermedades alérgicas,
inflamatorias y tumorales.
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MEDIO AMBIENTE Y MAL FORMACIONES CONGENITAS

Equipo: Carina Nuiiez; Ana L. Vargas; Alejandra Monllor; Silvia Lopez;
Carina Herrera; Marianela Usuna

Instituciones: Direccion de Salud municipal de Las Heras; Programa de
malformaciones craneofaciales, Ministerio de Salud; Universidad Nacio-
nal de Cuyo

Contacto: cenconil@gmail.com

Introduccion

Las malformaciones congénitas se producen durante el desarrollo embrioldgico por la
accion de factores genéticos, por la influencia de factores ambientales o la combina-
cion de ambos. Cada afio nacen aproximadamente 8 millones de nifios con defectos
congénitos en el mundo, de los cuales alrededor de 3 millones fallecen por dichos
defectos y el resto presenta una discapacidad fisica o intelectual por el resto de su vida.

Se calcula que un 49 de los nifios nacidos en los paises de ingresos altos tienen un
defecto congénito mientras que esa cantidad se duplica en los paises de bajos ingresos.

En el afo 2010, la Asamblea de la Organizacion Mundial de la Salud adopt6 una re-
solucion sobre malformaciones congénitas, instando a todos los paises miembros, a
promover la prevencion y mejorar la salud de los ninos afectados con ellas.

En esa resolucion se define a las malformaciones congénitas como anomalias estructu-
rales o funcionales que ocurren durante toda la vida intrauterina y se pueden identifi-
car en la etapa prenatal, al nacimiento o posteriormente,

En Latinoamérica se ha producido una “transicion epidemiol6gica”, con mayor preva-
lencia actual de enfermedades cronicas incluyendo las malformaciones congénitas,
debido a la existencia de factores ambientales contaminantes. En nuestro pais la mor-
talidad infantil ha decrecido en forma constante con algunas diferencias regionales
y muestra un cambio en las causas que la determinan, ya que se han reducido las
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patologias agudas por los tratamientos, pero ha permanecido sin cambios el nimero
de muertes determinadas por malformaciones congénitas.

En el documento de UNICEF sobre Argentina publicado en el afo 2014, y en el Boletin
142 del Sistema Estadistico de Salud de la Argentina, se indica que la mortalidad infan-
til en Argentina en el afo 2012 fue de 11,1/1000 nacidos vivos y la de Cuyo en particular
fue de 9,8. Las causas determinantes en primer lugar fueron las de origen perinatal y
en segundo lugar, las malformaciones congénitas. A pesar de las mejoras tecnologicas
y de formacion de recursos humanos, la etiologia del 709 de las malformaciones con-
génitas permanece desconocida. El 20% de los casos tiene origen genético y el 10% se
relaciona con factores ambientales.

Teniendo en cuenta la importancia que el medio ambiente tiene en el desarrollo y la
salud de los diferentes grupos humanos, se disend este proyecto de investigacion con
el objetivo principal de establecer si el lugar de residencia y la actividad laboral de dos
poblaciones de Mendoza con factores de riesgo ambiental comprobado, han determi-
nado efectos en el desarrollo de los nifios favoreciendo la aparicion de mayor cantidad
de malformaciones que |a esperada en la poblacion general.

Este obijetivo principal responde a la hipétesis de trabajo propuesta de que la accion
de factores ambientales adversos determinaria mayor frecuencia de malformaciones
congeénitas.

Los objetivos especificos, para llevar a cabo la investigacion consistieron en: 1.- Des-
cribir los resultados de una encuesta, con la participacion de agentes sanitarios, en la
muestra definida en el Borbollon y Secano

2.- |dentificar la exposicion a factores quimicos y deficiencias nutricionales de ambas
comunidades y 3. Describir la relacion con la aparicion de malformaciones congénitas
a través de los datos relevados en la encuesta.

Método

La investigacion respondid a una estrategia de investigacion cuantitativa, descriptivo
transversal, con el objeto de detectar elementos teratogénicos y otros factores socio
ambientales, a los que se exponen mujeres en edad fértil, que hubiesen tenido hijos o
estuviesen embarazadas en el momento de la aplicacion de la encuesta, que trabajan
en el reciclado de basura en el distrito El Borbolldn (Las Heras) y la exposicion a ele-
mentos teratogénicos que afectan a las mujeres de iguales caracteristicas , que viven
en la zona desértica del secano (Lavalle).
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La eleccion de la muestra fue intencional. Se aplicd como instrumento de investigacion
una encuesta sobre los factores ambientales con probable efecto teratogénico y la
composicion de la alimentacion y contaminacion del agua. Se entrevistaron 50 mujeres
y 50 participantes como comparacion en El Borbollon y 59 en cada grupo del Secano y

en el distrito de comparacion.

Resultados
DATOS RELEVANTES EL BORBOLLON EL BORBOLLON SECANO (LAVA- COSTA DE ARAU-
RELACIONADOS (LAS HERAS) (LAS HERAS) LLE) MUESTRAEN  ]O (LAVALLE)
CON EL OBJETIVO MUESTRA EN GRUPO DE COM- ESTUDIO GRUPO DE
PRINCIPAL ESTUDIO PARACION COMPARACION
Mujeres embarazadas 7 (14%) 5 (10%) 8 (13,6%) 7 (11,8%)
durante la realizacion
del trabajo.
Exposicion a pesti- 27 (54%) 9 (18%) 9 (15%) 16 (279%)
cidas, fertilizantes,
pintura, solventes,
acidos, lavandina.
“g Contaminantes en 7 (14%) - 30 (50.8%) 8 (36.6%)
£ el agua de consumo
o (arsénico).
o
B Enfermedades - 4 (8%) 5 (8.5%) 1(17%)
=} infecciosas durante la
§ gestacion (toxoplas-
v mosis)
&
g Consumo de tabaco 8 (16%) 13 (269%) - 22 (37.29%)
= Consumo de alcohol 29 (58%) 1(29) . 15 (25.4%)
Consumo de mari- 1(2%) - - 3 (5%)
huana/ cocaina
] Consanguinidad - 3 (6%) 6 (10.29) 7 (11.8%)
32 reconocida
oE
E‘E Fisuras oro faciales 3 (6%) 4 (8%) 2 (3.4%) 5 (8.5%)
=
g§ Otras malformaciones 2 (&) (25%) - -
=
= Hidrocefalia (14%) - - -
Abortos (14,287%) 13 (26%) 5 (8.5%) 14 (14%)
Nifios fallecidos 11 (229%) 4 (8%) 8 (13.6%) 5 (8.5%)
Macronutrientes 7 (14%) Aporte adecuado | Aporte adecuado | Aporte adecuado
Micronutrientes - - Vit A D, Einsuficientes -

Aporte insuficiente de Ca, Mg y vit. C en todos los grupos

Los datos obtenidos mediante la aplicacion de la encuesta en los grupos selecciona-
dos, no demuestra un aumento significativo de la frecuencia de malformaciones con
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respecto a los valores esperados para la poblacion general (2-49), por lo que no se
comprobd en esta etapa del proyecto a hip6tesis establecida.

Se pudo identificar la accion de varios agentes teratogénicos en los grupos en estudio
y en los grupos de comparacion, que indicarian una situacion de riesgo de la poblacion
residente en los lugares seleccionados. Se detectd un alto porcentaje de tabaquismo
y exposicion a agentes quimicos por contacto o ingesta de los mismos en el agua de
consumo.

Comentarios finales

Es significativo el nimero de abortos considerando que el porcentaje de abortos en la
poblacion general es aproximadamente 79 y el nimero de nifos fallecidos merece una
investigacion detallada para detectar las causas determinantes. En los porcentajes de
“otras malformaciones” encontrados en El Borbollon requieren un analisis muy deta-
llado para clarificar los valores encontrados. Llama la atencion la informacion sobre el
grupo de comparacion de Costa de Araujo ya que tiene valores elevados de consumo
de tabaco, alcohol y sustancias psicoactivas que son responsables de simdromes mal-
formativos, restriccion del peso y prematurez en los recién nacidos.
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PLAGUICIDAS AGRICOLAS EN MAIPU, SAN MARTIN, Y SALUD
GENETICA DE APLICADORES Y ANIMALES

Equipo: Daniela M Ferré, Martin Quero, Aldo Saracco, Marcelo Tornello,
Valeria Lentini, Valentina Hynes, Nora B Gorla

Instituciones: Departamento de Toxicologia, Ministerio de Salud; Univer-
sidad Juan Agustin Maza

Contacto: danitasol@hotmail.com

Introduccion

El uso de plaguicidas agricolas tiene consecuencias negativas en las especies “no
blanco”, y existen biomarcadores de probada sensibilidad para medir exposicion ge-
notoxica, con capacidad predictiva de riesgos asociados con defectos genéticos en el
mantenimiento del genoma, envejecimiento acelerado, dano genotoxico, algunas en-
fermedades degenerativas y cancer (Holland et al, 2008, Ceppi et al, 2010). Los ani-
males domésticos al compartir el mismo ambiente que las personas, estan expuestos
a casi todos los mismos contaminantes. Los animales pueden ser utilizados como cen-
tinelas de contaminacion, con la intencion de advertir la presencia de contaminantes
en el ambiente y anticipar el efecto de los mismos en las personas (Backer et al, 2001).

El objetivo general de esta investigacion fue realizar un relevamiento en fincas fruti-
horticolas de Maipl y San Martin (Mendoza), de los plaguicidas agricolas mas usados,
modos de uso, y biomonitorear trabajadores rurales que aplican plaguicidas y sus ani-
males domésticos, para evaluar la exposicion a los mismos y los efectos en la salud
genética y ambiental, para aportar a la prevencion de enfermedades cronicas.

Método

Es un disefo analitico observacional no experimental. Mediante entrevistas se obtuvo
informacion sobre datos demograficos, caracteristicas de la finca, tipos de plaguicidas,
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frecuencia y duracion de los mismos, tipos de métodos de aplicacion, practicas de
trabajo, equipos de proteccion personal, y manejo de envases vacios de plaguicidas.
Del total de los entrevistados, 17 fueron estudiados mediante el ensayo citoma bucal
(Thomas et al, 2009). Se tuvieron en cuenta aspectos necesarios y para el biomonitoreo
de personas expuestas (Albertini et al, 2000). Al grupo urbano control se le realizo el
mismo estudio, que ademas fue adaptado por primera vez para caninos y equinos y
realizado en los animales domésticos presentes en el lugar. Se realizo analisis estadis-
tico de los datos con software Prisma version 5.0, test de Kolmogorov-smirnov y Mann
Whitney.

Resultados

A continuacion seleccionamos los resultados que consideramos mas significativos a ser
comunicados:

Plaguicidas que se usan en la produccion de alimentos vegetales de Maipd y San Mar-
tn:

En los graficos siguientes se presentan los tipos de plaguicidas (principios activos) mas
usados en produccion frutihorticola de Maipd y San Martin.

INSECTICIDAS MAS USADOS EN PRODUCCION FRUTIHORTICOLA DE MAIPQ Y SAN MARTIN DURANTE EL 2014

N=91 (1009%) menciones de uso de

insecticidas

otros: incluidos 18 tipos de insecticidas clorpirifos (N=17),
reportados como los menos usados Sine 18,70%

con menos de 3 menciones de uso 36,27;10

cada uno N<3
(N=13),

metoxifenocide
(N=7),769%  metidation
(N=10), 10,98%

rmetrina (N=11),
12,08%
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HERBICIDAS MAS USADOS EN PRODUCCION FRUTIHORTICOLAS DE MAIPU Y SAN MARTIN DURANTE EL 2014

haloxifop (N=2),
79

dicloruro de paraqua
(N=2), 79

glifosato (N=21),

trifluradina (N=3), 759

11%

(N=28], 1009% menciones
de uso de herbicidas

En la siguiente tabla se describen las caracteristicas de los plaguicidas mas usados por
trabajadores agricolas de Maipl y San Martin durante el ano 2014:

Phwaiss (Iasiﬁta('ﬁn segin Grupo quimico Toxicidad aguda (OMS)* | Toxicidad cronica (EPA)* Toxicidad cronica Produccidn agricola en
acon (IARC} Mendoza “

Glifosato herbicida aminas acidas Il NL 2a (2015) frutihorticola

Clorpirifos insecticida organofosforado Il Grupo E NL frutihorticola

Imidacloprid insecticida neonicotinoide Il Grupo E NL frutihorticola

Cipermetrina insecticida piretroide Il Grupo C NL frutihorticola
Metidation insecticida organofosforado Ib Grupo C NL frutal

1. Clasificacion segln Organizacion Mundial de la Salud . Clase Ib: altamente peligroso;
Clase II, Moderadamente peligroso, segin criterios de toxicidad aguda (DL50).

2. Agencia de Proteccion Ambiental, EEUU. Grupo E, con evidencia de no carcinogeni-
cidad para humanos y Grupo C, posible carcinégeno humano (carcinogenicidad)

3. Clasificacion segln Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, OMS,
Grupo 2a: Probable carcinégeno y NL, No Listado.

4, Relevamiento de 55 entrevistas realizadas en los departamentos de MaipG y San

36 PROYECTOS DE INVESTIGACION 2014



Martin de Mendoza durante el 2014

En cuanto a su toxicidad aguda, segiin datos del Centro de Informacion y Asesoramien-
to Toxicologico (CIAT), en la provincia de Mendoza durante los anos 2010-2013, los
plaguicidas agricolas ocupan el tercer lugar de causas de intoxicaciones en Mendoza
(aprox. 120 consultas), priorizado por los medicamentos (aprox. 700 consultas) y se-
guido de plaguicidas de uso doméstico (aprox. 200 consultas), mientras que en dltimo
lugar se encuentran los productos veterinarios.

Posibilidades de exposicion a plaguicidas y de contaminacion ambiental.

Casi el 609 de los entrevistados usa de uno a tres elementos de proteccion personal
(EPP), y el 9% no los utiliza. En nuestro estudio sélo el 369 de los trabajadores utiliza el
impermeable de hule y los guantes que usan son de tela tejida no recomendada. Quie-
nes utilizan barbijos o pafuelos de tela, no protegen sus ojos. S6lo el 189 relata usar de
botas de goma y el resto de los trabajadores utiliza calzado no apropiado.

En la zona rural en estudio, el 809 de los trabajadores conoce el método de triple lava-
do, aunque solamente lo realiza el 309, y lo hacen para no desperdiciar producto, sin
advertir la peligrosidad que posee el envase vacio para ellos, sus familias y el ambiente.
El 329 de los entrevistados relata que los envases vacios le son retirados para progra-
mas de reciclado, el mayor porcentaje de los trabajadores los incinera.

Ensayo citoma bucal. Alteraciones nucleares de los trabajadores agricolas y sus animales:

Respecto a su potencialidad de toxicidad cronica, las variables que resultaron con dife-
rencias estadisticamente significativas entre los grupos de trabajadores de Maipi y San
Martin y el grupo control fueron las células con microndcleos, células basales, células
binucleadas y células con brotes nucleares. El ensayo MN-citoma bucal fue adaptado
satisfactoriamente a los animales en estudio. Las células con nicleos picnéticos, cario-
[iticos y ndcleos lobulados fueron las variables que resultaron con valores estadistica-
mente significativos entre los grupos de referencia o control y el grupo de caninos de
las fincas de Maipd y San Martin donde utilizan plaguicidas.

Comentarios finales

El analisis de los plaguicidas mas citados por los trabajadores indica que dos son or-
gano-fosforados, cuyo mecanismo de accion contra los insectos es el bloqueo de una
enzima que degrada al neurotransmisor acetilcolina, que también tenemos los seres
humanos, y es la causa por la que nos intoxicamos cuando tomamos contacto con
cantidades suficientes de un 6rgano-fosforado, lo que genera un cuadro nervioso que
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incluye convulsiones y que puede terminar en la muerte. Los 6rgano-fosforados son
clasificados por la OMS como alta y moderadamente peligrosos.

El metidation, 4to. insecticida mas citado por nuestros entrevistados, fue prohibido en
la Unién Europea por la regulacion/ directiva 777/2006 (04/129) (http:/jwww.pan-euro-
pe.info/Resources|Links/Banned _in_the EU.pdf). La legislacion de la Union Europea, ha
prohibido (“banned”) la comercializacion y uso de productos que protegen las plantas
que contengan sustancias activas, las cuales, ain si se aplican de manera apropiada,
puede tener efectos dafiinos sobre la salud humana o el ambiente [http:/jwww.pesti-
cides.gov.uk/guidance|).

En cuanto al glifosato, los resultados obtenidos hasta el momento en los ensayos de
genotoxicidad han demostrado que glifosato no es un herbicida exento de riesgo de
toxicidad genética para la poblacion expuesta. Se ha evidenciado la capacidad del
glifosato de producir alteraciones genéticas a través de una variedad de ensayos en
los que se han hallado resultados positivos (Mafas et al, 2009; Manas, 2012). El uso del
glifosato es exponencial, tanto el principio activo como su metabolito AMPA son per-
sistentes en el ambiente (Battaglin et al, 2005), se lo encuentra en aguas superficiales
en zonas de nuestro pais donde se lo usa con frecuencia, escurre hacia corrientes de
agua cercanas, pudiendo generar contaminacion en lugares distantes a los sitios de
aplicacion (Peruzzo et al, 2008).

Por todo lo expuesto creemos que es necesario que comencemos a hablar de un “uso
sustentable de plaguicidas” (http:/jwww.pesticides.gov.uk/guidance). El uso responsa-
ble y sustentable de plaguicidas puede proporcionar beneficios sustanciales para la
sociedad incluyendo: asegurar de que tendremos acceso a una cantidad suficiente de
alimentos de buena calidad pero manteniendo los ambientes urbanos, controlando las
especies invasivas pero protegiendo el agua, apostando a la conservacion de la natu-
raleza, manejo adecuado de los recipientes vacios, correcto transporte de productos
peligrosos, capacitacion en la prevencion de accidentes, los usuarios de plaguicidas
deben tener capacitacion profesional, los asesores de uso de plaguicidas deben estar
correctamente informados, informar al pablico en general y poner en marcha sistemas
para recopilar informacion sobre incidentes de intoxicacion aguda y los historiales de
envenenamiento cronico. Para un uso sustentable de plaguicidas la fumigacion aérea
debe estar prohibida, como en Europa, no se realiza en Mendoza pero si en otras pro-
vincias de nuestro pais; minimizar o prohibir el uso de plaguicidas en algunas zonas
criticas por razones de salud o proteccion del ambiente, todos los equipos de aplicacion
de plaguicidas tienen que ser inspeccionados al menos una vez al aio para un uso efi-
ciente y adecuado de cualquier producto, y promover un “Manejo Integrado de Plagas”
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[MIP): promover un manejo agricola con baja incorporacion de plaguicidas, incluyendo
métodos no quimicos. La Unién Europea reglament6 que los usuarios profesionales
tendran que aplicar los principios generales del MIP ya desde el 1 de enero de 2014
(http:/leceuropa.euffood|plant/pesticides|sustainable_use pesticides/index_en.htm).

El dano genético en los trabajadores expuestos presentd un aumento significativo en
células micronucleadas, brotes nucleares y células binucleadas. El dano genético en los
caninos expuestos presentd un aumento en células picnéticas, células carioliticas y cé-
lulas con nacleos lobulados. Las alteraciones nucleares observadas en caninos no coin-
ciden con las observadas en seres humanos. El nimero de caninos estudiados es adn
insuficiente y es nuestra intencion aumentarlo, al igual que el nimero de equinos. Si
bien no es posible demostrar con certeza una relacion en particular entre la exposicion
a los citados plaguicidas y las alteraciones nucleares observadas en células exfoliadas
de humanos y animales, estas alteraciones son una realidad, con la importancia de que
no provienen de sistemas in vitro o producidos experimentalmente in vivo en anima-
les, sino que provienen de observaciones directas de personas y animales expuestos a
plaguicidas agricolas.
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VALIDACION DE LA METODOLOGIA “MLPA” PARA
LA DETERMINACION DEL ONCOGEN ERBB2 EN
CARCINOMAS DE MAMA

Equipo: Maria Roqué; Francisco Gago; Javier Orozco; Barbara Mendion-
do; Olga Tello; Sergio Laurito; Guillermo Urrutia

Instituciones: Area Sanitaria de Godoy Cruz, Ministerio de Salud; Univer-
sidad Nacional de Cuyo

Contacto: mroque@mendoza-conicet.gob.ar

Introduccion

El cancer de mama esta entre las principales causas de muerte de mujeres en Argen-
tina, siendo Mendoza y San Luis las dos provincias con mayor tasa de mortalidad. Los
avances en gendmica y protedmica han permitido identificar marcadores prondsticos
y predictivos que contribuyen a mejorar la sobrevida. La sobre-expresionjfamplificacion
del oncogen HER2 (17q12] es un factor de mal pronéstico e indicador de sensibilidad al
anticuerpo monoclonal Trastuzumab (Herceptin). Las guias internacionales de la Ame-
rican Society of Clinical Oncology (ASCO) y el College of American Pathologists (CAP)
indican que la determinacion de HER2 se debe realizar en los carcinomas mamarios in-
vasores primarios y en sus metastasis por Inmunohistoquimica (IHQ) o por metodolo-
gias de hibridacion de sondas in-situ (FISH/CISH). Cualquier otro test debe ser validado
respecto de éstos. Los valores para informar tumores HER2 positivos y negativos estan
establecidos. Los resultados ++ son considerados equivocos y requieren ser resueltos
por la metodologia no utilizada en primera instancia (FISH/CISH).

En Mendoza las determinaciones para HER2 se realizan por IHQ. Los casos intermedios
son derivados para estudios FISH|CISH a las provincias de Cordoba y Buenos Aires.
En Mendoza no existe servicio de IHQ en entidades publicas. Entre los laboratorios
privados, se observa alta variabilidad entre resultados de IHQ y discordancia con la
clinica. Una dificultad que se agrega a las determinaciones HER2 es la heterogeneidad
tumoral, que afecta a los resultados dependiendo de qué porcién del tumor se analice.
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Los objetivos son: contribuir al diagnéstico y tratamiento del cancer de mama con la
validacion de una nueva metodologia basada en hibridacion de sondas, denominada
MLPA, para determinar la amplificacion del oncogen ERBB2.

Método

Es un estudio analitico observacional. Pacientes y muestras. Luego de la firma de un
consentimiento informado aprobado por el comité de ética de la UNCuyo, 11 pacientes
con carcinomas ductales invasores fueron incluidas en el estudio.

Extraccion ADN. El ADN fue extraido tanto de tumores frescos como de tejido tumoral
embebido en parafina, mediante protocolos basados en la utilizacion de proteinasa K
y precipitacion con cloroformo-alcohol isoamilico, a los efectos de obtener cantidad y
calidad de ADN suficiente para su posterior hibridacion con sondas.

Ensayos de MLPA: Los ensayos de MLPA se realizaron sobre una cantidad minima de
ADN (20 mg) a los efectos de diluir posible contaminacion con células normales. En
breve, los ensayos consisten en una del ADN templado, hibridacion con diferentes
pares de sondas, su posterior ligacion y amplificacion con un set de primeros marcados
con fluorescencia. La posterior resolucién de los productos de amplificacion, se realiza
por electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI3130. Cada ensayo se
acompana con el analisis en una muestra control de copias genomicas normales.

Resultados

Analisis de amplificacion de ERBB2 por MLPA: Una de las dificultades para determinar
amplificacion de copias gendmicas es la contaminacion de la muestra con células nor-
males. MLPA es una metodologia semi-cuantitativa que permite detectar la amplifica-
cion en términos de porcentajes. Si bien su umbral de deteccion es altamente sensible,
un exceso de ADN normal podria impedir la identificacion de la amplificacion tumoral.
Es por esto que se decidio realizar ensayos partiendo de cantidades minimas de ADN
a los efectos de minimizar el impacto de células normales, células mesenquimales y
leucocitos que portan 2 copias de ERBB2 en condiciones de normalidad. Para esto
se establecio como criterio partir de 20 mg totales, el minimo valor sugerido por los
creadores de la metodologia (www.mlpa.com) Los resultados de MLPA revelaron que
en todos los casos se pudo determinar el estado del oncogen ERBB2.

El kit de sondas utilizado (P004) incluye 4 sondas para ERBB2 que hibridan en los exo-
nes 7, 22, 28 y 29 como regiones representativas del oncogen. A su vez, incluye varias
sondas mas para la region 17q y 17p.
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Los 11 carcinomas analizados abarcaban todos los resultados posibles para IHQ: un
tumor IHQ-, dos tumores IHQ+, cinco tumores IHQ++ (resultados que requieren reso-
lucién por otro método) y tres tumores IHQ+++. Los resultados de MLPA se muestran
en la figura 1, presentando el analisis de ratio entre las copias de ERBB2 en la muestra
tumoral y en una muestra control de tejido normal. Para considerar un resultado por
MLPA positivo para la amplificacion de ERBB2, se tom6 como umbral un valor > a 2.
Somos conscientes de que este cut-off es superior al utilizado por otros autores que
sugieren en la literatura un ratio > 1.3 para considerar ERBB2 amplificado. Nuestro
propdsito en una primera instancia, fue mantener un criterio altamente conservador.
En la Figura 1 se pueden observar los analisis de tasas entre el nimero de copias de
ERBB2 en algunas de las muestras estudiadas y el control sano (tejido mamario normal
obtenido de margen de reseccion quirtrgica).

Figura 1. Analisis de ratio de los ensayos de MLPA, en-
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De los 11 andlisis por MLPA, 7 coinciden con los resultados IHQ y 4 son discordantes.
De los 4 discordantes, todas fueron repetidas por MLPA y mantuvieron el resultado y es
valioso distinguir las diferencias observadas. La primera discordancia (Figura 1, primer
panel, CMT93) revela un resultado de MLPA positivo (ratio >2), con un resultado e IHQ
+ (considerado negativo). A su vez, el Gltimo panel de la Figura 1 (CMT33) presenta un
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resultado de MLPA negativo (ratio <2) y un resultado de IHQ+++ [positivo sin requerir
analisis por ISH). Estas dos discrepancias probablemente sean explicables por la hete-
rogeneidad intra-tumoral. Las muestras que se utilizaron para ambos ensayos fueron
tomadas en diferentes instancias, y pueden no representar la misma parte del tumor.
Estos datos sugieren que en tumores altamente heterogéneos, los analisis para cotejar
resultados deberan realizarse a partir de una misma porcién tumoral. Ademas, indican
la importancia de evaluar distintas secciones del tumor para descartar discrepancias
debido a la heterogeneidad espacial. Otra explicacion es la posible variabilidad de
los ensayos de IHQ, que depende en grande de la calidad del anticuerpo utilizado, la
marca, y el protocolo utilizado. En este sentido, MLPA es mds robusto, presenta alta
repetibilidad si las condiciones iniciales de ADN son respetadas.

Las otras dos discrepancias corresponden a dos tumores (CMT91 y CMT18) con resul-
tados de IHQ++, que indican un resultado dudoso, equivoco. Ambos fueron enviados
para analisis por ISH fuera de la provincia, y en ambos casos los resultados dieron ne-
gativo. Sin embargo, por MLPA se detect6 en ambos casos la amplificacion de ERBB2.
En nuestro entender, si bien estas diferencias también pueden ser explicados por la
heterogeneidad intra-tumoral, nos animamos a plantear que MLPA es mas sensible
que FISH|CISH dado que, a diferencia de éstos, permite resolver amplificaciones en
tandem y por polisomia.

Sensibilidad y Ventajas de MLPA: Tomando a los ensayos de IHQ como “positivos ver-
daderos’, esto revela una sensibilidad de MLPA del 759, con un intervalo de confianza
del 959 entre 20,3-95,8.

Estas observaciones permiten sugerir que MLPA podria contribuir a resolver regional-
mente la determinacion de la amplificacion de ERBB2, siendo tan o mas sensible que
IHQ y CISH/FISH. A su vez, cuenta con las siguientes ventajas: -permite detectar amplifi-
caciones en tandem y en polisomia (ISH no puede), puede partir de 20ng de ADN (can-
tidad minima), no requiere cuidados previos o tratamientos especiales de la muestra
(como ISH, IHQ), no es observador dependiente (como IHQ), resultados listos en 72hs,
con menor tiempo de analisis (respecto de IHQ y ISH), tiene un costo intermedio entre
IHQ y FISH.

Comentarios finales

La importancia del proyecto se evidencia a través del creciente desarrollo de la medi-
cina personalizada en el cancer de mama. Los esfuerzos en investigacion y la inversion
de subsidios en oncologia se orientan a la identificacion de marcadores tumorales
que permitan un diagnéstico temprano y un tratamiento especifico de cada paciente.
Claramente el foco esta puesto en estos dos ejes: diagndstico temprano y tratamiento
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especifico. La funcion de este proyecto ha sido comenzar a contribuir en la region de
Cuyo a que el diagnastico de tumores HER2 sea mas rapido y agil. Nuestros resultados
sugieren que es posible determinar HER2 por una metodologia alternativa a las exis-
tentes en el pais, como un complemento a los métodos existentes. El proceso de inno-
vacion requerira ser validado, propuesta que se ha realizado a la ANPCyT de MINCyT en
el contexto de los FITR-SALUD y que ha sido recientemente aprobada.
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EL ACCESO A LA SALUD, AL DERECHO Y AL REVES.
TRAYECTORIAS SANITARIAS DE LOS LLAMADOS “NINOS CON
TGD” (TRASTORNOS GENERALIZADOS DEL DESARROLLO)

Equipo: Gaston Cottino; Alicia E. Laprida; Laura Salen; Florencia Alvarez

Instituciones: Area Infanto Juvenil, Direccion Gral. de Salud Mental, Mi-
nisterio de Salud; Universidad Nacional de Cuyo

Contacto: gastoncottino@hotmail.com

Introduccion

La deteccion y el diagndstico de psicopatologia en sujetos durante la primera infan-
cia implica altos grados de complejidad, ademas los cuadros graves [léase psicosis,
autismo, etc,) presentan dificultades propias que obstaculizan muchas veces el reco-
nocimiento y el diagnéstico diferencial. La simplificacion de las causas en este terreno
implica consecuencias en la planificacion de los abordajes terapéuticos.

Se decidio realizar el presente estudio a fin de vislumbrar la situacion real del “recorri-
do” por las distintas instituciones del sistema sanitario de los nifos de Lavalle. Para ello,
consideramos necesario aplicar un modelo de investigacion cualitativa y cuantitativa
que permita conocer y comprender las vivencias de los participantes involucrados en
un entorno especifico. El resultado de la indagacion permitio efectuar propuestas para
mejorar las practicas clinicas de salud mental asi como la inclusion de nifos y nifas
con psicopatologias graves.

Objetivo general de la investigacion: conocer las trayectorias dentro del sistema sanita-
rio y analizar las distintas respuestas que este sistema brinda, en sus distintos niveles,
a los ninosjas de Lavalle, con indicadores compatibles a los criterios de psicopatologia
graves de la constitucion subjetiva.

Método

La investigacion se llevo a cabo mediante una metodologia cuanti-cualitativa que con-
sidera un estudio aplicado de caracter observacional, descriptivo.
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Resultados

A continuacion se muestran algunos de los resultados obtenidos en la fase cuantitativa
de la investigacion.

Antes de cumplir un aflo
Entre 1 ano - 1 1)2 anos
11/2 anos - 2 anos
2anos - 2 1j2 anos
21/2 anos - 3 anos

3anos - 4 anos

5 anos o mas

Grafico 1. Edad de deteccidn de primeros signos de alarma segiin la Perspectiva de los padres

Entre 1y 2 afos
Entre 2'y 3 anos
Entre 3'y 4 afos
Entre 4y 5 anos

Entre 5y 6 afos

Entre 6 y 7 afos

12 anos

Grafico 2. Edad de a primera consulta al Centro Infanto Juvenil Salud Mental

Este grafico evidencia una demora de dos afios al menos entre la deteccion y la con-
sulta a un Centro Infanto Juvenil de Salud Mental, efector en el cual se le puede dar
respuesta a la situacion.

Los resultados incluyeron ademas la localizacion de los obstaculos a nivel econémico
y geografico para acceder sobre todo a los centros de atencion de nivel 3; asi como
barreras de tipo principalmente burocratico en el nivel 3 y en menor medida en el 1.
La subjetividad de los padres también puede ser un obstaculo a la hora de reconocer
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el signo de alarma. También se evidenciaron, aunque de menor relevancia, barreras
culturales como por ejemplo, creencias en torno al concepto de salud/enfermedad.

Uno de los hallazgos fue que la escuela es uno de los principales derivadores cuando
la deteccion en el sistema de salud falla; alli se utiliza un sintagma, referido casi en
todos los casos, con el cual el profesional de la salud “tranquiliza” a los padres: “ya va
a hablar”.

La mayoria de los padres de la muestra destacaron que los nifios se benefician con el
tratamiento, interdisciplinario trabajo social, psiquiatria y psicologia).

Los facilitadores en el acceso incluyen la comparacion con hermanos para deteccion
del signo de alarma, el uso de la red social y del sintagma “lavallino” para sortear ba-
rreras burocraticas y del contacto mas cercano con profesionales de los niveles 1y 2.

Los profesionales del Centro Infanto Juvenil de Lavalle, destacan el poco tiempo para
las consultas en el nivel 1. En los tres niveles se destaca la necesidad de formacion, la
falta de articulacion de la red y la necesidad de mas lugares que puedan abordar a
estos ninos. Se evidencié también una gran proliferacion de distintos diagndsticos en
la trayectoria de cada nifo.

El Certificado Unico de Discapacidad reviste una complejidad importante entre la ayu-
da social, la burocracia y los posibles efectos de estigmatizacion.

Lo que llama de la atencion de los padres en los primeros afos, vinculado a lo que
después sera el cuadro detectado, se puede dividir en “rarezas” en las siguientes aéreas:
lenguaie, relacion con los otros, relacion al cuerpo y psicomotricidad y sensopercep-
cion. La mayoria de los profesionales coinciden en que los indicadores del drea del
lenguaje son los mas reconocidos como signos de alarma, y que estos, con mayor fre-
cuencia, pueden movilizar a los padres a una consulta.

Comentarios finales

Se constatd la presencia de barreras de distinto tipo para la accesibilidad al sistema
de salud. A su vez estas se pueden dividir en geograficas (transporte y distancias a los
centros de atencion), econémicas (medios para costear transporte y estudios) y admi-
nistrativas o burocraticas (dilacion en turnos, consultas, dificultades para la obtencion
de los mismos). Esto genera demoras (2 anos) en llegar al efector correspondiente, an-
gustia a la familia y iatrogenia en el cuadro. Las numerosas instancias de evaluacion no
parecen condecirse con abordajes posteriores ni con acompanamiento a las familias.
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Si bien estas dificultades pueden evidenciar la vulneracion del derecho a la salud del
nino con psicopatologia grave, por otra parte existen otros factores que contrapesan lo
anterior. Se trata de recursos de las mismas familias, y la relacion con los profesionales
del nivel 1y 2.

Se comprob6 también que los padres detectan los signos de alarma, aunque sin men-
cionarlos como tales y que es desde el sistema de salud que no se los precisa.

Si bien las familias refieren mejorias gracias al tratamiento interdisciplinario. Hay que
destacar alli cierta contradiccion en el tratamiento farmacoldgico, ya que los profe-
sionales dicen no indicarlo mayormente en nifios menores a 5 anos y la mayoria de
los nifios medicados de la muestra comenzo este tratamiento entre los 2 y los 4 afos,
principalmente a instancias de un neurélogo.
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FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA RESTRICCION
DEL CRECIMIENTO INTRAUTERINO EN LA EMBARAZADA
ATENDIDA EN EL AREA DEPARTAMENTAL DE JUNIN,
MENDOZA, ARGENTINA

Equipo: Walther Alfredo Olivera; Elizabeth Cartechini; Sofia Vega

Instituciones: Area Departamental de Junin, Ministerio de Salud; Univer-
sidad del Aconcagua

Contacto: alfredoolivera1942@gmail.com

Introduccion

En Salud Pablica y especificamente en el area de la salud materna infantil se han
identificado factores responsables de los sucesos de parto prematuro, pequeno para
la edad gestacional a término y bajo peso al nacer, causa principal de mortalidad neo-
natal y de morbilidad neuroldgica a corto y largo plazo. (Egan 2008).

Durante el tiempo de evolucion de la gestacion se detectan factores causantes de res-
triccion en el crecimiento intrauterino lo cual lleva a la situacion de producir los su-
Cesos.

Dentro del conjunto de factores que afectan la evolucion de la gesta se encuentran los
demograficos, sociales, econémicos conductuales o habitos pregestacionales biologicos
y gestacionales los cuales pueden aparecer en determinados trimestres de la evolu-
cion y afectar desde el inicio la gestacion.

El contexto propio que identifica a la poblacion del departamento de Junin con zonas
urbanas y rurales y particularmente a las mujeres residentes que se encuentran en
edad reproductiva es una realidad que puede influenciar en modo particular los efec-
tos que producen los factores de riesgo para determinar restriccion en el crecimiento
intrauterino.
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El analisis de las situaciones pre- gestacionales y durante a evolucion del embarazo en
las gestantes, se realizo a través de cuestionario estructurado basado en las variables
seleccionadas de factores de riesgo.

Esta toma como base a la historia clinica perinatal CLAPS | OMS.

Esta intervencion de tipo sanitario se realizo en el Area departamental de Junin en
embarazadas diagnosticadas por ecografia desde la adolescencia temprana y adultas.
Participaron los Centros de Salud periféricos que conforman el area a través de deriva-
ciones realizadas al Centro de Salud N°62 y al CIC N° 913 de La Colonia.

Objetivo general: Describir la distribucion, frecuencias e interaccion de factores de
riesgos demograficos, sociales, econdmicos, biologicos, pregestacionale, gestacionales y
ambientales asociados a la restriccion del crecimiento intrauterino en las embarazadas
en el departamento de Junin.

Método

El presente trabajo de investigacion fue un estudio de intervencion sanitaria con un
diseno descriptivo de cohortes prospectivo.

Descripcion del ambito de estudio: La intervencion se realizé en el Area Departamental
de Junin, centro cabecera del departamento Area departamental Centro de Salud N°62
y CIC N° 913 de La Colonia y los siguientes Centros de Salud fueron: Centro de Salud
Rodriguez Pena N° 65, CIC Los Barriales N° 921, Centro de Salud Algarrobo Grande
N° 64, Centro de Salud de Santos Lugares N° 78, Centro de Salud Phillips N° 71 y los
CAPS Municipales, Otoyanes, El Topon, El Martillo y Alto Verde en la que participaron
embarazadas de edades comprendidas entre los 14 hasta los 45 anos residentes en el
Departamento de Junin.

Poblacion: Universo o poblacion objetivo. Poblacion de mujeres embarazadas residen-
tes en el Departamento de Junin, Mendoza.

Unidad de analisis, criterios de inclusion y exclusion. Los criterios de inclusion fueron:
Mujeres comprendidas entre los 14 a 45 afios nuliparas o multiparas que comien-
zan un embarazo de evolucion normal con consulta prenatal obstétrica ginecologica y
odontologica desde su inicio en el Area Departamental de Junin.

Muijeres de edad de 14 a 45 anos nuliparas o multiparas comienzan con embarazo
con consulta prenatal médica desde su inicio y que adquieran en forma temprana una
patologia.
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Mujeres de edad de 14 a 45 anos nuliparas o multiparas que se incorporan en algin
momento de los trimestres ya con patologia detectada sin tratar o a detectar.

Los criterios de exclusion fueron: Mujeres menores de 14 anos y mayores de 45. Muje-
res con patologias tumorales, hematicas, trastornos metabélicos, trasplantadas, o cual-
quier otro factor mas alla de la capacidad resolutiva de APS. Mujeres con problemas
confirmados a través de asistente social de violencia familiar, abortos ilegales diagnos-
ticados en la sala de guardia del Area departamental Junin.

Historias clinicas en donde no figuren registros y ausencias de datos referidos al peso al
nacer, en casos de BPN y de factores de riesgos maternos obviados que se encuentren
archivadas en el Area departamental de Junin cuando se recurran para su consulta.

Poblacion accesible: muestra. Se tom6 la muestra utilizando el método aleatorio simple
de embarazadas que concurrieron durante los meses de julio de 2014 hasta abril de
2015.

Seleccion y tamano de la muestra.

Se hizo, en base a la poblacion femenina en edad reproductiva, segiin datos estadis-
ticos demograficos pertenecientes al departamento de Junin, de acuerdo con en el
CENSO poblacional 2010.

Se tuvo en cuenta los sesgos por pérdida de informacion yjo por falta de colaboracion
de la embarazada durante el llenado de la historia clinica.

Resultados

Del analisis de la investigacion de factores de riesgo asociados a la restriccion del cre-
cimiento intrauterino en la embarazada atendida en el Area Departamental de Junin,
Mendoza, se constaté las edades de las embarazadas que asistieron al control prenatal
(CPN) fueron 114, de las cuales el 1,759 corresponde a adolescente extremo; 10,52 % a
adolescentes; 78,99 a adultas y 8,7 9% a madres anosas. Si se determina la edad como
factor de riesgo reproductivo el 20,99 de las embarazadas estuvieron en riesgo por ser
adolescente extremo, adolescente y madre anosa.

Al analizar el estado civil se comprobd que el 199 de las embarazadas afrontaron el
embarazo solas; es de destacar que se considera importante el acompafamiento de la
embarazada no solo por el aporte econdmico si no por el estado psicolégico de la ma-
dre. Se detect6 que las embarazadas en union estable y casada comprendieron el 80%.

Con respecto a la zona de residencia, las embarazadas con domicilio en zona rural
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comprendieron un 25,49, siendo una poblacion de riesgo ya que en la zona rural exis-
te contacto con fumigaciones, una planta purificadora de residuos cloacales, falta de
tratamiento de residuos domiciliarios y el uso de agua de pozo, como asi también el
constante trabajo rural que realizan a pesar de su estado de gravidez. Las domiciliadas
en zona urbana representaron un 25,4%. Es de destacar que por las caracteristicas de-
mograficas el departamento de Junin cuenta con la mayor superficie poblada en zona
urbana y que aun estando en zona rural se cuenta con agua potable en los centros
distritales.

Al medir el nivel de ingreso de la embarazada y del grupo familiar que la contiene, el
75,5% Nno superd los $5.000, siendo el 29,49 quienes viven con menos de $2.900.

Al evaluar tabaquismo se observo que el 45,29 de las embarazadas estan expuestas, ya
sea por ser fumadoras o por serlo pasivamente.

Riesgo absoluto en poblacion con factor de riesgo presente: 0,06, con tasa de riesgo
= 6°Io .

Riesgo absoluto en poblacion sin factor de riego: 0,04, con tasa de riesgo =4,49, Riesgo
relativo =1,5

Con respecto a consultas obstétricas solo el 37,55% de la muestra realizd la primera
precozmente. El 50,3% en algiin momento del Segundo Trimestre. El 129 lo realizd en
forma tardia. El 62,39 de las embarazadas se encontré expuesta a riesgo.

Al considerar como 6ptimo que se realicen dos controles en primer trimestre, dos en
el segundo trimestre y tres controles en el tercer trimestre de embarazo (OPS, 2011), se
detect6 que en el primer trimestre el 64,99 de las embarazadas no concurrieron a los
controles. A medida que avanzaron los trimestres este porcentaje disminuyd cumplien-
do con los dos 0 mas controles propuestos.

El control prenatal al inicio del embarazo fue insuficiente. La captacion precoz y el nu-
mero de controles se encontraron por debajo de lo esperado.

Se detectd que el 54,49 de las embarazadas se encontraron sobre el IMC/EG normal,
situacion que aumenta el riesgo de hipertension gestacional. El 12,59 en condiciones
de enflaquecidas con un probable aumento en el riesgo de restriccion y solo el 32%
con peso normal.

Se determind que el 309 de las embarazadas fueron derivadas por interconsulta o por
alto riesgo obstétrico. Destacandose que las de alto riesgo como amenaza de aborto o
amenaza de parto pre- término representaron el 5,96% y no regresaron a las consultas.
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Los datos de UNICEF (2013) de prevalencia de bajo peso al nacer, definida como el nd-
mero de nacidos vivos con menos de 2500 gramos, establecen para Argentina la media
de 7,3% de los nacimientos. La restriccion tomando como base la AUJEG al final del
embarazo resulto el 5,49 en el departamento de Junin por debajo de la media nacional.

Se detectd que segin el peso de recién nacidosjedad gestacional por grupos de emba-
razadas residentes en el Departamento de Junin desde agosto 2014-abril 2015 (Lub-
chenco), de los 132 nacimientos, 120 nifios lo hicieron a término y con peso adecuado
representando el 90% ; por parto prematuro con bajo peso nacieron 5 nifos que son el
0,78%; por prematuro de alto peso 1 nino y representd 0,75%. Es de destacar que 4 ninos
nacieron pos-término con alto peso y representaron el 39.

Se destaca que no todo nino cuyo peso se encuentra por debajo del percentil 10 tiene
restriccion. Asi mismo un nifio cuyo peso se encuentra por arriba del percentil 10 puede
tener restriccion. (Fescina, RH. y col. 2011)

De los pesos de los recién nacido se estimd para Junin = 3,4; (n=42) ; (s= 0,51) ; (V=
159%). La Colonia 3,24 ; (n=61); (s=0,42); (V= 12,99%). Los Barriales 3,1; (n=16); (s= 0,5);
(V = 16,1%). p= 0,05.

La pérdida de informacion fue condicionante para la lectura de datos y para la obten-
cion de resultados especificos. Si bien se confecciond y entregd una encuesta tnica por
paciente se pudo detectar que: derivaciones tempranas sin contrarreferencia, cambio
a otro centro asistencial privado o estatal, negligencia materna especialmente en las
obesas, y por altimo la falta de completamiento de datos adn durante la evolucion del
embarazo en las encuestas, condicionaron el analisis estadistico.

Se destaco que en ninguna de las historias clinicas figurd el peso del recién nacido, por
tal circunstancia se tuvo que recurrir a bioestadistica del Hospital Alfredo I. Perrupato,
e ir personalmente a las pacientes para averiguar los datos.

Comentarios finales

El conjunto de recomendaciones que surgen de los resultados de la investigacion y
podrian mejorar las practicas, intervenciones y politicas sanitarias.

Aunque para la mayor parte de las mujeres el embarazo evoluciond normalmente, en
algunos casos surgieron dificultades que expusieron un embarazo a riesgo. Esto requi-
ri6 de controles adecuados por parte del profesional.

Es necesario crear una historia clinica Gnica oficializada y obligatoria por paciente y
para toda el area departamental, ya que se detect6 varias historias clinicas para una
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misma paciente y al mismo tiempo se propone reunir a los profesionales para acordar
criterios para la confeccion de las historias clinicas .

La interdisciplinariedad debe ser un modelo prioritario para la atencion de la emba-
razada.
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Introduccion

El Cancer Colorrectal (CCR) es la segunda causa de muerte por cancer en Argenting, con
una incidencia estimada de mas de 11.000 nuevos casos por ano.

La patogénesis del CCR es extremadamente compleja, diversa y es influenciada por
maltiples factores, algunos de los cuales se encuentran relacionados a la dieta y estilo
de vida y otros se relacionan a la predisposicion genética.

Alrededor del 75% de los casos de CCR son esporadicos, es decir que se desarrollan en
personas que no presentan antecedentes personales ni familiares de la enfermedad.
El 259 restante se produce en personas con riesgo adicional debido a situaciones tales
como antecedentes de adenomas Gnicos o miltiples, enfermedad inflamatoria intes-
tinal y antecedentes familiares de cancer colorrectal o adenomas. A su vez, entre el 39
y el 8% de los casos son producidos por mutaciones heredables en genes puntuales y
constituyen los distintos sindromes de cancer colorrectal hereditario. El mas comin de
ellos es el Sindrome de Lynch o Cancer Colorrectal Hereditario no Polipdsico (CCHNP).
Los pacientes afectados tienen un riesgo superior al 809 de desarrollar cancer de colon
y en mujeres, el riesgo de desarrollar cancer de endometrio es de 609%. También se en-
cuentra incrementado el riesgo de padecer cancer de estmago, de ovario, de intestino
delgado, de vias biliares y de rinon.

La patogénesis del Sindrome de Lynch se relaciona con fallas en el sistema de repa-
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racion del ADN o DNA MisMatch Repair (MMR). Dicho sistema es responsable de la
produccién de proteinas que reconocen y reparan los errores cometidos en la incor-
poracion de bases en el ADN durante la replicacion y que escapan al control inicial de
la ADN polimerasa. Los genes descriptos que dan origen a estas enzimas son: MLH1,
MSH2, MLH3, MSHe6, PMS1 y PMS2; habiéndose detectado mutaciones en todos ellos
que llevan a su inactivacion. Las mutaciones en MLH1 y MSH2 representan el 80 - 90%
de las mutaciones encontradas en pacientes con Sindrome de Lynch.

Las alteraciones en el sistema de reparacion del ADN llevan a la acumulacion acelerada
de mutaciones de nucledtido Gnico y cambios en la longitud de secuencias repetitivas
0 microsatélites, fenémeno conocido como Inestabilidad de Microsatélites (MSI).

La evaluacion de la presencia o ausencia de Inestabilidad de Microsatélites (MSI) y del
tipo de inestabilidad (alta o baja), en tumores colorrectales al momento del diagnédstico
de CCR, tiene un potencial significativo para el buen manejo del paciente y el asesora-
miento familiar.

Alta Inestabilidad de microsatélites (MSI-High) se encuentra presente en mas del 85%
de los CCR que ocurren en familias con CCHNP. Ademas, puede detectarse en el 10 al
159 de los casos de CCR no asociados a CCHNP, que pierden la funcion MMR debido a
silenciamiento por metilacion de los genes de reparacion del ADN.

Los tumores colorrectales con MSI tienen caracteristicas definidas, entre ellas, predomi-
nio de afectacion del colon proximal, infiltrado linfocitario y apariencia poco diferen-
ciada, mucinosa o en anillo de sello. Por otro lado, presentan un mejor prondstico que
los tumores sin MSl y tienen diferente respuesta a la quimioterapia. Varios estudios han
demostrado que los tumores MSI-H no responden a la terapia con fluoropirimidinas,
tales como 5- Fluorouracilo y Capecitabina. No obstante esto, pueden ser sensibles a
Irinotecan y Mitomicina C. El descubrimiento de la MSI en CCR ha incrementado el
conocimiento de la diversidad de los canceres colorrectales y ha mejorado sus impli-
cancias en el tratamiento de los pacientes.

La identificacion de los casos de cancer familiar y hereditario permite estratificar a la
poblacion de acuerdo al riesgo de desarrollar la enfermedad y establecer estrategias
de prevencion efectivas. El asesoramiento genético, la valoracion del riesgo y el segui-
miento clinico de estas familias, requiere el accionar de grupos interdisciplinarios y es
considerado una parte esencial del manejo clinico oncolégico.

El objetivo del trabajo fue disenar una técnica molecular para el anlisis de Inestabili-
dad de Microsatélites (MSI) que permita reducir los costos de esta prueba y adecuar los
algoritmos para mejorar el diagnéstico de Sindrome de Lynch.
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Método
Estudio no experimental, observacional, descriptivo.

Se incorporaron al estudio 33 pacientes con cancer colorrectal de hasta 70 afios, con al
menos, un familiar de primer grado con cancer de colon (sin criterio etario) o un fami-
liar con cancer de colon menor de 50 afios (2° grado o mas), derivados al Laboratorio
de Analisis de ADN por médicos gastroenter6logos, cirujanos o genetistas. Se solicito
la firma del consentimiento informado previo a la extraccion de sangre y recepcion de
muestras de biopsia intestinal. Se registraron los datos personales, antecedentes de la
enfermedad, antecedentes familiares, resultados anatomopatoldgicos y de inmunohis-
foquimica.

Las muestras recibidas consistieron en sangre periférica y taco de biopsia de colon o
muestras en fresco de mucosa de colon sana y tumoral.

Se extrajo ADN desde sangre periférica utilizando el método de salting-out. El ADN de
las muestras en fresco de mucosa colénica o las biopsias incluidas en parafina se ob-
tuvo mediante digestion proteolitica con proteinasa K y buffer TEC/SDS 29 con poste-
rior purificacion utilizando fenol-cloroformo y precipitacion alcohélica. En las muestras
parafinadas, ademas, se realizo purificacion del ADN utilizando columnas Microcon
Y-100. Las muestras de ADN fueron cuantificadas mediante Quantifiler Human DNA
Quantification kit Thermo Fisher Scientific o Quanti Fluords DNASystem Promega Corp.

Se seleccionaron los marcadores microsatélites recomendados por el Consenso de
Bethesda 2004: D25123, D5S346, D175250, BAT-25 y BAT-26 y se agregaron los marca-
dores NR-21, NR-22 y NR-24. Se enviaron a sintetizar los 16 primers, seleccionando los
tamanos y marcas fluorescentes de manera que permitieran la deteccion simultanea
por electroforesis capilar. Las secuencias de los primers y sus marcas fluorescentes son
listados en la Tabla 1. Se realizaron las pruebas de cada par de primers en reacciones
de PCR individuales con muestras de ADN de referencia. Una vez que se determind
el funcionamiento de cada reaccion de PCR, se combinaron en una reaccion de PCR
multiplex adecuando la composicion de primers en la mezcla. La reaccion de PCR se
realizd en un volumen final de 12,5ul conteniendo 1x Multiplex Master MixQiagen, 0,4
uM de cada primer, excepto para D25123 y D175250 que requirieron 0,8 uM y 1 ul de
ADN a 1ngjul. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion 94°C
por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C 30 segundos, 55°C 30 segundos, 72°C 30 segundos Yy
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extension final de 72°C 7 minutos.

La corrida electroforética se realizo en un secuenciador ABI3130 AppliedBiosystems y
los resultados se interpretaron mediante el empleo del software GeneMapper ID v.3.2.
Se obtuvieron los perfiles genéticos de las muestras de sangre periférica 0 mucosa
colonica sana y mucosa tumoral para cada paciente y se compararon entre si para
determinar el grado de MSI. Se considera MSI-High cuando mas del 409 de los micro-
satélites analizados presentan corrimiento en el tamafio de los picos del electroferogra-
ma correspondiente a la muestra tumoral. Si todos los marcadores son idénticos en la
muestra de referencia y la tumoral se informa MSS (microsatélites estables).

La informacion de cada paciente y sus resultados fueron registrados en una tabla Excel
para su posterior analisis.

Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados en este trabajo y los tamafios alélicos esperados.

Marcador | Primer forward (5°->3) Primer reverse (5->3) Tamaiio del alelo (pb)
D25123 | FAM- AAA CAG GAT GCC TGC CTT TA GGA CTT TCC ACCTAT GGG AC 202-220
D5S346 FAM-ACT CAC TCT AGT GAT AAA TCG AGCAGATAA GACAGT ATTACTAGT T 102-125

D175250 | VIC- GGA AGA ATC AAA TAG ACA AT GCT GGC CAT ATA TAT ATT TAA ACC 144-162
BAT-25 | vVIC- TCG CCT CCAAGAATG TAAGT | TCT GCA TTT TAA CTA TGG CTC 119-121
BAT-26 NED- TGA CTA CTT TTG ACT TCA GCC AAC CAT TCA ACATTT TTAACCC 114-115
NR-21 TAA ATG TAT GTC TCC CCT GG VIC- ATT CCT ACT CCG CAT TCA CA 98-99
NR-22 GAG GCT TGT CAA GGA CAT AA FAM- AAT TCG GAT GCC ATC CAG TT 138-140
NR-24 CCATTG CTG AATTTT ACCTC NED- ATT GTG CCA TTG CAT TCCAA 134-136

Fuente: Hedge M, Ferber M, Mao R, Samowitz W, Ganguly A. ACMG technical standards and guidelines for genetic
testing for inherited colorectal cancer (Lynch syndrome, familial, adenomatous polyposis, and MYH- associated polyposis).
Genetics in Medicine 201416 (1); 101-116.

Resultados

Se estudiaron 33 pacientes de los cuales, 24 fueron estables en los 8 microsatélites
estudiados 'y 9 (279) tuvieron alta inestabilidad de microsatélites (MSI-High) (Tabla 2).

Tabla 2. Listado de pacientes con Inestabilidad de microsatélites (MSI-H) analizados en
el presente trabajo y marcadores detectados con inestabilidad.
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Padente | IHQ MSI | Marcadores Inestables

1 4 proteinas presentes MSI-H | BAT-26, BAT-25, NR-21, NR-22, NR-24,
7/8 D2S123, D17S250

2 MLH1(-+), PMS2(-}+) | MSI-H | BAT-26, BAT-25, NR-21, NR-22, NR-24,
658 | D25123

3 4 proteinas presentes MSI-H | BAT-26, BAT-25 (D25123, D175250, NR-22 no
2/5 | detectados por la calidad de la muestra)

4 MSH2 (-}+), MSH6 (-+) | MSI-H | BAT-26, BAT-25, NR-21, D25123

4/8

5 No realizado MSI-H | BAT-26, BAT-25, NR-24
3/8

6 PMS2 (-]+) MSI-H | NR21, D2S123, D55346, D175250
4/8

7 Pendiente MSI-H | BAT-26, BAT-25, NR24, NR21, D55346
5/8

8 Pendiente MSI-H | BAT-25, BAT-26, NR21, NR24, NR-22, D25123,
88 D5S346, D175250

9 PMS2 (-/+) MSI-H | BAT-25, BAT-26, NR21, D25123, D175250
5/8

Fuente: Resultados obtenidos en el Laboratorio de Andlisis de ADN- Facultad de Ciencias Médicas- UNCuyo. Periodo:
2015-2016.

Del total de pacientes con MSI-H, un paciente presento 3/8 marcadores inestables, dos
pacientes tuvieron 4/8 marcadores inestables, dos pacientes 5/8 microsatélites ines-
tables y tres pacientes, presentaron 6/8, 7/8 y 8/8 microsatélites inestables respectiva-
mente. En un paciente, debido a la mala calidad de muestra, sélo fue posible amplificar
cinco marcadores, resultando, dos de ellos inestables.

Teniendo en cuenta los resultados de Inmunohistoquimica y MSI, todos los pacientes
analizados con ambas técnicas mostraron correlacion en los resultados: 99 (1009%) pa-
cientes con resultado MSS (microsatélites estables) presentaron expresion conservada
de las proteinas de reparacion y 4/6 (67%) pacientes con MSI-H presentaron alteracion
en la expresion de algunas de las cuatro proteinas reparadoras del ADN (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2)

De los nueve pacientes con MSI-H, sélo tres casos tenian antecedentes familiares de
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tumores asociados a Sindrome de Lynch (cancer de colon y ovario). Uno de estos casos
tenia una mutacion identificada en MLH1 en un familiar de primer grado.

Cuando se evalué cada marcador para la presencia de Inestabilidad se detect6 que los
marcadores mas sensibles fueron BAT-25 y BAT-26 con 8/9 (88,9 resultados positivos,
le siguen NR-21 con 77,89%, D25123 con 62,5%, NR-24 con 55,6%, D175250 con 50% Y
D5S346 con 44,4%. El marcador NR-22 resultd el menos sensible en la deteccion de
inestabilidad con solo 3/9 (37,5%) pacientes donde se lo encontro inestable, (Tabla 3).
Cabe remarcar que en todos los casos se detectaron tres 0 mas microsatélites inestables
confirmando el resultado de alta inestabilidad de microsatélites (MSI-High). Figura 2.

Tabla 3. Listado de microsatélites inestables detectados en el presente trabajo y porcentaje de positividad de cada
marcador

Paciente | IHQ | BAT-26 | NR-21 | NR-24 | NR-22 | D25123 | D5S346 | D19S250

Inestabi- 8 8 7 5 3 5 4 4
lidad por
marcador
Dl” Posiﬂvi_ 88,9% 88,9% 77,8% 55,6% 37,5% 62,5% 44,4% 50,0%
dad

Fuente: Resultados obtenidos en el Laboratorio de Andlisis de ADN- Facultad de Ciencias Médicas- UNCuyo. Periodo:
2015-2016.
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Figura 2. Electroferogramas obtenidos a partir de la PCR multiplex con los 8 microsatélites evaluados corridos en el
secuenciador automatico ABI3130. A. Muestra de mucosa sana. B. Muestra de mucosa tumoral perteneciente al mismo
paciente con inestabilidad en los ocho marcadores (MSI-H).

IO

Fuente: Resultados obtenidos en el Laboratorio de Analisis de ADN- Facultad de Ciencias Médicas- UNCuyo afio 2016.

Comentarios finales

En el presente trabajo se planted el desarrollo de una PCR multiplex con deteccién por
electroforesis capilar para Inestabilidad de microsatélites. Para ello se eligieron los 5
marcadores seleccionados por el Consenso de Bethesda (D25123, D55346, D175250,
BAT-25 y BAT-26), junto a otros tres microsatélites: NR-21, NR-22 y NR24. Estos tres Gl-
timos, junto a BAT-25 y BAT-26, son marcadores mononucleotidicos y cuasimonomor-
ficos que han probado ser altamente sensibles y, en algunas etnias, se demostrd que al
ser monomorficos puede prescindirse de la comparacion con la muestra de referencia
[sangre 0 mucosa sana).

Luego de la puesta a punto de la reaccion multiplex con el analisis de muestras contro-
les de ADN para evaluar el comportamiento de la técnica, fue posible analizar muestras
de referencia y tumorales de 33 pacientes con diagndstico de cancer de colon. En todos
los casos, los resultados fueron comparables a los hallados previamente con el reactivo
comercial MSI Analysis System v.1.2 Promega Corp. Ademas, se debe destacar que la
reaccion desarrollada demostrdé una mayor sensibilidad que el reactivo comercial en
los casos de muestras complejas o escasas, como las obtenidas a partir de tejidos fija-
dos e incluidos en parafina. Esto se debe a la composicion de la mezcla de reaccion y
la Taq polimerasa utilizada en la PCR.

Se observo una buena correlacion entre inmunohistoquimica y MSI, primeros eslabo-
nes en el algoritmo diagndstico de CCHNP. En todos los casos que, por inmunohistoqui-
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mica, se observaron las cuatro proteinas correspondientes a las enzimas de reparacion
del ADN (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) los pacientes fueron estables en todos los micro-
satélites evaluados. Mientras que los casos con ausencia de algunas de las proteinas,
resultaron MSI-H. En dos casos se obtuvo MSI-H con las cuatro proteinas presentes,
hecho que puede estar relacionado a defectos en MSH6 0 a mutaciones missenseque
afectan la funcion de la proteina pero que igualmente puede ser detectada por inmu-
nohistoquimica.

Utilizando los resultados de los pacientes con MSI-H, se determin6 la sensibilidad de
cada marcador para detectar Inestabilidad. Los marcadores BAT-25 y BAT-26 fueron
los mas sensibles, mientras que NR-22 result6 el sistema menos sensible en el grupo
de pacientes analizados, resultados que estan en linea con los detectados por otros
investigadores.

La determinacion de MSI es un estudio que debe realizarse de rutina en los pacientes
afectados de cancer colorrectal como prueba de screening para Sindrome de Lynch o
Cancer Colorrectal Hereditario no polipésico (CCHNP). La metodologia desarrollada en
este trabajo representa una técnica innovadora, altamente sensible y especifica para la
deteccion de MSI y podra ser aplicada a bajos costos debido a que no sera necesaria la
compra de un reactivo comercial importado. Esto aumentara las posibilidades de que
un mayor nimero de pacientes pueda acceder a este estudio.
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Introduccion

La evidencia cientifica de las Gltimas décadas muestra los beneficios de la leche huma-
na en la alimentacion de los bebés recién nacidos normales de término, los prematuros
(RNPT) y de muy bajo peso al nacer (de alto riesgo), lo que influye en los resultados de
salud, no sélo a corto plazo, sino también a largo plazo en el desarrollo neurolégico,
metabdlico y en el crecimiento. La leche de a propia madre es la primera opcion para
todos los recién nacidos, incluidos los prematuros y todos los recién nacidos de alto
riesgo internados; cuando no esta disponible o es escasa, la leche de donante pasteu-
rizada en un Banco de Leche Humana (BLH), ofrece una alternativa similar, segura 'y es
considerada la segunda mejor opcion. Los acidos grasos esenciales, proteinas, inmuno-
globulinas, vitaminas, minerales y antioxidantes de la Leche Humana (LH) intervienen
directamente en la nutricion, crecimiento, desarrollo y morbimortalidad neonatal. Esto
puede verse modificado por factores maternos y por los procesos térmicos que se apli-
can a la Leche Humana. Dentro de los primeros se destacan el estado nutricional y la
alimentacion de madre. En los segundos, el proceso de refrigeracion, congelacion y de
pasteurizacion que se realizan en los BLH a la leche donada para que pueda ser admi-
nistrada a los recién nacidos internados en Neonatologia, que no afectaria la calidad
inmunolégica y nutricional global de la misma, pero si de determinados nutrientes.
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Durante el Gltimo trimestre del embarazo se produce la mayor acrecion fetal de Acido
Docosahexanoico (DHA), alcanzando aproximadamente 50-60 mg de DHA [kg/dia. El
AA'y el DHA aumentan casi 30 veces en la zona frontal del cerebro humano durante la
vida fetal y los primeros 6 meses de vida posnatal. La ingesta materna elevada de DHA
durante la gestacion puede ser directamente responsable de importantes beneficios
para el desarrollo psicomotor y cognitivo, teniendo en cuenta principalmente que a las
40 semanas de edad gestacional alrededor de una cuarta parte de DHA se encuentra
en tejido cerebral (269%). La ingesta de proteinas desempena un papel importante en la
acumulacion de masa libre de grasa, la neurogénesis y la diferenciacion neuronal y la
LH aporta una proteina homoéloga y adaptada a las necesidades de cada RN.

El objetivo del trabajo es determinar la influencia de la ingesta dietaria de madres en
periodo de lactancia sobre la composicion su leche donada al Servicio Banco de Leche

Humana.

Método
Se trata de un estudio prospectivo, longitudinal, descriptivo.

Las madres donantes se extrajeron leche humana por medio de un sacaleche manual
o bomba eléctrica, en la sala de extraccion del banco de leche humana, especialmente
disenada y acondicionada para este procedimiento. Se tomaron tres muestras; una
alicuota de 5 ml al momento de la extraccion, otra luego de su congelacion previo
a ser pasteurizada, y una tercera después de su pasteurizacion. Esas muestras fueron
procesadas en el INTI'y la Universidad MAZA, manteniendo las condiciones apropiadas
de la cadena de frio y transportadas en un vehiculo especialmente alistado con el que
cuenta el Servicio banco de leche humano para el transporte de la leche donada. Por
otro lado, cada una de las madres que participd del estudio respondid un cuestionario
de frecuencia de consumo de alimentos para conocer la ingesta diaria de nutrientes,

Poblacion: Madres donantes de leche humana en el banco de leche humana del
Hospital Lagomaggiore.

Muestra: Leche de todas las madres donantes que cumplieran los criterios de inclusion
y que acepten participar del estudio.

Seleccion y tamafio de muestra: la muestra se realiza de forma intencional o no proba-
bilistica, por conveniencia. El tamano sera una muestra de 40 madres.

Seleccion de técnica e instrumento de recoleccion de datos:

Obtencion de la muestra de leche de las donantes: las madres donantes realizaron la
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extraccion de su leche por medio de un sacaleche manual o bomba eléctrica. Se tomo
una alicuota de 5 ml al momento de la extraccion, otra luego de su congelacion previo
a ser pasteurizada, y una tercera después de su pasteurizacion.

Fuentes primarias:

1-Encuestas alimentarias: a las madres donantes se les aplicaron encuestas alimen-
tarias que constaron de un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos. Los
resultados se procesaron en una base de datos en el programa informatico excel.

2- Analisis quimicos de la leche humana: se determiné el perfil de acidos grasos (sa-
turados, monoin -saturados, poliinsaturados y trans) y vitaminas por cromatografia
gaseosa, minerales a través de espectrofotometria de absorcion atémica, y proteinas a
través del método oficial de laboratorio (Método de Kyeldahl).

Andlisis de datos: Una vez obtenidos todos los datos se relacionaron estadisticamente
entre si mediante el programa SPSS, a fin de poder contestar las diferentes hipotesis
planteadas. Para cada variable de estudio se tomaron las medias y desvios estandar.
Se utilizaron medidas de tendencia central con IC del 959 y ademas se uso la corre-
lacion bivariada de Pearson y diferencia de medias con T de Student para muestras
independientes.

Consideraciones Eticas de la Investigacion: Se utilizo el registro “Aceptacion de Medidas
de Seguridad para Convertirse y Mantenerse como Donante Apta del banco de leche
humana. Consentimiento Informado” que se aplica en forma sistematica a las madres
donantes del Banco de Leche Humana del Hospital Lagomaggiore, donde en el punto
N° 7 cada donante otorga su autorizacion para que su leche donada ademas de que
‘sea empleada en la alimentacion de los bebés prematuros o de alto riesgo que se
encuentran hospitalizados en el Servicio de Neonatologia del Hospital Lagomaggiore
0 para un paciente similar que se encuentre hospitalizado en otra institucion’, también
pueda ser destinada a actividades de investigacion cientifica, una vez cumplida dicha
premisa. (Punto N° 4)

Resultado

Respecto a la ingesta materna: se incluyeron 40 mujeres en periodo de lactancia, do-
nantes del Banco de Leche Humana. El consumo energético fue de 3096,63 + 604,16
cal/d, donde el 77,5% (1C959% 64,6-90,4) presentd un consumo excesivo de energia. El
57,5% (IC 959% 42,2-72,8) presentd una ingesta excesiva de grasas totales y el 859 (1C 959
73,9-96,1) presentd exceso de grasas saturadas. El 859 (IC959% 73,9-96,1) supero el con-
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sumo recomendado de colesterol. El 559 (1C959 37-68) presentd una adecuacion baja
a la ingesta de AGPI y el 92,59 (IC959 79,4-98,1) de acidos grasos monoinsaturados.
La media de consumo de sodio fue 2440,13 +672,95mg|dia, donde se evidencia que el
87,5% (1C959% 77,3-97,7) supera ampliamente las recomendaciones para esta poblacion
(Tabla 1y Grafico 1). Mediante la aplicacion de correlacion bivariada de Pearson se
encontro correlacion estadisticamente significativa entre el consumo de grasas totales
y el consumo de grasas saturadas (R=0,808, p=0,01) y entre el consumo de energia y el
de grasas totales (R=0,829, p=0,01) (Graficos 2 y 3). El mayor déficit de micronutrientes
se manifesto en el consumo de vitamina D, donde el 759 (1C95% 59,6-86) no alcanzo a
cubrir las recomendaciones diarias.

TABLA 1. VARIABLES EN ALIMENTACION MATERNA

Nutriente Media +- DE DE
Calcio (mg) 1294,85 572,30
Carotenoides (mg) 4332,75 225571
Colesterol (mg) 507,73 198,26
Energia (kcal) 3096,63 604,16
Fibra (g) 25,30 6,89
Grasas Totales (g) 13813 34,23
Hidratos de Carbono(g) 326,90 75,67
Hierro (mg) 25,90 9,66
AG Monoinsaturados (mg) 47,85 12,31
AG Poliinsaturados (mg) 33,58 14,02
Proteinas (g) 119,80 33,77
Grasas Saturadas (g) 48,30 14,22
Sodio (mg) 2440,13 672,95
Vitamina A (ug) 4573,53 5100,65
Vitamina B12 (ug) 1833 1833
Vitamina C (mg) 147,25 68,55
Vitamina D (ug) 3,60 2,36
Vitamina E (mg) 8,12 2,45
Zinc (mg) 15,32 5,02

Fuente: Datos propios. Encuesta alimentaria de madres donantes, BLH, HLL, 2015
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Adecuacion de Ingesta de macro y micronutrientes en

mujeres en periodo de lactancia
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Grafico 3. Correlacion estadisticamente significativa entre el
consumo de energia y el de grasas totales (R=0,829, p=0,01).
Fuente: Datos propios. Encuesta alimentaria, BLH, HLL, 2015

Grafico 2. Correlacion estadisticamente significativa entre
consumo de grasas totales y consumo de grasas saturadas
(R=0,808, p=0,01). Fuente: Datos propios. Encuesta
alimentaria, BLH, HLL, 2015

Respecto a la composicion de la leche humana: Se analizaron 35 muestras de leche
humana de madres donantes del Banco de Leche Humana. Las caracteristicas de la
leche materna se muestran en la tabla 2; los gramos de grasa de leche humana tuvie-
ron como promedio un 3,03 #1,1g, y la grasa de leche materna es mayoritariamente
saturada (42,4%). Los acidos grasos que se presentan en mayor proporcion, son el acido
oleico (33,79%), acido palmitico (20,7%), acido linoleico (14,49) y acido estearico (8%), por
el contrario el DHA y EPA muestran una baja concentracion (0,05% y 0,029 respecti-
vamente). La relacion DHAJEPA fue de 2,5. Los acidos grasos trans de origen industrial
corres-pondieron al 1,3% del total de acidos grasos, siendo los principales los trans del
acido oleico (0,9%). El contenido medio de proteinas en la leche humana fue de 1,42
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+0,55 g/dl. La correlacion estadistica en la ingesta dietaria de acidos grasos y proteinas

con su presencia en la leche humana no fue significativa.

TABLA 2. COMPOSICION DE LA LH

Cromatografia de acidos grasos; 9 ésteres metilicos | Media +- DE | DE
Araquidico 023 012
Behénico 0,05 013
DHA 0,05 0,10
EPA 0,02 0,03
Estearico 8,04 1,18
Heptadecanoico 0,51 0,09
Laurico 525 2,35
Linoleico 14,42 2,55
Linolénico 0,50 019
Miristico 6,70 199
Oleico 33,64 3,04
Palmitico 20,75 2,23
Palmitoleico 2,39 0,49
Nutriente (g/100ml) Media +- DE | DE
Proteina 1,42 0,55
Determinacion de Isémeros trans; Media +- DE | DE
g% sobre acidos grasos totales

Translinoleicos y translinolénicos 1,42 0,38
Transoleicos 091 0,54

Fuente: Datos propios. Determinacion de acidos grasos por cromatografia gaseosa y proteinas por método Kjeldhal (INTI,

2015)

Comentarios finales

El presente trabajo se desarrolld en un ambito relativamente novedoso en el pais:
un Banco de Leche Humana, uno de los 5 existentes en el pais pero que, ademas,

70 PROYECTOS DE INVESTIGACION 2015




desarrolla una actividad integral mas alla de las misiones asignadas a estos nuevos
emprendimientos, que son: 1. Fomentar, difundir y capacitar en lactancia materna y 2.
Manipular adecuadamente hasta pasteurizar la leche humana donada solidariamente
para que pueda ser administrada de manera segura a los recién nacidos de alto riesgo,
internados en los servicios de Neonatologia.

El Banco de Leche Humana (BLH) del Hospital Lagomaggiore también es responsable
de fraccionar diariamente la leche humana cruda y donada pasteurizada, después de
consensuar la prescripcion médico-nutricional con los profesionales de Neonatologia
para distribuirla después a cada paciente internado. Y ademas, es el centro estratégico
de la Red de Leche Humana, en la entrega de leche pasteurizada congelada a otras
unidades de internacion neonatal o de bebés de alto riesgo como cardidpatas o pos-
tquirdrgicos de la provincia.

Este trabajo es uno de los pocos realizados en la Argentina que han relacionado la in-
gesta de las madres que se encuentran en periodo de lactancia y las caracteristicas de
la leche que producen, tanto fresca o ‘cruda’ como la donada y pasteurizada en el BLH.
En la bibliografia consultada, la evidencia cientifica, se ocupa del tema atendiendo las
inquietudes y preocupaciones, pero no lo hace vinculando estas dos alternativas, que
para nuestro equipo interdisciplinario, constituye una actividad cotidiana.

Algunos de los datos relevantes observados en nuestro estudio, como la excesiva can-
tidad de energia calérica consumida, el excesivo consumo de grasas saturadas y trans,
el excesivo consumo de sal y de colesterol en la dieta habitual de las madres donantes,
eran expectativas posibles de hallar, dadas las caracteristicas de las dietas habituales
y cotidianas en nuestro medio, tanto el local como el de nuestro pais. Esta situacion,
demas esta decir, es muy preocupante por el riesgo cardiovascular que conlleva para
la salud.

Sin embargo, no se pudo evidenciar, en laboratorio, un incremento del DHA en la Leche
Humana con el objetivo de mejorar la transferencia del acido esencial a los bebés que
la reciben, a pesar de la dieta especialmente realizada con huevos enriquecidos con
DHA en un grupo de madres donantes durante dos semanas, comparado con las ma-
dres a las que siguieron con la dieta habitual, evidenciada a través de las encuestas de
alimentacion. Estimamos que el namero reducido de muestras, quizas, haya atentado
para obtener datos objetivos. Aunque también se debera tener en cuenta la posibilidad
de que podria haber habido una menor cantidad del acido esencial en cada huevo que
lo que se habia estimado, o el tiempo de consumo de 15 dias podria haber resultado
escaso. También es necesario considerar, a pesar de la capacidad e idoneidad de los
investigadores, que se posee poca experiencia en la manipulacion de las muestras de
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leche humana.

Un dato interesante de destacar, es el promedio incrementado de proteinas en gramos
por decilitro en la leche de las madres donante, que expresan las caracteristicas de la
leche de nuestra especie en el momento de extraccion (calostro, primera semana en
cuanto a las madres donantes de bebés de término) y las primeras tres semanas (‘tipo
calostral’) de la leche que se extrajeron las madres de recién nacidos de pretérmino, a
las que la naturaleza dot6 con un mejor tenor de proteinas como ‘compensacion bio-
l6gica’ al nacimiento prematuro de riesgo.

Es importante aclarar aqui que en los dos Gltimos objetivos especificos propuestos
(verificar las modificaciones cuantitativas y cualitativas de la leche humana después del
tratamiento por congelacion y pasteurizacion y determinar el contenido proteico de la
leche humana luego del proceso de pasteurizacion) solo se poseen datos muy impor-
tantes pero por ahora los consideramos parciales y por ello se decidié no presentarlos;
es necesario mas tiempo de observacion para poder mostrar resultados apropiados y
abordados estadisticamente.

Las respuestas que se obtengan de las investigaciones mencionadas especificamente
mas arriba, seran de enorme utilidad para la actividad y resultados de todos los Bancos
de Leche Humana, puesto que hasta la actualidad, todos los procedimientos que se
realizan para manipular la leche humana adecuadamente y proporcionar una leche
donada pasteurizada y segura a los bebés mas vulnerables, son los que actualmente se
siguen en todo el mundo: estricto mantenimiento de la cadena de frio y pasteurizacion
con el método Holder.
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Introduccion

El rabdomiosarcoma (RMS) es el sarcoma de partes blandas mas coman en la infancia
(1,2). Es un tumor maligno de origen muisculo-esquelético. Los dos subtipos histologi-
cos principales son: Embrionario (RMSe) y Alveolar (RMSa) (13). Factores clinicos como
la edad, el sitio de localizacion primario, tamano del tumor, compromiso ganglionar,
presencia de metastasis, entre otros, son utilizados para estratificar a los pacientes con
el fin de alcanzar la mayor sobrevida global con la menor toxicidad para los mismos
(1,23).

Para el RMSa se han descripto las translocaciones cromosomicas (intercambio de frag-
mentos de ADN entre dos cromosomas que pueden dar lugar a fusiones entre dos
genes) entre los genes PAX3 o PAX 7 y FOXO1 en aproximadamente el 80% de los
casos. La proteina de fusion generada conserva el sitio de union al ADN de PAX, lo que
le permite comportarse como un activador de transcripcion muy potente y regular el
crecimiento, proliferacion, apoptosis y diferenciacion celular. Por otro lado, no se han
descripto hasta el momento translocaciones especificas para el RMSe (4-7,14-16).

Esta ampliamente aceptado que el subtipo embrionario tiene mejor pronéstico que
el alveolar, por eso la importancia de su correcta identificacion. Diversos estudios han
evaluado la asociacion entre la presencia de la translocacion cromosémica con un
fenotipo mas agresivo aunque el valor prondstico del gen de fusion PAXJFOXO1 es atn
controversial (6). En un estudio de los casos del Intergroup Rhabdomyosarcoma Study
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Group (IRSG), el resultado en pacientes con rabdomiosarcoma alveolar con transloca-
cion negativa fue mejor que los observados en los casos con traslocaciones positivas
y similar a los vistos en pacientes con rabdomiosarcoma embrionario, indicando que
la presencia del gen de fusion es un factor critico para la estratificacion de riesgo en el
rabdomiosarcoma pediatrico (4, 14,16). Sin embargo, un estudio aleman no encontrd
diferencia significativa alguna en cuanto a la sobrevida libre de eventos a 5 afios entre
los pacientes que eran positivos para PAX[FOXO1 en comparacion con aquellos nega-
tivos para la translocacion (5).

Por otro lado, en la dos dltimas décadas se han hecho avances muy importantes en el
entendimiento de la apoptosis en diferentes canceres humanos asi como también se
han desarrollado diversas estrategias con fines terapéuticos teniendo como blanco la
apoptosis. Estas estrategias buscan inducir la apoptosis estimulando la via proapoptd-
tica directamente, o inhibiendo las moléculas antiapoptéticas (18). Un estudio reciente
ha observado un aumento en la expresion de la proteina proapoptotica NOXA en los
RMSa (17). Dicho estudio se realizd en varias lineas celulares en cultivo observandose
un incremento tanto de NOXA a nivel de mensajero como de |a proteina. Este aumento
de NOXA implicaria una sensibilizacion de las células de los RMSa hacia la apoptosis
bajo la accion de drogas proapoptéticas. Marshall y col. observaron un aumento sig-
nificativo de las caspasas (proteasas esenciales en el proceso de apoptosis) efectoras
(caspasa 3y 7) luego del tratamiento con drogas que inducen la apoptosis comparado
con los controles (17). Por lo tanto, este aumento en la expresion de NOXA abriria una
ventana terapéutica para la induccion de apoptosis en los RMSa de comprobarse los
mismos hallazgos en el tejido tumoral.

El Servicio de Oncologia del Hospital Pediatrico “Dr. Humberto ]. Notti”, Centro Regional
de Referencia del Oeste Argentino, registra alrededor de 65 nuevos pacientes por ano
de los cuales un 109 corresponde a Rabdomiosarcoma (12).

El objetivo general de este estudio fue estudiar la asociacion entre la presencia de
los marcadores moleculares (PAX3/FOXO1 y PAX7/FOX01) y caspasa efectora 3con la
estratificacion de riesgo y respuesta al tratamiento en pacientes pediatricos con RMS.

Método

Se realizd un estudio prospectivo de pacientes menores de 15 afios afectados de RMS,
en todos los estadios, que fueron diagnosticados y tratados en el Hospital Pedidtrico
“Dr. Humberto J. Notti” desde Junio 2015 hasta Julio 2016. Todos los pacientes fueron
tratados segin los protocolos terapéuticos vigentes en el Servicio de Oncologia del
Hospital Notti, y corresponden a su vez a protocolos de la EpSSG (Europeanpaediatric-
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Softtissue sarcoma StudyGroup).

Muestras tumorales: Un fragmento del tejido fue analizado microscopicamente y re-
servado para posterior deteccion de caspasa 3. Otro fragmento fue congelado en ni-
trogeno liquido (-195,8°C) y luego resuspendido en Trizol para la obtencion de RNA. Se
obtendra ADNc a partir de 1 pug de ARN seglin protocolos estandarizados, utilizando
M-MLV como transcriptasa reversa y la presencia de hexameros al azar, en un volumen
final de 20 ul. Alicuotas decDNA sintetizado fueron amplificadas utilizando primers
consenso PAX3[7que discriminan transcriptos RMSa de otros tumores no RMSa, pero
no distinguen entre los dos tipos de fusiones (PAX3 6 PAX7). Ademas se utilizaron ceba-
dores para amplificar un gen control ABL, de expresion ubicua, que permite controlar la
integridad del RNA y la eficiencia de la RT-PCR. En caso de identificarse alguno de los
transcriptos (PAX 3 o PAX7), se procedio a realizar una PCR con cebadores especificos
para cada gen de fusion (PAX3-FOXO1 y PAX7-FOXO1). Los productos de PCR obte-
nidos fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 39 tefido con bromuro
de etidio. Los mismos fueron visualizados bajo luz UV en el documentador de geles
BioDoc-it de UVP

Inmunohistoquimica para caspasa 3: Se realizaron cortes histologicos de 3-4 um y se
los colocd en portaobjetos con carga positiva o xilanizados. Se los dej6 secar en estufa
a 58°- 60° durante 1 hora. Luego se procedio a desparafinar e hidratar los cortes con
concentraciones decrecientes de alcohol. Posteriormente se comenzé con la recupera-
cion antigénica (desenmascaramiento de antigenos nucleares). Para esto, se colocd los
portaobijetos en buffer citrato 0,01M a pH 6 y se los colocd en bafno de agua hirviendo
por 45 minutos. Posteriormente se procedio a bloquear las peroxidasas endégenas con
una solucion de peréxido de hidrégeno y azida sédica. Luego se procedié a bloquear
|os sitios inespecificos con una solucién de alblmina bovina durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente. Finalmente, se incub6 con el anticuerpo primario anti caspasa 3, se
lo dejo en incubacion a 4°C durante toda la noche, luego se enjuago y se incubd du-
rante 2 horas con el anticuerpo secundario. Previamente a la aplicacion del sistema de
deteccion (LSAB|Polimero), se enjuagd y se bloqued con avidina. Se revelé con diamin-
obencidina (DAB). Finalmente se contrast con hematoxilina y se monté con balsamo.

Cuantificacion de las células caspasa 3 positivas: Se analizaron las IHQ de los diferentes
cortes histologicos y se obtuvo un indice que se calculo de la siguiente manera.

Indice de positividad para caspasa 3 = N° de células positivas x 100 | Total de Células

Consideraciones éticas: Se solicito la firma de los consentimientos informados a los
padres de los pacientes enrolados en este estudio.
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Las muestras utilizadas fueron sélo las indicadas en protocolos para el diagnéstico,
estadificacion y tratamiento de los pacientes.

Caracteristicas clinicas de los pacientes:

Los pacientes evaluados fueron cuatro (4), tres (3) de sexo masculino y uno femenino,
con edades comprendidas entre 4 y 8 afios (media 6,5 anos). Tres pacientes tenfan
tumores clasificados en estadio Ill y un solo paciente en estadio V. Histol6gicamente 3
pacientes tenian RMSe mientras que un paciente presentd RMSa.

Los sitios de localizacion fueron la region parotidea, el antebrazo derecho, la zona pa-
ratesticular y el miembro inferior izquierdo.

RIESGO | ESTADIO | GRUPO | LOCALIZACION TIPQ HIS- | TRATAMIENTO | EDAD
TOLOGICO

Alto I G Region Parotidea | Embrio- | EPSS RMS 2005 | 7 a
nario

Alto M G Antebrazo der | Alveolar [ EPSSRMS 2005 | 8 a

Alto 1% G Miembro Inferior [ Embrio- | EPSS RMS 2005 | 4 a

lzq nario

Bajo I A Paratesticular Embrio-| EPSSRMS 2005 | 7 a

nario

Tabla I. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes

Caspasa 3 Activada: La inmunohistoquimica contra caspasa 3 mostré ausencia de mar-
cacion en todos los cortes histologicos analizados. Se observo ausencia de expresion de
caspasa 3 activada en la contratincion con hematoxilina — eosina (Foto 1 Ay B).

Fotol AyB. Fotos representat
de inmunohistoquimica cont
caspasa 3 activada en los cor
pertenecientes a los fragmen
tumorales analizados. Obsérv
la ausencia de marca para la
caspasa 3. Contratincion
hematoxilinaeosina.
Magnificacion: 40x.
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Se utilizaron cortes de ovario como control positivo de activacion de caspasa 3 (Foto 2).
Se evidencio la presencia de sefal citoplasmatica en las células provenientes de tejido
ovarico.

Foto 2. Fotos representativas
una inmunohistoquimica cor
caspasa 3 en cortes de ovaric
aprecia la presencia de expre
de caspasa 3 en el citoplasm
las células.

Magnificacion: 10x y 4Ox.

Br Satest

De lo mencionado anteriormente, se puede inferir que no habria activacion de la via
proapoptética en los tumores de los pacientes con RMS,

Deteccion de los transcriptos de fusion PAX3 — FOXO1 y PAX7-FOXO1: Se analizaron las

muestras tumorales de los RMS, mediante RT-PCR, con el fin de determinar la presencia
de los transcriptos de fusion en las muestras provenientes de los pacientes.

En la figura siguiente se muestra el resultado de la amplificacion de dos lineas celulares
que expresan los transcriptos de fusion mencionados anteriormente.

Foto representativa de una corrida electroforética en gel de agarosa al 3%

Se muestran los productos de PCR obtenidos luego de la amplificacion con
cebadores consenso para PAX3 y PAX7.

. Calle 1: Control Positivo para PAX3
Calle 2: Control Positivo para PAX?

Calle 3: Control de Contaminacion
Cr PAX3 T GhiPAXZ « ﬁ Calle 4: Marcador de Peso Molecular

En caso de identificarse alguno de los transcriptos (PAX 3 0 PAX7), se procedi6 a realizar
una PCR con cebadores especificos para cada gen de fusion (PAX3-FOXO1 y PAX7-
FOX01).
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Foto representativa de una corrida electroforética en gel de
agarosa al 3%.
Se muestran los productos de PCR obtenidos luego de la
amplificacion con cebadores especificos para PAX3 y PAX7.
Calle 1: Control Positivo para PAX7
Calle 2: Control de Contaminacion
Calle 3: Marcador de Peso Molecular

00 Calle 4: Control Positivo para PAX3
ot PAXZ CGsie AN GHEAXS e Calle 5: Control de Contaminacion

De las cuatro muestras de RMS, una muestra resultd positiva para el transcripto de
fusion PAX7. Este paciente presentd un RMS alveolar con localizacion en el antebrazo
derecho. El resto de los pacientes no presentd ningdn transcripto de fusion coincidien-
do con el tipo histolgico del RMS hallado.

Hasta el momento no se realizd la deteccion de la Enfermedad Minima Residual en el
paciente con RMSa debido a que no ha finalizado los ciclos de quimioterapia previo a
la puncion de médula dsea.

Resultados

El conocimiento creciente en el campo de la Biologia Molecular de los sarcomas pe-
diatricos, acumulado principalmente durante las dos dltimas décadas, ha abierto la
posibilidad de incorporar en la medicina, técnicas de diagnostico molecular basadas
en evidencias biologicas de los tumores. En RMS, el descubrimiento de los productos
de fusion especificos, ha posibilitado el diagndstico molecular mediante RT-PCR. Asi
también, el creciente conocimiento sobre (a biologia de estas proteinas aberrantes y su
significacion clinica esta aportando nuevos criterios diagnésticos para el RMS.

A diferencia de los estudios realizados en limeas celulares que han demostrado una
sensibilizacion hacia la viaproapoptdtica, en nuestros estudios no observamos activa-
cion de caspasa 3 en los cortes histologicos de las muestras tumorales. Estas diferencias
pueden deberse a la imposibilidad de realizar el tratamiento antineoplasico de manera
intratumoral o a la dosis utilizada en nuestros pacientes que es menor que aquella uti-
lizada en los experimentos in vitro. El tratamiento sistémico requiere la administracion
de drogas dentro de margenes terapéuticos establecidos debido a a gran toxicidad de
los farmacos antineoplasicos. Mayor cantidad de estudios deberan realizarse in vitro e
in vivo para ver el compromiso de |a via proapoptética en los pacientes con RMS.

En resumen, el aporte de la biologia molecular a los hallazgos clinicos, histologicos
e imagenologicos; tanto al diagndstico como durante el seguimiento cobra cada vez
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mas valor; permitiendo diagndsticos mas certeros y estratificando a cada paciente de
manera de brindar un pronéstico y tratamiento mas individualizado.

Comentarios Finales

El conocimiento de la biologia de los tumores ha permitido desarrollar herramientas
que contribuyen a establecer con precision el diagnéstico, prondstico, tratamiento y
seguimiento de estos pacientes. La correcta utilizacion e interpretacion de estas técni-
cas se ve beneficiada por la estrecha colaboracion entre el plantel médico y el personal
del laboratorio. Ademas, tanto el trabajo clinico como el diagnéstico molecular, se ven
enriquecidos cuando ambos equipos, ademas de llevar a cabo su trabajo asistencial,
generan conocimiento nuevo mediante proyectos de investigacion. Asi también, la
ejecucion de este proyecto, complementd el desarrollo sostenido del Laboratorio de
Biologia Molecular, potenciando estrategias de intervencion tanto a nivel diagndstico
como de seguimiento y tratamiento.

Por lo expuesto anteriormente surge que, el fortalecimiento de los recursos diagnos-
ticos en Oncopediatria en el Hospital Pediatrico “Dr. Humberto ]. Notti”, dado por la
inclusion de diferentes técnicas complementarias de biologia molecular, ha posibilita-
do el desarrollo de un programa de atencion integral a los pacientes afectos de RMS.
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EVALUACION INTEGRAL DE LA MUERTE MATERNA EN
MENDOZA 2003-2013: CAUSAS, CONTEXTOS E IMPLICANCIAS
PARA LA POLITICA SANITARIA

Equipo: Maria Gabriela Torres; Jorgelina Alvarez; Nancy Barrera; Vanina
Ruiz

Instituciones: Ministerio de Salud Mendoza; Universidad Juan A. Maza;
Universidad de Mendoza

Contacto: gtorresneo@yahoo.com.ar

Introduccion

La Muerte Materna (MM) es considerada uno de los indicadores clave para evaluar el
nivel de equidad y desarrollo humano de una sociedad (ONU, 1999). Es un hecho poco
frecuente pero de alto impacto en las politicas sanitarias, sociales de un pais en vias
de desarrollo como la Argentina. Tiene implicancias individuales como es la pérdida
de una mujer joven y sana, sociales relacionadas a pérdida de la mujer — madre como
activo social y aquellas que hacen al desarrollo temprano de los nifios que sobreviven a
la tragedia. Se estima que por cada mujer que muere por complicaciones relacionadas
al embarazo, parto o puerperio hay entre 30 y 100 mujeres que sufrieron situaciones
similares y no fallecieron, esto es llamado en la literatura “Near Miss” o Complicacion
Obstétrica Grave y representa un indicador de la calidad de los servicios de Obstetricia
(CEDES, 2006).

La reduccion de la MM es un compromiso internacional asumido en el Plan de Accion
de la OPS-ONU-ODM 2015, y Mendoza debe sumar acciones en este sentido. La ten-
dencia de la Razon de Mortalidad Materna (RMM) para el afio 2015 en Argenting, es 3,3
veces superior a l[a meta comprometida. Esto justifica ampliamente el analisis de la te-
matica en las provincias argentinas y particularmente en Mendoza, la que se encuentra
por encima de la media nacional en materia de MM. (Speranzaycol, 2011)

En el contexto socio-sanitario del periodo de observacion de este estudio, 2003 - 2013,

80 PROYECTOS DE INVESTIGACION 2015



se han producido algunos cambios por ejemplo el nivel educativo alcanzado por las
jovenes mujeres, mientras otros cambios del ambito socioeconémico, como la Asigna-
cion Universal por Hijo (AUH), alcanzan especialmente a la maternidad y sus contex-
tos. (Ramos, Romero y col, 2014). La inter-sectorialidad de la salud ha sido justificada
desde el afo 2010, con un nuevo enfoque: el abordaje social, econémico y politico
para alcanzar el mejor grado de salud posible, y la MM no debe permanecer ajena a
tal proceso. (OSSyR, 2013). Es por ello que se utilizd como marco tedrico conceptual
para la evaluacion de la muerte materna el modelo propuesto por UNICEF y Maine-
McCarthyque analizan las causas desde un enfoque con matices en la realidad social y
sanitaria de la MM.

Objetivo: Describir y determinar patrones de mortalidad materna en la provincia de
Mendoza durante el periodo 2003-2013, analizando sus causas y relaciones multifacto-
riales, con el propdsito de ser utilizado como herramienta de planificacion y de mejorar
la salud materna mendocina. Identificar las intervenciones en salud materna en el pe-
riodo de observacion y su impacto en el sistema de salud mendocino.

Método

Se trato de una investigacion de tipo descriptiva de datos ecol6gicos y corte transversal,
retrospectivo. El estudio incluyé la recoleccion de todas las muertes maternas ocurri-
das en la provincia de Mendoza durante el periodo 2003-2013 y los nacidos vivos de
igual periodo, mediante el analisis de variables sociales, variables sanitarias y variables
clinico-asistenciales. Se consideré MM a aquella ocurrida en mujeres durante el emba-
razo, el parto o hasta los 42 dias de producido el nacimiento. Quedan excluidas aque-
llas defunciones con diagndsticos de MM por causas violentas (homicidios, suicidios
y accidentes viales); y MM tardias (ocurridas después de 42 dias de parto).Se elabord
una base de datos con la totalidad de MM de residentes en Mendoza ocurridas entre
el 2003 y 2013. Para calcular la Razon de Mortalidad Materna (N° Muertes maternas|
N° Nacidos vivos en igual periodo) se utilizd el N° de nacidos vivos registrados. En el
diseno de la base de datos se consultaron el Sistema Infosalud (Informe Estadistico de
Defuncion, de Hospitalizacion y de Nacidos Vivos) datos de la Direccion de Maternidad
e Infancia y del Departamento de Bioestadistica (Certificados de Defuncion). Se definie-
ron variables sociales, sanitarias y clinico-asistenciales:

1. Variables Sociales:
Incluyd lugar de residencia, se tomé la clasificacion por Departamentos de Mendoza.

Nivel de instruccion de la madre (Alcanzd Educacion Formal: que abarca el Nivel Se-
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cundario Completo y niveles superiores. No alcanz6 Educacion Formal: aquellos casos
sin instruccion y hasta el Nivel Secundario sin completar).

La variable situacion laboral: trabaja o esta de licencia (ocupada), no trabaja y busca
trabajo (desocupada), no trabaja y no busca trabajo (inactiva).

La variable ocupacion de la mujer al producirse la MM se consider6 si trabaja o no
trabaja. La variable edad de la madre fue agrupada en grupos etarios. La variable co-
bertura de salud solo se pudo obtener para las MM. No se dispone del dato acerca de
la cobertura de salud de los nacidos vivos, por lo tanto no se construyd la RMM segiin
cobertura.

1-Variables Sanitarias, tales como Acceso a Servicios de Salud Sexual y Reproductiva;
Controles de embarazo de las muertes maternas y Lugar de ocurrencia de la muerte
materna que fue agrupada en establecimiento pablico, establecimiento privado, obra
social, vivienda particular y otro lugar (via pablica, transporte)

2-Variables clinico-asistenciales: Los diagnosticos se clasificaron segin la recomenda-
cion de la CIE-10 (Solis, P. y Gerner, A, 2014) para Muerte Materna, que ademds es la
Guia de la OMS para la aplicacion a las muertes ocurridas durante el embarazo, parto
y puerperio. Los diagndsticos fueron agrupados en:

Muerte materna directa: aborto, hemorragia obstétrica, infecciones/sepsia, trastornos
hipertensivos, complicaciones imprevistas del manejo (dinamica del trabajo de parto)
y otras complicaciones obstétricas.

Muerte materna indirecta: aquella muerte que ocurre en el contexto de una enferme-
dad no relacionada con el embarazo, parto o puerperio. Esto es una mujer enferma
que se embaraza.

Resultados

En el periodo observado se registraron 138 muertes maternas y un total de 361.498
nacidos vivos en la provincia de Mendoza. La Razén de Mortalidad Materna (RMM) para
el periodo 2003 - 2013 arrojo un valor promedio de 3,83 muertes maternas (MM) cada
10.000 Nacidos Vivos (NV).
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Figura N°1. Evolucion Razon de Mortalidad Materna (RMM) Mendoza 2003-2013.
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Tabla N° 1Evolucion RMM. Mendoza 2003-2013.

ANO N° MM RMM
2003 10 3,48
2004 13 4,26
2005 17 539
2006 11 341
2007 14 4,24
2008 9 2,58
2009 9 261
2010 14 4,10
2011 17 4,96
2012 12 3,62
2013 12 3,48
Total Gral. 138 383
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La RMM calculada para la provincia de Mendoza para el periodo 2003 a 2013, tiene un
promedio de 3,83 muertes maternas cada 10.000 nacidos vivos (NV) con una desviacion
estandar de 0,88 (valor minimo de 2,58 y maximo de 5,39) el coeficiente de variacion es
de 239 Este @ltimo valor indica una moderada variabilidad de la RMM en el periodo
considerado.

Evolucion historica de la RMM para la provincia de Mendoza

A fin de estudiar la evolucion temporal de la RMM, se ajustd uno modelo de regresion
lineal simple para modelar la tendencia de la serie de datos.

Figura N° 2. Evolucion de la RMM Mendoza 2003-2013
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Figura 2: Evolucion histdrica de [a RMM para la provincia de Mendoza. Valores de RMM observados (azul), tendencia de
descenso lineal ajustada por regresion (verde) y compromiso de descenso (tojo).

La pendiente de la recta de ajuste (en verde) es -0,0374 MM/10.000NV por afo. El
signo negativo de este valor indicaria una tendencia al descenso de la RMM. Su valor
podria interpretarse como una disminucion promedio de 3,74 muertes maternas cada
1.000.000 de NV (millon de NV). Este valor estimado de la pendiente, sin embargo, no
resulta estadisticamente distinto de cero (valor-p=0,678), lo cual sugiere una tendencia
estable o estancamiento en la evolucion de la RMM durante el periodo 2003-2013.

La recta en rojo esta trazada por valores ideales que representan el compromiso de
descenso promedio de la RMM asumido ante la ONU. La pendiente de esta recta es
-0,164 MMJ10.000NV. Esta recta ideal representaria una disminucion de 16 muertes
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maternas cada 1.000.000NV. Esto significa que, para cumplir con el compromiso asu-
mido, la disminucion anual de la RMM (pendiente de la recta verde, -0,0374) deberia
haber sido 4 veces mas grande: deberia haberse observado una disminucion 4009
mayor de la que se observo en los registros de salud.

La RMM segiin Variables Sociales, sefala que la RMM segiin lugar de residencia pre-
senta una gran variabilidad a nivel provincial. El coeficiente de variacion toma un va-
lor de 1909, lo cual sugiere que el fendmeno de la mortalidad materna presenta un
comportamiento muy dispar tanto en los diferentes Departamentos de a provincia
como a través de los anos. Los resultados sugieren que no existen diferencia estadistica
entre los departamentos y que las diferencias detectadas son espurias y debidas a la
influencia de los ceros correspondientes a San Carlos y Santa Rosa (test de ANOVA). La
RMM segiin Nivel de Instruccion es mayor en mujeres que no concluyeron la educacion
formal. Segln situacion laboral la Mortalidad Materna es aproximadamente 50 veces
mayor en las mujeres inactivas comparadas con las mujeres ocupadas. Al momento
de producirse la muerte materna el 849 de las mujeres no trabajaba, 116 casos. La
RMM seglin Edad sugiere que en los grupos etarios de 40 a 44, 45 a 49 y [as menores
de 15 afos tienen RMM atipicamente mas altas que el promedio general. En cuanto
a la Cobertura de salud, el 57,5% de las MM corresponden a mujeres sin cobertura. La
RMM segiin Variables Sanitarias, la muerte materna ocurrié en su mayoria en centro
pablico (60,99%).

Entre las Variables Clinico-Asistenciales casos y segln la clasificacion de la CIE-10
para Muerte Materna, se observa que el 79¢ (n=109) de las MM corresponden a causas
directas y el 219 a causas indirectas.

Tabla N° 13. N° MM por causa de muerte, Mendoza (2003-2013)

TIPO NOMBRE DEL GRUPO N° MM %

MM Directa | Aborto 27 196
Otras complicaciones obstétricas 26 1838
Hemorragia obstétrica 20 145
Infecciones| sepsis 19 138
Trastornos Hipertensivos 14 101
Complicaciones imprevistas del manejo 3 22

MM Indirecta | Complicaciones no obstétricas 29 21,0

Total general 138 100
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La principal causa de MM por causa directa es el aborto 24,8%. Para este punto se des-
agreg0 el aborto, llegandose a la conclusion de que la RMM segiin aborto se concentra
en los rangos etarios que se corresponden con el embarazo adolescente (menores de
19 anos) y con el embarazo de riesgo (mayores de 40 anos). La muertes por aborto son
ademas en su mayoria muertes sin cobertura de salud.

Comentarios Finales

En el perfodo de analisis hemos asistido a cambios del sistema de salud en relacion a
la atencion de las mujeres embarazadas, sobre el que han impactado la crisis socioeco-
nomica y las variaciones en los niveles educativos de la poblacion.

¢Qué relacion tiene el valor del indicador RMM con el desempefio del sistema de salud,
en el contexto social y econémico de la década?

Si bien se han planteados distintos enfoques segln la dinamica del problemay a su vez
se abrieron distintos programas destinados a enfrentar la multicausalidad del tema;
estos no han tenido los resultados esperados.

¢Es la implementacion de los mismos en donde encontramos la falta de resultados?

La RMM entre los departamentos muestra grandes diferencias. Lavalle tiene una RMM
de 19,9 en 2011 muy por encima de la media provincial; mientras que Guaymallén
presenta una RMM de 1,8 para igual periodo. Esto es que una mujer en Lavalle tiene 10
veces mas riesgo de morir a lo largo de su vida reproductiva por causas relacionadas
con el embarazo, el parto y el puerperio que una mujer que reside en Guaymallén.

¢La RMM se relaciona con factores del sistema de salud, del contexto o es necesario
incorporar otra perspectiva e integrarla efectivamente? Estas diferencias observadas se
traducen en ¢desigualdades o inequidades en salud?

Desde el ano 2003 al 2011 las oscilaciones se explicarian por la falta de institucionali-
zacion de los partos, la calidad y cantidad de servicios de maternidad en la provincia,
junto al fuerte impacto de la crisis social del 2001. A partir del afo 2011, con la imple-
mentacion de las Condiciones Obstétricas y Neonatales Esenciales (CONE), conjunto
de medidas seguras con las que deben contar las instituciones que atienden parto y/o
complicaciones de abortos; el sistema de salud mejora en su prestacion con el paquete
de parto seguro. Esta mejora se implementa en los establecimientos pablicos, pero no
se controla el cumplimiento del paquete de parto seguro en los privados. En nuestra
hipétesis de trabajo, el periodo que va desde 2003 a 2011, se caracterizaria por un
avance progresivo en la seguridad y calidad de la atencion del parto seguro. La MM es
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un problema cuyos determinantes trascienden los factores exclusivamente asistencia-
les. Ha sido reconocida como un problema social en la medida que su ocurrencia esta
ampliamente relacionada con el entorno politico y econdmico, asi como factores socia-
les macro-estructurales (Ramos y col. 2004). La multiplicidad de factores asociados a las
MM, complejiza las acciones del sector salud dirigidas a reducirlas y también dificulta la
obtencion de resultados esperados.
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Introduccion

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es la principal causa de fallo renal aguda en
pacientes pediatricos en Argentina. Las manifestaciones clinicas en el periodo agudo
de la enfermedad incluyen anemia, trombocitopenia y fallo renal agudo. La respuesta
inflamatoria del huésped a la toxina Shiga (Stx) y al lipopolisacarido (LPS) de Escheri-
chiacoli esta involucrada en la fisiopatologia de SUH. La Stx es capaz de activar la via
alterna del complemento in vitro. No obstante, se desconoce si la activacion del sistema
de complemento esta involucrado en el desarrollo de SUH asociado a E. colientero-
hemorragica (EHEC). En este trabajo estudiamos si la activacion de la via del comple-
mento es parte de la patogénesis del SUH asociado a EHEG; y si existe asociacion con
la alteracion genética de este sistema en la severidad de la respuesta clinica inicial de
la enfermedad.

En Argentina, el SUH, es una enfermedad endémica presentando el registro mas alto de
todo el mundo. El estudio de esta patologia es de vital importancia para la comunidad
pediatrica de nuestra provincia y del pais.

Método

El trabajo se realizo en tres escenarios. La obtencion de muestras, estudio de laborato-
rio inicial, estudio microbiolégico y aislamiento de ADN se desarroll6 en el Laboratorio
de Bioquimica Clinica y Hematologia, Bacteriologia y Biologia Molecular respectiva-
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mente, del Hospital Pediatrico Dr. Humberto Notti de Mendoza, Argentina; nosocomio
de mayor complejidad infantil en la provincia. El Servicio de Nefrologia del Hospital
Notti es centro de referencia en el oeste de Argentina. El estudio genético del ADN de
los pacientes en el Centro de Investigacion Bioldgicas de Madrid, Espana. El estudio
cuantitativo del complemento en el Area de Fisiopatologia de la Facultad de Ciencias
Médicas de la U.NCuyo, Mendoza, Argentina.

La poblacion a estudiar son aquellos pacientes menores de 15 afios que consultan en la
guardia del Hospital Pediatrico Dr. Humberto Notti por sintomas compatibles con SUH
y |o criterios de laboratorio con SUH. Se conformaron tres grupos Grupo A pacientes
con clinica y/ o laboratorio de SHU tipico, Grupo B diarrea enteroinvasiva (DEI), EHEC
positivos y Grupo C control. Se obtuvo muestras de sangre entera en:

1- Caso A en las primeras 72 hs y a los 10 dias de evolucion de la enfermedad.
2- Caso B al inicio de los smtomas.
3- Caso control sano.

El traslado de las muestras se realizd segin normas de IATA, aprobando los examenes
por parte de las investigadoras participantes, para el traslado al exterior de muestras
bioldgicas (TrasportingDangerousGoods), evaluado por Mayo Medical Laboratories.
Se solicitd la aprobacion por el Comité de Etica del Hospital Humberto Notti y de la
Provincia de Mendoza (COPEIS). Se solicitd autorizacion de exportacion e importacion
de las muestras por ambos paises, en Argentina a la Direccion Nacional de Registros,
Fiscalizacion y Sanidad de Fronteras del Ministerio de Salud. En Espana al Ministerio de
Sanidad, Servicio Social e Igualdad.

La activacion del complemento se evalud mediante la deteccion de C5adesArg en suero
por ELISA (kit de ELISA, BD OptEIA Human C5a).

El estudio de ADN se realizo con técnicas de amplificacion y secuenciacion evaluan-
do haplotipos de riesgo y proteccion. Se estudio los polimorfismos en los genes del
complemento CFH (haplotipos H1, H2, H3, H4), (3 (R102G), FB (R32Q/W), MCP (ha-
plotipoggaac), que se han asociado con variaciones cuantitativas o funcionales en las
proteinas que codifican y han mostrado alguna asociacién con patologias relacionadas
con desregulacion del complemento. Los resultados se evaluaron mediante analisis
unidireccional de varianza para comparar los grupos. Las diferencias entre grupos se
estimaron siguiendo el Post-Test de Bonferroni.
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Resultados

Desde el 1 de diciembre del 2014 hasta el 30 de marzo del 2015 consultaron 633 nifios.
Desde el 1 de Enero del 2016 al 30 de Marzo del 2016, 357 pacientes. En el primer
periodo 208 coprocultivos fueron procesados con los siguientes resultados fueron 127
con Flora intestinal habitual (FIH), 59 positivos para Shigella, 14 E. colienterohemorra-
gica (EHEC), 8 Salmonella. Segundo periodo 123 coprocultivos fueron procesados con
los siguientes resultados 83 con FIH, 29 Shigella, 4 Salmonella, 4 EHEC, 3Campylobacter.
Luego de aislar y tipificar EHEC se realizd la técnica de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), a partir de las colonias aisladas y de la zona de confluencia del SMAC, para
la amplificacion de un fragmento de la secuencia genética de Stx1 y Stx2. Se descarta-
ron las muestras con coprocultivos positivos para Salmonella, Shigella y Campylobacter,
ya que no son los gérmenes motivos de este estudio.

Luego de obtener la confirmacion bacteriologica se pudo dividir los dos grupos Ay B
a estudiar. Considerando los dos periodos un total de 62 pacientes fueron incluidos en
este estudio. Un total de 25 pacientes formaron el grupo A al desarrollar sintomas com-
patibles con SUH, de los cuales 9presentaron coprocultivo positivo para EHEC y 16FIH.
El grupo B formado por 10 pacientes los cuales desarrollaron diarrea enteroinvasiva,
sin signos de hemdlisis en el laboratorio y sin clinica evidente de SUH con coproculti-
vos positivo para EHEC. El grupo C control fue constituido por 27 pacientes sanos con
coprocultivos con FIH.

Tabla: Pacientes incluidos en el estudio durante ambos periodos. Fuente: El Rol del
Sistema de Complemento en SUH tipico. Hospital Pediatrico Dr. Humberto Notti, Men-
doza 2016.

Periodo Total DEI | Coprocultivos SUH DEI Control
(grupoA) | (grupoB) | (grupo()
2014-2015 633 208 15 7 7
2015-2016 | 357 123 10 3 20
Total 990 331 25 10 27

El Grupo A formado por 25 pacientes de los cuales 17 fueron nifias y 8 nifos. Grupo B 4
ninas, 6 ninos. Grupo C 8 ninas, 19 nifnos. Entre los dos periodos el promedio de edad
en desvid estandar fue de Grupo A 18,30 meses, Grupo B 30,88 meses y Grupo C 28,08.

Del Grupo A los datos epidemioldgicos relevantes fueron que 9 pacientes provenian
del departamento de Guaymallén, 5 de Las Heras, 2 de Lujan de Cuyo, 3 de Maipd, 2
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de San Martin, 2 de Godoy Cruz y 2 de Capital. Las vias de probable contagio fueron en
15 pacientes ingesta por alimentos mal cocidos o incorrectamente conservados (ham-
burguesas, panchos, jugos congelados, lacteos), 7 pacientes por nadar en piletas no
cloradas y 3 pacientes desconocian la via de contagio.

Tabla: Datos de Laboratorio de los pacientes del grupo A durante 2015-2016. Fuente:
El Rol del Sistema de Complemento en SUH tipico. Hospital Pediatrico Dr. Humberto
Notti. Mendoza 2016.

Periodo | Hb | Plaquetas | GB Neutré- | Uremia | Creati- | LDH | Hematu-
filos nina ria

2015 919 | 72675 29689 | 61,25 142 2,8 41511 | 6
2016 9,63 |161695 18007 | 53,7 115 114 3422 5

Figura: Evolucion clinica de los pacientes del grupo A. Fuente: El Rol del Sistema de Complemento en SUH tipico. Hospital
Pedidtrico Dr. Humberto Notti. Mendoza 2016.
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Figura: Determinacin de la activacian de a cascada de complemento en pacientes con SUH. Se cuantificd por método de
ELISA la activacion de (5a a través de a cuantificacion de C5a-desArg. Los valores se expresan en ng/ml.
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Se observa un aumento en la fraccion del C5a-desArg en el grupo SUH con respecto
al grupo Cy al grupo B. Las muestras sefalizadas en color rojo del grupo A (SUH)
corresponden a pacientes en los que el valor del C5a-desArg esta incrementada con

® el resto del grupo SUH. Asi mismo, se analizo la cuantificacion de C5a en muestras
tempranas y tardias de 4 pacientes, donde se observa una disminucion en la activa-
cion del factor a los 10 dias.

Figura: Actividad de Csa en los dias 1y 10. Fuente: El Rol del Sistema de Complemento en SUH tipico. Hospital Pediatrico
Dr. Humberto Notti. FCM UNCuyo. Mendoza 2016.
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Figura: Haplotipos Factor H del grupo A By C. Fuente: E{ Rol del Sistema de Complemento en SUH tipico. Hospital

Pedidtrico Dr. Humberto Notti. Centro de Investigaciones Biologicas Madrid- Mendoza 2016
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No se ha puesto de manifiesto la presencia concomitante de los haplotipos de riesgo
CFH-H3 y MCPggaac en ninguna de las muestras.

Cabe destacar que el analisis del estudio genético del total de las muestras se comple-
tara al finalizar envid y procesamiento de las muestras del segundo periodo, dado que
los resultados son mas representativos al aumentar el nimero total de muestras del
estudio.

Comentarios Finales

El rol del sistema de complemento en el SUH tipico ain no ha sido demostrado. En
este trabajo se estudio si la activacion de la via del complemento esta involucrada en
la patogénesis del SUH asociado a EHEC, comprobandose mediante la deteccion de
C5adesArg en muestras de suero por ELISA, que aquellos pacientes que desarrollaron la
enfermedad presentan un aumento de la actividad del C5a.También se estudio si existe
asociacion con la alteracion genética de este sistema en la severidad de la respuesta
clinica inicial de la enfermedad. Se realizo a partir del estudio del ADN de los pacientes,
con técnicas de amplificacion y secuenciacion de los genes, evaluando los polimorfis-
mos 0 mutaciones que se han asociado con variaciones cuantitativas o funcionales
en las proteinas que codifican y han mostrado alguna asociacion con patologias re-
lacionadas con desregulacion del complemento, que pudieran poner de manifiesto,
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predisposicion a infeccion por EHEC, a desarrollar SHU o mala evolucion del SHU. Uno
de los polimorfismos de riesgo mds relevante para SUHa, el CFH-H3 se observo en un
paciente con mala evolucion clinica. Mientras que el haplotipo CFH- H2 que incluye el
polimorfismo Val62lle asociado a menor riesgo de SHUa, se observd en aumento en
aquellos pacientes que teniendo coprocultivos positivos para EHEC no manifestaron
la enfermedad. Hasta el momento nuestros resultados muestran un aumento en la
frecuencia del haplotipo H2 de proteccion en el total de la poblacion estudiada. Es
necesario incrementar el nimero total de muestras a fin de poder correlacionarlo con
los datos clinicos y de laboratorio, por lo cual continuaremos este estudio.

Bibliografia

1.Janeway CA Jr, Travers Py Walport M. (2001).The complement system and innate immunity.lmmunabiology: The Immune
System in Health and Disease. 5th ed. New York USA.Garland Science.

2. Campistol M, Arias M, Ariceta G, Blasco M, Espinosa L, Espinosa M, Grinyd JM,Macia M, Mendizabal S, Praga M, Romdn
E, Toma R, Vialdés F, Vilalta R y Rodriguez de (drdoba S. (2015)Actualizacian en Sindrome Hemolitico Urémico afipico:
diagndstico y tratamiento. Documento de consenso.NefrologiaVol. 35(5);421-447.

3. Valles PG, Pesle S, Piovano L, Davila E, Peralta M, Principi 1y Lo Giudice P.{2005) Postdiarrheal Shiga toxin-
mediatedhemolyticuremicsyndrome similar to septic shock. Medicina (B Aires). Vol. 65(5):395-01.

(. Milford DV, Staten ], MacGreggor |, Taylor CM y Hill FG (1991). Prognostic markers in dianhoea-associated haemolytic-
uraemic syndrome: initial neutrophil count, human neutrophil elastase and von Willebrand factor antigen. Nephrol Dial
Transplant. Vol. 6:232-237.

5. Proulx F, Toledano B, Phan V, Clermont M], Mariscalco MM y Seidman EG.(2002) Circulating granulocyte colony-
stimulating factor, (-X-C, and C-C chemokines in children with Escherichia coli 0157:Hy associated hemolytic uremic
syndrome. Pediatr Res. Vol. 52,928-93,.

94 PROYECTOS DE INVESTIGACION 2015



BURNOUT Y CALIDAD DE VIDA PERCIBIDA EN
PROFESIONALES RESIDENTES EN AREA MATERNO-INFANTIL

Equipo: Luis Hernan Llano Lopez; Leandro Casari; Narela Torres; Pablo
Nosal; Emilia Moreno; Laura Piera

Instituciones: Hospital Humberto Notti. Pontificia Universidad Catélica
Argentina

Contacto: luishernanllano@/hotmail.com

Introduccion

El sindrome de burnout es un trastorno tridimensional resultante del estrés rela-
cionado con el trabajo que se caracteriza por Cansancio Emocional (AE,): el trabajador
siente que sus recursos afectivos han sido superados por el estrés producido
por el contacto diario con las personas que reciben directamente su servicio, desper-
sonalizacion (DP): cuando el trabajador desarrolla sentimientos negativos hacia
las personas con quienes trabaja, que se traducen en comportamientos y actitudes
acordes a esos sentimientos y baja realizacion personal (RP) que se evidencia cuando
el trabajador evalia de forma negativa su labor, lo cual afecta su autoestima
y las relaciones con los demas. [Maslach& Jackson 1981); todo esto, observado
especialmente en trabajos que involucran el contacto con las personas y sus ne-
cesidades (Pantalaeoni et al, 2014) y particularmente en instituciones dedicadas a
la prestacion de un servicio (establecimientos educativos y sanitarios y sus trabajadores
médicos, enfermeros, docentes) (Hernandez et al, 2003).

En los altimos anos, el sindrome de desgaste profesional ha adquirido importancia por
la repercusion directa que tiene sobre la asistencia sanitaria, el ausentismo laboral, la
disminucion del nivel de satisfaccion tanto de los profesionales como de los pacientes,
el riesgo de conductas adictivas, la excesiva movilidad laboral, las alteraciones
de la dinamica familiary, en el caso de la asistencia materno-infantil, el riesgo de que
los pacientes reciban cuidados de una calidad inferior a la deseable, asi como errores
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en la prescripcion médica, con las repercusiones negativas que ello puede condicionar
(Jiménez et al. 2014, Lopez Franco et al, 2005)

Entre los profesionales médicos, los residentes constituyen una poblacion
especialmente vulnerable, dadas las altas exigencias asistenciales, intelectuales
y emocionales inherentes al sistema de residencias, asociado a la reciente inser-
cion en el medio laboral y por lo tanto a la inexperiencia en el ejercicio profesional. Se
ha observado que es durante el primer afno de residencia cuando se presenta la mayor
incidencia del sindrome de burnout o sus componentes, sin cambios significativos en
afos subsiguientes (Pantaleoni et al, 2014). Esto cobra especial importancia al
tener en cuenta que este sindrome se presenta en los primeros anos de ejercicio
profesional, periodo critico en el cual se producen los procesos claves de adaptacion
y ajuste a las nuevas tareas que han de desarrollarse en la vida laboral (Deckard et al,
1994)

Obietivo general es Indagar el impacto del sistema de residencias médicas sobre
el nivel de burnout y la calidad de vida percibida, en profesionales abocados a
la salud de la madre y el nifio durante el primer ano de residencia.

Método

Disefio longitudinal, de tipo descriptivo — correlacional (Hernandez Sampieri, Fernan-
dez Collado & Baptista Lucio, 2014). Muestra probabilistica, intencional.

Poblacion - Universo o poblacion objetivo: Residentes de clinica pediatrica, medi-
cina de familia y gineco-obstetricia de la provincia de Mendoza, que hayan ingresado
en el afio 2015.

Unidad de analisis: Cada profesional médico residente del primer afio de formacion
de las especialidades de medicina de familia, pediatria y gineco-obstetricia. Como
criterio de exclusion se tuvo en cuenta si el encuestado se encontraba atravesando una
situacion de duelo (en cuyo caso se lo contactd luego de 15 dias) yjo haya realizado
una guardia el dia previo (en donde se le solicitd al sujeto que complete el
protocolo al dia siguiente cuando no haya realizado una guardia la noche anterior).

Poblacion accesible: De acuerdo a la Resolucion n® 423/15 del Ministerio de Salud
de la provincia de Mendoza, que establece las vacantes disponibles por especia-
lidades e institucion en el sistema de residencias médicas, el N que se estimd para la
investigacion fue de 90 sujetos. Las plazas que efectivamente fueron tomadas, alcan-
zaron el nimero de 76. Una vez que se obtuvo el listado definitivo de residentes
que tomaron las respectivas plazas en cada institucion, se procedid a contactar
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a cada uno de ellos y solicitar su colaboracion voluntaria. Se trabajo con la
poblacion total de acuerdo a los criterios seleccionados. En total, se recolectaron
39 protocolos en la primera toma (entre el primer y segundo mes de trabajo), y 32
sujetos que conformaron la muestra final completaron la segunda evaluacion

Instrumentos y técnicas:

1) MaslachBurnoutInventory (MBI) (Maslaché&t Jackson, 1981, adaptacion argentina de
Hein, 2005).

2] Inventario de Calidad de Vida Percibida (Mikulik (2006)
3) Preguintas Ad Hoc

Resultados

En primer lugar se exponen las caracteristicas de la muestra que participé del estudio.
En relacion a variables socio demograficas, en su mayoria son mujeres (78,1 %) con una
edad promedio de 26,06 (DE: 1,80). Con respecto al estado civil, 84,4 % son solteros y
el porcentaje restante estan casados o en unién convivencial (15,6 %). Y por dltimo, casi
la totalidad de los participantes, no tienen hijos (96, 9 9%). Luego se exponen variables
socioprofesionales, De acuerdo a la institucion, los residentes pertenecen a los si-
guientes hospitales: Notti (87,5 9). Saporiti (3 9), Italiano (6,3 %) y Paroissien (3,1
%). En relacion a la especialidad que se encuentran cursando, los porcentajes son:
clinica pediatrica (68,8 %), Kinesiologia pediatrica (6,3 9), Cirugia pediatrica (3,1 ),
Odontopediatria (3,1 %), Bioquimica (6,3 %), Medicina de Familia (3,1 ), Gineco
obstetricia (3,1 %) y Nutricion (6,3 %). Por @ltimo, la mayoria de los residentes
manifesto realizar ocho guardias mensuales (90, 6 o).

A continuacion se presenta la cantidad de sujetos que cumplirian con los criterios de
Sindrome de Burnout, en los dos momentos de evaluacion.
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Tabla 1

Cantidad de residentes con indicadores y en riesgo de BurnOut

Primera toma (n=39) Segunda toma (n=32)
F %o F %o
1 2,6 1 31
9 23,1 7 21,9
29 744 24 75

Comentarios finales

En primer lugar, se debe mencionar que debido a la ausencia de baremos locales sobre
el test empleado (MBI), la estimacion del diagndstico de Burnout se realiza en
base al calculo de percentiles para la muestra tomando como valores altos (a
partir de 75) y bajos (25 0 menos). Esta modalidad de correccion, que si bien es es-
tadisticamente apropiada, presenta como contrapartida la dificultad para cumplir
con todos los criterios sehalados como indicadores de BurnOut, ya que se trataria de
sujetos con percentiles superiores o iguales a 75 en CE y DP, y percentiles inferiores o
iguales a 25 en RP.

Y otra complicacion, es que al tratarse de un estudio longitudinal existi6 pérdida
de sujetos: profesionales que no completaron la segunda fase de la evalua-
cion, evento caracteristico en este tipo de estudios (Hernandez Sampieri et al, 2014;
Moretti&Basler, 2011). Por lo que los percentiles que se fijaron para cada momen-
to de la evaluacion variaron. En el caso de CE, el percentil 25 se mantuvo similar
en su valor (24), pero el percentil sefialado como alto disminuyo (de 37 a 35).

En el caso de DP, los valores tendieron a aumentar ampliando el rango (dismi-
nuyo el percentil 25 en su valor, y aument6 el 75). Y en el caso de RP, disminuyd el
rango de valores en los percentiles. El analisis de la cantidad de sujetos con BurnOut
aumento levemente en porcentaje, pero la cantidad de sujetos con los indicadores
fueron los mismos (n= 1). Esto serfa consecuencia de la disminucion en el n de
la segunda toma (n= 32). Mientras que el porcentaje de sujetos en riesgo (aquellos
que cumplen dos de los tres criterios sefialados por Maslach & Jackson, 1981) dismi-
nuyo en frecuencia y porcentaje. Debido al tamafio de la muestray la frecuencia
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de casos por celdas a analizar, no se pudo efectuar un andlisis estadistico de asociacion
de variables nominales (Chi Cuadrado).

Esta baja prevalencia no condice con los descripto por Panteoloni et al (2014) que
senala que el primer ano es de alto riesgo para el desarrollo del SBO. Aunque
en la misma definicion del BO se establece que es un proceso paulatino que se
desarrolla con el transcurrir de los ainos, como respuesta al estrés cronico (Maslachét
Jackson, 1981) y en esta investigacion se trabajo con sujetos que estan transitando
su primer afo de residencia. Por lo que seria importante continuar con la evaluacion
de estos profesionales a lo largo de los anos, ya que explicaria el bajo porcentaje en-
contrado en la muestra.
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EFECTOS DE UN PROGRAMA DE ESTIMULACION COGNITIVA
GRUPAL EN DETERIORO COGNITIVO LEVE

Equipo: Joanna Lombardo; Graciela Maggioni; Soledad Poy; Johana
Rodriguez; Natalia Retamales

Instituciones: Fundacion San Andrés, Universidad ]. A. Maza, Universi-
dad del Aconcagua

Contacto: lombardojoannag@gmail.com

Introduccion

Los programas de estimulacion cognitiva son un tratamiento no invasivo de estimula-
cion cerebral, basados en la aplicacion de técnicas neurolégicas, con el fin de mejorar,
mantener o recuperar la actividad cerebral. Estos tratamientos son aplicados a perso-
nas que reciban un diagnostico de disfuncion cognitiva.

El proyecto se presenta desde un enfoque neuropsicoldgico e implica evaluar funcio-
nes cognitivas especificas como la atencion, la memoria de trabajo, la planificacion y el
control inhibitorio en los adultos participantes, para luego implementar un tratamiento
que posibilite mejorar dichas funciones.

Se busca evidenciar como, a través de la estimulacion del psiquismo, en pacientes con
Deterioro Cognitivo Leve, se producen cambios estructurales en el cerebro, protectores
de patologias.

Para lograr este fin se obtendra una linea base del rendimiento de cada participante a
partir de una evaluacion inicial, para conocer los déficits cognitivo, empleando como
instrumentos para ello, los modelos tedricos, test, entrevistas, cuestionarios y escalas,
que provienen de diferentes areas de la psicologia y neuropsicologia. Este sera el punto
de partida para incorporarlo a los grupos de estimulacion cognitiva. Una vez obtenido
el perfil neuropsicolégico, se comienza la etapa de estimulacion propiamente dicha, de
tres meses de duracion.

A los 6 meses de haber terminado el programa de estimulacion, se realiza un retest
de la evaluacion inicial, evitando, de esta manera, el aprendizaje de la técnica, a fin de
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corroborar si los cambios cognitivos obtenidos se han sostenido en el tiempo.

Este proyecto pretende aportar evidencia cientifica sobre los efectos del tratamiento en
relacion con el funcionamiento cognitivo en adultos con deterioro cognitivo leve. Lo
cual no ha sido investigado en la region Cuyo.

Los principales beneficiarios fueron los participantes de dicha investigacion y la co-
munidad cientifica, con los resultados obtenidos al finalizar la presente investigacion.

Método

La presente investigacion se realizara en el Centro Integrador Comunitario N° 1, Ciudad
de Mendoza, Area Adulto Mayor (CIC N°1), dependiente del Area de Accion Social de la
Municipalidad de la Ciudad de Mendoza y en el Centro de Rehabilitacion Integral San
Andrés.

Los actores involucrados fue el personal especializado en neuropsicologia, quienes eva-
luaron el rendimiento cognitivo de pacientes en un rango etario de 55-65 afios para
detectar la presencia de deterioro cognitivo leve, Ademas participaron de la muestra
personas voluntarias de la comunidad general, convocadas a través de aviso en el
diario Los Andes y folleteria distribuida en consultorios, mutuales y comercios de la
ciudad.

Se realizd un estudio cuantitativo, exploratorio, con un disefio pre-postprueba, sin gru-
po control y de corte transversal (Hernandez Sampieri, Fernandez Collado & Baptista
Lucio, 2010).

La muestra fue no probabilistica de tipo intencional con participantes voluntarios to-
mando como criterio de inclusion a adultos entre los 55 y 65 afos de edad, de ambos
sexos, con deterioro cognitivo leve.

Las pruebas a utilizar son de fuentes primarias, estructuradas y estandarizadas:

- Entrevista neuropsicolégica semiestructurada: Modelo desarrollado en el departa-
mento de neuropsicologia del Centro de Rehabilitacion Integral San Andrés. Realiza
una anamnesis completa del paciente: datos de filiacion, motivo de consulta, ante-
cedentes personales y sociales, antecedentes médicos, funcionamiento cognitivo del
paciente y observaciones del entrevistador.

- Escala de valoracion funcional: Instrumental Activities of Daily Living (IADL): Evaluar
las capacidades funcionales de los ancianos segin diferentes niveles de competencia,
en particular la autonomia fisica e instrumental en actividades de la vida diaria. Consta
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de 8 items que valoran las siguientes ABVD: Utilizar el teléfono, realizar las compras,
preparar comida, realizar tareas domésticas, utilizar el trasporte, manejo del dinero, y
administracion responsable de medicamentos. El tiempo e administracion es 5 minu-
tos. Autor: Lawton MP, Brody EM. (1969). Assessment of older people: Self-maintaining
and instrumental activities of daily living. Gerontology, 9; 179-86.

- Addenbrooke’s cognitive examination (ACE-R): Test abreviado y sensible para los
estadios tempranos de la demencia, con capacidad de diferenciar entre los diferentes
subtipos de demencia: Enfermedad de Alzheimer, Demencia Frontotemporal. Su ad-
ministracion tiene una duracion de 15 a 20 minutos. EvalGa 6 dominios cogniti-vos;
orientacion, atencion, memoria, fluencia verbal, lenguaje y habilidades visuoespaciales.
Autor: Sarasola, D; Calcagno, M; Sabe, L; Caballero, C; Manes, M. (2004) Utilidad del
Addenbrooke’s Cognitive Examinationen Espanol para el Diagndstico de Demencia y
para la diferenciacion entre la Enfermedad de Alzheimer y la Demencia Frontotempo-
ral. Revista Argentina de Neuropsicologia, Vol. 4, p. 1-11.

- Ineco frontal screening (IFS):Es una herramienta de screening breve que evalda las
disfunciones ejecutivas. Su administracion no supera los 10 minutos. Esta compuesto
por 8 subtest: Series motoras, instrucciones conflictivas, Go-No Go, digitos en orden
inverso, memoria de trabajo verbal y espacial, capacidad de abstraccion y control in-
hibitorio verbal. Autor: Torralva, T, Roca, M, Gleichgerrcht, E, Lopez, P, Manes, F. (2009).
INECO Frontal Screening (IFS): A brief, sensitive, and specific tool to assess executive
functions in dementia. Journal of the International Neuropsychological Society, 1-10.

- Test de copia y reproduccion de memoria de figuras geométricas complejas de Rey:
Evalda la actividad perceptiva, habilidades visuomotrices y visuoespaciales. Permite
detectar trastornos neuroldgicos, relacionado con problemas perceptivos o motrices y,
por ende, el grado de desarrollo y maduracion de la actividad grafica. Permite ver la ca-
pacidad de planeamiento. Requiere de 4 etapas: copia de la figura, recuerdo inmediato
(a los 3" de realizada la copia), recuerdo diferido (a los 30" de realizada la copia) y una
etapa de reconocimiento. Autor: Meyers, .E; Meyers, K.R. (1995) Rey complex figure test
and recognition trial. Psychological Assessment Resouces, Inc.

-Test de aprendizaje auditivo verbal de Rey: Evalda el aprendizaje verbal por medio
de la lectura de una lista de 15 palabras no relacionadas entre si. Consta de 4 etapas:
primero, la repeticion de la lista 5 veces seguidas, luego la lectura de una lista nueva,
distractora, se le solicita la repeticion de la primera lista (impacto de la interferencia), a
los 30" se le solicita nuevamente dicha lista (recuerdo libre) y por dltimo, se realiza una
etapa de reconocimiento.Autor: Lezak, M; Howieson, D; Lorin, D. “Neuropsychological
assessment”. New York: Oxford, University Press, 2004.
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Resultados
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A partir de la pregunta inicial formulada: ¢Un programa de estimulacion cognitiva me-
jora el desarrollo de déficits cognitivos, generando modificaciones en el rendimiento
cognitivo generalizables en la vida diaria?

De acuerdo a los datos de informacion tedrica podemos afirmar que, los cambios cog-
nitivos asociados con la edad se reflejan principalmente en una disminucion en la
velocidad y en la eficiencia del procesamiento intelectual, que se observa desde aproxi-
madamente a quinta década de vida y que tiende a acentuarse en décadas ulteriores.
Estos cambios intelectuales pueden reflejar un envejecimiento normal (benigno) o un
envejecimiento anormal (demencia).

Al analizar los resultados podemos concluir que la evaluacion grupal inicial evidencia
principalmente alteraciones en relacion a funciones ejecutivas, memoria de trabajo y
memoria visual. Surge la dificultad para manejar diversas variables en forma simul-
tanea, dificultad en el control inhibitorio tanto motor como verbal, en la capacidad
de abstraccion, alteracion en el recuerdo diferido de material visual, asi como en la
evocacion del mismo.

Al finalizar los encuentros y al pasar el tiempo necesario, luego de los tres meses de
aplicacion del programa y tres meses posteriores de pausa (seis meses, minimo, entre
test y retest), se realiza la re-evaluacion para detectar cambios o no, en el desempeno
funcional a partir de la estimulacion.

En el analisis de los datos obtenidos se puede observar una diferencia favorable de uno
respecto del otro. Es decir, en la evaluacion inicial, los puntajes de la media muestral
estan acordes a los puntajes esperables para el grupo de edad (media etaria); en los
puntajes obtenidos en el retest, se observd avances en el desempefio grupal.
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En el analisis individual (bateria de test, aplicacion del programa, seguimiento psico-
|6gico, retest), se puede observar que factores emocionales y de ansiedad, han tenido
probablemente, una influencia significativa en los resultados. Algunos sujetos, cuyo
estado emocional ha logrado estabilizarse, han tenido un mejor desempeno cognitivo
respecto a la evaluacion inicial. Y aquellas personas cuyo estado emocional ha desme-
jorado, el rendimiento de sus funciones cognitivas se ha visto empobrecido.

Teniendo en cuenta la aplicacion del programa de estimulacion cognitiva, la ejer-
citacion realizada por los participantes y los lineamientos tedricos que sustentan lo
investigado, se puede inferir que la hipdtesis inicial de este trabajo, se confirmaria, ya
que la aplicacion de un programa de entrenamiento (constante) cognitivo, favoreceria
el desempeno de las personas con deterioro cognitivo leve.

Comentarios Finales

Esta investigacion tuvo como objetivo demostrar que el programa de ejercicios practi-
cos de estimulacion cognitiva mejora el deterioro cognitivo en adultos mayores en las
areas de memoria, lenguaje, calculo, atencion, funciones ejecutivas y visuoconstruccion.

Garamendi Araujo, Delgado Ruiz y Amaya Aleman en su investigacion “Programa de
entrenamiento cognitivo en adultos mayores”, estudiaron un total de 68 adultos ma-
yores con deterioro cognitivo, con un rango de edad de 60 a 84 afios. En la evaluacion
grupal se detect6 al inicio un deterioro cognitivo grupal grado leve, con una mediana
de 23 con la prueba de MEC al igual que con la prueba Neuropsi. Posteriormente se
aplico el programa de ejercicios practicos de estimulacion cognitiva durante 20 sesio-
nes con una duracion de 60 minutos por sesion, las cuales se impartieron 2 veces por
semana, donde se manejo ejercicios de memoria, lenguaje, calculo, praxias y orienta-
cion. Luego de la intervencion con el programa de ejercicios practicos de estimulacion
cognitiva, la evaluacion grupal final mostré una mejoria a limftrofe en la prueba de
MECy a la normalidad en la prueba de Neuropsi. El deterioro cognitivo mejora con la
aplicacion del programa de ejercicios practicos de estimulacion cognitiva en adultos
mayores. En nuestra investigacion, si bien nuestra muestra fue sustancialmente menor,
y el rango etario comprendia entre 55-65 afios, se observaron mejoras en las puntua-
ciones de las técnicas de evaluacion aplicadas. Nuestras conclusiones coinciden con
las de Garamendi Araujo y colaboradores en relacion a que un programa de ejercicios
practicos de estimulacion cognitiva mejora las areas cognitivas.

Bentosela, M y Mustaca, A, en su review titulado “Efectos cognitivos y emocionales
del envejecimiento: aportes de investigaciones basicas para las estrategias de reha-
bilitacion”, postulan que el envejecimiento normal produce una serie de cambios que
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se presentan asociados a una declinacion general de las funciones fisiologicas. Como
consecuencia surge un conjunto de déficit conductuales, cognitivos y emocionales. Sus
resultados muestran un deterioro de los procesos cognitivos, especialmente de la me-
moria y las funciones ejecutivas, una persistencia en las respuestas previamente apren-
didas y una desregulacion frente a situaciones de estrés. Revelan una disminucion de
la plasticidad neuronal. Estos resultados se observaron en nuestra investigacion, en
la que se presenta la dificultad para manejar diversas variables en forma simultanea,
dificultad en el control inhibitorio tanto motor como verbal, en la capacidad de abs-
traccion, alteracion en el recuerdo diferido de material visual, asi como en la evocacion
del mismo. Las mismas autoras remarcan la importancia de los aspectos emocionales
en el envejecimiento, donde plantean la presencia de anhedonia, desinterés vy dificul-
tad para el procesamiento de la informacion emocional. En nuestra investigacion esta
variable no fue contemplada, observando que durante el transcurso de la misma, esta
variable ha tenido injerencia en el desempeno funcional de las participantes.
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INDAGACION DE FACTORES LABORALES ESTRESORES Y
PROTECTORES PERCIBIDOS POR LOS TRABAJADORES DE LA
SALUD DE TRES HOSPITALES PUBLICOS DE MENDOZA.

Equipo: Claudia Motta; Shirley Esposito; Patricia Castro; Gladys Garcia

Instituciones: Direccion de Salud Mental y Adicciones. Ministerio de
Salud

Contacto: claudiamottaw@yahoo.com.ar

Programa Incentivo institucional

Introduccion

Nuestro objetivo principal fue indagar qué factores estresores y qué factores protec-
tores, asociados al ambito del trabajo, son percibidos por los trabajadores de la salud
publica en las siguientes instituciones dependientes del Ministerio de Salud de Men-
doza: Hospital Scaravelli (Tunuyan), Hospital Sicoli (Lavalle) y Hospital Central (Ciudad
Mendoza). Con el prop6sito de facilitar, a posteriori, [a construccion participativa de
politicas mas especificas, pertinentes y amplias para el cuidado del recurso humano en
el ambito de la salud publica de la provincia.

Método

Estudio Cualitativo, Exploratorio y Descriptivo. Las técnicas de recoleccion de datos
que utilizamos, propias del estudio cualitativo, fueron las Entrevistas en Profundidad
y los Grupos Focales. Con el criterio de blsqueda de la saturacion de informacion, la
cantidad de grupos focales y la cantidad de entrevistas a realizar, dependio del tamano
del efector, de la diversidad que proporciona la estructura formal y del nivel de com-
plejidad de los Hospitales. La muestra inicial, fue intencional y dirigida. Estuvieron invi-
tados a participar de la muestra, todo personal de planta perteneciente a los Hospitales
Scaravelli, Sicoli y Central de todos los servicios.
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Resultados
Hospital Scaravelli

La poblacion de la investigacion que participo fue de diversos servicios y areas: Salud
Mental, Pediatria, Lavanderia, Costureria, Enfermeria de distintos servicios, Manteni-
miento, Trabajo Social, Medicina Laboral, Recursos Humanos, el Directorio.

Los principales factores estresores percibidos por los participantes de la muestra, se
manifiestan principalmente en los siguientes items: Falta de protocolos tanto de fun-
ciones como de procedimientos, lo cual involucra a la falta de comunicacion formal.

- Falta de competencias en liderazgo, percibido por los colaboradores hacia el superior,
lo que genera falta de confianza para resolver situaciones, desmotivacion hacia la tarea
y escasa cooperacion.

- Percepcion de falta de receptividad hacia las no conformidades de los trabajadores.

Por el contrario, los principales factores protectores percibidos por los participantes de
la muestra, se manifiestan principalmente en los siguientes items:

- Poseer los protocolos necesarios para llevar a cabo la tarea.

- Valoracion positiva del lider con un estilo de mando que desarrolla confianza hacia
éste y que propicia un clima laboral favorable hacia la cooperacion entre pares y con
0tros servicios.

- Posibilidad de contar con un servicio activo (Medicina Laboral) en relacién al cuidado
del personal.

Hospital Sicoli:

Participaron personas pertenecientes a distintos servicios y areas: Limpieza, Nutricion,
Enfermeria de distintos servicios, Directorio, Odontologia, Farmacia, Cardiologia, Tra-
bajo social.

Los factores estresores mas importantes a los cuales hicieron referencia fueron:

- Intenso malestar relacionado con el cambio constante de directores, con la incerti-
dumbre que ello ocasiona.

- Fisura entre la Organizacion propiamente tal y los Equipos que la componen. Se
observan compartimentos estancos, con las pérdidas de posibilidades de mejoras que
ello conlleva, al perderse la oportunidad de la retroalimentacion.

- La percepcion de la falta de competencias de las personas que ocupan puestos rela-
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cionados con tomas de decisiones.

- Falta de protocolos de funciones y procedimientos, lo que ocasiona desorden y por
lo tanto sobrecarga de tareas, relaciones interpersonales problematicas, falta de coo-
peracion.

- Sufrimiento en relacion a los recursos fisicos. Refieren sentirse afectados por la falta
de habilitacion; equipamiento e insumos, inservibles o inexistentes.

El factor protector mas relevante, se encuentra en las relaciones informales:

- Reuniones informales para las descompresiones [catarsis), aunque no signifique re-
solucion del problema.

Hospital Central

Participaron personas de distintos servicios y dreas: Otorrinolaringologia, Fonoaudio-
logia, Directorio, Admision, Capacitacion, Kinesiologia. Es muy importante advertir que
no participaron servicios considerados criticos (por ejemplo la Unidad de Terapia In-
tensiva, Guardia, Unidad Coronaria, etc,) ni otros servicios de apoyo (como la Adminis-
fracion, Limpieza, etc).

Los factores estresores mas recurrentemente referidos fueron:
- Falta de protocolos de procedimientos alineados a la Planificacion Estratégica.

- Falta de autocuidado de algunos trabajadores en relacion a la falta de registro tem-
prano de malestares ocasionados por la tarea.

- Falta de insumos necesarios para dar respuesta a los usuarios.
Los factores protectores mas recurrentemente referidos fueron:
- Protocolos de procedimientos certificados.

- Sentido de pertenencia otorgado por el status a través de la valoracion positiva de la
sociedad al Hospital Central,

- Confianza en el liderazgo del superior, en relacion a la resolucion de situaciones
problematicas del trabajo.

Comentarios Finales

ChristopheDejours, en 1993, abria paso al marcado interés por el analisis de los proce-
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sos implicados en la lucha de los sujetos por mantener su equilibrio mental a pesar de
las presiones patogenas ejercidas por la organizacion del trabajo, bajo el nombre de
“psicodinamica del trabajo”.

Nos servimos de los escritos de Dejours (2009) para realizar un recorte en aquellos
factores que pueden ser parte de los procesos peligrosos y que por ello, derivan en
distintas patologias (elementos patogenos). Tal como plantea Dejours en sus investi-
gaciones, en el estudio recientemente realizado, intentamos descubrir aquello que, en
el enfrentamiento del sujeto con su tarea, pone en peligro su salud mental y por lo
tanto, genera sufrimiento en el trabajo, lo cual impacta negativamente en el usuario de
salud.  Desde la Direccion de Salud Mental y Adicciones, proponemos reflexionar, de
forma participativa, politicas mas especificas, pertinentes y amplias para el cuidado del
recurso humano en el ambito de la salud pablica de Mendoza.
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CANINOS COMO CENTINELAS DEL RIESGO DE EXPOSICION A
PLAGUICIDAS ANTICOLINESTERASICOS EN ZONAS URBANAS
Y RURALES DE MENDOZA

Equipo: Daniela Ferre; Eliana Saldena; Andrea Naser; Lazaro Albarracin;
Marcelo Tornello; Aldo Saracco

Instituciones: Departamento de Toxicologia, Ministerio de Salud:
Universidad ].A Maza

Contacto: danitasol@hotmail.com

Introduccion

Los caninos intoxicados son una realidad en los consultorios veterinarios, con ausencia
de denuncia obligatoria profesional, y de registros habilitados a tal fin. Internacional-
mente, la casuistica de mortandad de animales domésticos debido a plaguicidas es
elevada; y los animales domésticos como perros y gatos se consideran buenos centi-
nelas del uso de venenos en el medio natural (Sanchez Barbudo et al, 2012; Berny et
al, 2010). Estas intoxicaciones suelen producirse en forma accidental por un correcto
uso del plaguicida en cultivos o jardines, o en forma intencional, donde no son res-
petadas las concentraciones e indicaciones de uso del producto. Los plaguicidas son
motivo de preocupacion en el mundo por haber sido y ser cuantificados como uno de
los principales contaminantes ambientales, en diferentes ecosistemas acuaticos, aéreos
y terrestres con repercusiones negativas para individuos, poblaciones y comunidades
(Hoffman et al, 2003).

Los animales de compania comparten un ambiente coman con las personas y muchos
tienen una movilidad geografica limitada (William et al, 1999). En muchos casos tienen
respuestas biol6gicas similares a los humanos pero con menores tiempos de latencia,
varios modelos de cancer de presentacion natural en perros incluyendo canceres aso-
ciados con exposicion a plaguicidas proveen informacion a partir de animales. Estas
condiciones permiten considerarlos como centinelas o indicadores del riesgo para la
poblacion respecto a la exposicion a plaguicidas.

Los plaguicidas pueden producir toxicidad aguda, donde es necesario disponer de los
métodos de diagndstico bioquimicos o analiticos; y toxicidad cronica donde es impres-
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cindible disponer de biomarcadores de genotoxicidad asociados con defectos gené-
ticos en el mantenimiento del genoma, envejecimiento acelerado, dafo genotoxico,
algunas enfermedades degenerativas y cancer (Holland et al, 2008, Ceppi et al, 2010).
En ambas casos se pueden utilizar animales que pueden actuar como centinelas, defi-
nidos por Stahl (1997) como cualquier organismo no humano que puede reaccionar a
un contaminante ambiental antes de que el contaminante impacte en el ser humano,
que responde al contaminante ambiental en una forma particular.

El objetivo del trabajo fue investigar perros con signos de intoxicacion por plaguicidas,
con métodos bioguimicos y analiticos orientativos y confirmatorios del agente causal,
y evaluar los efectos en la salud genética, para ser usados como centinelas del riesgo
de los plaguicidas para la salud humana tanto en la intoxicacion aguda como en la
prevencion de enfermedades cronicas.

Método

La poblacién de estudio fue caninos de zonas urbanas y rurales que son llevados a
consulta con signos de intoxicacion. Se tomaron muestras de sangre yjo contenido es-
tomacal de 11 caninos intoxicados (dos veterinarias de Bermejo y una de Los Corralitos,
Guaymallén, durante Julio 2015-Abril 2016. Se realiz6 diagnéstico de intoxicacion con
plaguicidas por sintomatologia a través del examen clinico general e inhibicion de la
actividad BChE en plasma por método cinético que se compard con valores obteni-
dos de 12 caninos controles. Se identificaron los agentes causales por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) yjo por Cromatografia en Placa Fina (TLC). Se eva-
luaron los datos indicados del CIAT. Se realizo el ensayo de Microndcleos-citoma bucal
(Thomas, et al, 2009) en células de mucosa bucal de 23 caninos de zonas rurales y se
establecieron valores de referencia con caninos de zona urbana. Se relevaron los nd-
meros y tipos de 103 casos de neoplasias caninas durante 2015-2016 en las veterinarias
mencionadas a través de acceso a sus registros; y se compararon con los ocurridos en
la poblacion, segin el Registro provincial de tumores quinquenio 2003-2007, Ministerio
Salud, Mendoza. Para el analisis estadistico se utilizo el software GraphPadPrism 5.0. La
actividad BChE en los grupos intoxicados vs grupo control fueron analizadas mediante
test T. Las variables correspondientes al ensayo de Microndcleoscitoma bucal fueron
analizadas mediante el test ANOVA y post-testBonferroni.

Resultados

Los caninos intoxicados fueron 5 hembras y 6 machos adultos; 8 mestizos y 3 de razas
puras; 9 intoxicados vivos y 2 muertos; 9 de los casos se presentaron en [a veterinaria
de Bermejo en el mes de noviembre, todos en el transcurso de 5 dias, 1 en el mes de
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diciembre, y 1 en febrero 2016. Excepto un animal, todos habitaban en casas familiares
con propietarios. Todos los animales presentaron sintomatologia de intoxicacion com-
patible con compuestos anticolinérgicos, plaguicidas carbamatos yjo organofosforados.

De los casos de intoxicaciones anteriormente citadas, se detectan dos plaguicidas
causales: carbofuran y aldicarb. Carbofuranes, un carbamato de accion sistémica y de
contacto, de uso insecticida y nematicida en agricultura, Esta incluido en la lista de
plaguicidas altamente peligrosos de la PesticideAction Network (PAN, 2014) y en la
clasificacion de toxicidad aguda de la Organizacion Mundial de a Salud es categoria
Ib, producto altamente t6xico (WHO, 2009). En Argentina el carbofuran esta prohibido
en peras y manzanas por decreto 2121/90, y cancelada la inscripcion y la autorizacion
de uso y comercializacion por disposicion 2367/2006 (SENASA). El aldicarb es un insec-
ticida carbamato que se utiliza por su accion nematicida y acaricida. Los principales
metabolitos biologicamente activos del aldicarb son plaguicidas sistémicos. La OMS
ha clasificado toxicologicamente al aldicarb como extremadamente peligroso (OMS,
2004b y PAN List, 2011). Segin la IARC (Agencia Internacional de Investigacion contra
el Cancer) (1991) pertenece al grupo 3 en el cual el agente (mezcla o condicion de ex-
posicion) no puede ser clasificado respecto a su carcinogenicidad para el ser humano.
El aldicab en nuestro pais tiene estrictas restricciones para su uso (SENASA Decreto
2121/1990). Las mismas contemplan las dosis utilizadas, temperatura y humedad de la
tierra, contenido de materia organica y precipitaciones anuales.

La media de los valores de referencia de actividad de BChE en sueros de caninos hem-
bras y machos de la ciudad de Mendoza obtenidos fue 4390,69 + 1548,44; mientras que
la media de los animales intoxicados vivos fue 3086,66 + 774,15 y a de los animales
muertos 336,5 + 154,85. Hubo diferencias estadisticamente significativas entre la acti-
vidad de BChE del grupo control y el grupo de animales intoxicados con un valor de
p< 0,05.

Las alteraciones nucleares presentes en 1000 células de epitelio bucal de caninos adul-
tos sin exposicion a plaguicidas y expuestos en forma cronica a plaguicidas, obtenidas
a través del ensayo de micronucleo-citoma bucal con coloracion de Giemsa, no presen-
taron diferencias estadisticamente significativas.

El analisis del relevamiento de los casos de neoplasias caninas indicd que el grupo
estuvo compuesto por 27 machos y 76 hembras; 52 perros mestizos y 51 de raza pura,
una proporcién muy similar en ambos grupos sin diferencias significativas. Las razas
representadas en los caninos estudiados fueron catorce y los tipos de canceres son:
mama, piel, linfoma, bazo, vagina, boca, escroto, carcinomas y adenomas. Estos son los
principales tipos de tumores histoldgicos en la poblacion en estudio segin la frecuen-
cia de presentacion: lipoma 14,3¢%, linfoma 14,39, tumor venéreo transmisible 12,59,
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mastocitoma 12,5%, melanoma 10,79, carcinoma 8,9%. Paralelamente, se analizaron los
registros de 21911 casos de neoplasias en humanos registradas en Mendoza en el pe-
riodo de 2003- 2007. Se presenta la tasa de incidencia ajustada para los diez primeros
sitios tumorales en Mendoza 2003-2007 (n = 10.551 varones) y (n=11.360 mujeres): en
varones prostata 40,9%, pulmon 24,49, colon-recto 23,99, vejiga 149, estomago 12,79%.
En mujeres mama 73,2, colon-recto 17,6%, Gtero 14,19.

En el analisis de los registros de intoxicaciones del Centro de Informacion y Asesora-
miento Toxicol6gico de Mendoza durante los afios 2010 y 2015 fueron registradas 9628
intoxicaciones, de las cuales 1153 correspondieron al aio 2010, 1445 al 2011, 1591 al
2012, 1699 al 2013, 1783 al 2014 y 1957 al ano 2015. Los datos epidemiol6gicos ana-
lizados fueron: edad de los afectados, intencionalidad, época del afio y agente causal.
Los rangos etarios mas afectados por intoxicaciones fueron de 1-9 anos 57,549%, 10-19
afos 9,32%, de 20-29 afios 9,54%. El 78,59 de los casos fueron accidentales. En los me-
ses de octubre, noviembre, diciembre y marzo se presentd el mayor nimero de casos.
Los principales agentes de las intoxicaciones son los medicamentos 38,5%, plaguici-
das 19,19, productos del hogar 15,779 y productos industriales 13,74%. Los principales
compuestos plaguicidas de uso doméstico que causaron las intoxicaciones fueron ro-
denticidas warfarinicos 37,179, piretroides 23,589 y organofosforados 7,20%; mientras
que los principales plaguicidas agricolas fueron carbamatos 24,669%, organofosforados
24,129 y herbicidas 13,009

Comentarios Finales

Los casos de animales intoxicados estudiados en el presente trabajo permitieron expo-
ner a dos plaguicidas agricolas como agentes causales de las intoxicaciones de caninos,
carbofuran y aldicarb. Estos datos imitan las principales causas a nivel internacional de
intoxicacion de animales (Soler et al, 2006; Vandenbroucke et al, 2010).El carbofurana
nivel mundial, es uno de los insecticidas mas utilizados para envenenar animales (Gui-
tart et al, 1999, 2000; Sanchez Barbudo et al, 2012) y se han registrado intoxicaciones
y muertes (accidentes laborales, suicidios, asesinatos) en varios paises (Karunarathna y
Udugampalg, 2013).La mayoria de los casos de intoxicacion en animales de compafiia
resulta de la exposicion a insecticidas, si bien los rodenticidas poseen un riesgo signi-
ficativo (Berny et al, 2010). El carbofuran se comercializa en diferentes formulaciones
que rondan el 10-33¢ del principio activo y la DL50 en perros es de 19 mg/kg 8 (HSDB,
2014).El aldicarb es introducido al mercado con el nombre de Temik en 1962. Se pre-
senta como cristales incoloros con olor sulfuroso. Es un plaguicida de uso agricola pero
ha estado presente en algunos paises a la venta como plaguicida doméstico para el
control de roedores con venta libre (Marino-Gaviria y Patifio-Reyes, 2015). El aldicarbes
uno de los insecticidas usados para envenenar fauna silvestre y doméstica, a través de

PROYECTOS DE INVESTIGACION 2015 13




la preparacion de cebos que nunca son selectivos y por lo tanto pueden acabar con
la vida de cualquier especie animal, mamifero, aves, reptiles (Garcia Fernandez et al,
2006) y accidentalmente humana. La DL50 del aldicard oral en ratas es de 0,93 mg/kg
pv. (Risher et al, 18987)

A nivel mundial los caninos son los principales animales que sufren intoxicaciones
(Berny et al, 2010). Los envenenamientos accidentales de animales debidos al uso legal
y adecuado de plaguicidas son escasos, al igual que el uso inadecuado por concen-
traciones elevadas. La mayoria de las intoxicaciones se producen por la colocacion de
cebos envenenados con el fin de matar animales, como se presume que ocurrié con 9
de los casos presentados en el presente trabajo.

En las intoxicaciones con inhibidores de colinesterasa (ChE), como lo son carbofuran y
aldicarb, un aporte diagnéstico importante es la determinacion de la actividad de esta
enzima en sangre y cerebro. Los signos clinicos son visibles cuando la actividad de la
ChE cerebral esta inhibida >70¢% y la BChE en plasma > 509 (Talcott y Peterson, 2006).
En estos casos la determinacion de la actividad BhE es utilizada para monitorizar en
animales vivos la exposicion y diagnosticar las intoxicaciones (Maia et al, 2012).

Los efectos genotoxicos en los organismos vivos pueden ser monitoreados mediante
el empleo de biomarcadores como son los resultados del ensayo microndcleocitoma
bucal (Mudryy Carballo, 2006). Los resultados de nuestro estudio no demostraron que
exista diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de células micronuclea-
das y otras anormalidades nucleares entre el grupo de caninos controles y los caninos
que habitaban zonas rurales donde habitualmente se aplican plaguicidas. Los animales
de compania comparten un ambiente comdn con las personas y muchos tienen una
movilidad geografica limitada (William et al, 1999), y en este caso el ambiente urbano
que habitaban los caninos controles muestreados es el mismo que comparten con sus
duenos. Por ello, debido a que los animales domésticos son expuestos a diferentes
agentes que pueden contribuir a la permanencia del dafo genético (Rubes et al,1997;
Sutiakova et al, 2004, Szczerbal et al, 2006); es importante obtener valores de referen-
cia en cuanto a nivel de dano genético para que pueda evaluarse el efecto de posibles
accidentes por genotoxicos quimicos, fisicos o bioldgicos.

El analisis de los casos de neoplasias en caninos relevados confirma que esta enfer-
medad se presenta en la Gltimas etapas de la vida del animal. El 309 de los canceres
humanos se originan en el tipo de dieta y coccion de los alimentos. En los animales
los factores ambientales pueden interactuar con los procesos infecciosos y conducir a
una estimulacion del proceso carcinogénico (Anwar, 2003). En las Gltimas décadas se
ha producido un creciente interés por la oncologia comparada, en gran parte debido
al aumento en la comprension de la necesidad de disponer de sistemas biologicos
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basicos de monitoreo ambiental. Cuando se comparan las estadisticas de cancer en
humanos y caninos es posible obtener informacion atil a los fines de la oncologia
comparada. Desafortunadamente en nuestro pais no tenemos un Registro Nacional
en ninguna de las dos especies. Los tipos de canceres que surgen de nuestro estudio
en esta primera exploracion como compartidos por el hombre y canino son linfoma,
mama y vagina. Esta es una aproximacion al problema por cuanto no abarca toda la
poblacién canina de Mendoza, porque carecemos de registros unificados, y porque la
poblacién humana con registros disponibles corresponde al quinquenio 2003- 2007,
pero es un sencillo ejemplo de cuanto se podria estudiar en oncologia comparada en
estas 2 especies, que comparten en gran proporcion el ambiente cotidiano.
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BIOMARCADORES NO UTILIZADOS EN INSUFICIENCIA
CARDIACA. RELACION CONHIPERTENSION PULMONAR
SECUNDARIA A INSUFICIENCIA CARDIACA IZQUIERDA

Equipo: Roberto Jorge Bonafede; Julia Maria Fausti; Maria Paula
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cional de Cuyo.
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Introduccion

Los biomarcadores se definen como variables bioldgicas que dan informacion sobre
enfermedades concretas, en este trabajo se analizan posibles nuevos biomarcadores de
insuficiencia cardiaca. Cada vez son mas las estudiadas que reflejan distintos aspectos
de la fisiopatologia de la IC (insuficiencia cardiaca). Los sistemas neurohumorales eva-
luados hasta ahora en IC son los publicados por Richards y col. en 2009 y Braunwald.
Los mas utilizados actualmente y con éxito por su valor diagndstico y predictivo en IC
son entre los marcadores neurohumorales, los péptidos natriuréticos cardiacos de tipo
B (BNP, NT-proBNP y proBNP).

Consideramos necesario abordar este tema porque la IC es la via final comin de afec-
ciones miocardicas de maltiples etiologias y de lo que se denomina en epidemiolo-
gia cardiovascular enfermedad cardiovascular, en estrecha relacion con condiciones
socioecondmicas. Es la secuencia, también denominada “continuo cardiovascular’, de
hipertension arterial, obesidad, diabetes, tabaquismo, dislipidemias, enfermedad coro-
naria ateroesclerdtica, infarto de miocardio, miocardiopatia e IC. La ECV (enfermedad
cardiovascular) sigue siendo un problema mundial importante.

Un sistema con importante participacion en el desarrollo del sindrome de IC como es
el del 6xido nitrico (ON) no evaluado suficientemente desde la perspectiva de los bio-
marcadores, es alin un tema pendiente de estudio. Si bien se han identificado recien-
temente, marcadores de senalamiento ON deteriorados la utilidad clinica es limitada
porque las técnicas no son dptimas y no hay ensayos de gran tamano.

El descenso en los niveles de ON es un factor fundamental en la vasoactividad y remo-
delacion vascular pulmonar en los pacientes con HP (hipertension pulmonar) secun-
daria a falla cardiaca izquierda que se suma a la congestion vascular. La importancia
del ON radica entonces en que ejerce maltiples acciones sobre la funcion cardiaca, el
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endotelio y la circulacion pulmonar. El estudio de su biosintesis y de (a relacion de uno
0 mas productos de la misma con [a evolucion de la IC puede ser un nicho de investi-
gacion que aporte nuevos conocimientos sobre el diagndstico, tratamiento y evolucion
de esta enfermedad.

El objetivo general es saber si los pacientes con ICC (insuficiencia cardiaca cronica) e HP
tienen valores inferiores de nitritojnitrato y SOD y superiores de ERO y NADPH oxidasa,
en relacion a los que no tienen HP.

La produccion de anion superdxido conduciria a una inactivacion de ON por su union
al mismo produciendo otra ERO llamada peroxinitrito que si bien menos toxico que el
anion superoxido, también es t6xico y entre otras acciones contribuye a la disfuncion
endotelial de varias maneras incluida la disminucion de la accesibilidad del ON y por
lo tanto de la vasodilatacion. Nitratos/nitritos son los productos finales del ON, siendo
medible solo el nitrito por ser mas estable. La NADPH oxidasa es el sistema mas efi-
ciente produciendo especies reactivas de oxigeno en la IC en donde esta estimulado
el sistema renina-angiotensina como ocurre en la IC. La injuria celular por estrés oxi-
dativo ocurre cuando las ERO se acumulan en exceso y superan a los mecanismos de
defensa del huésped. La actividad de la NADPH oxidasa esta altamente implicada en la
induccion de la apoptosis y de la fibrosis porque produce anién superéxido. La enzima
superdxidodismutasa (SOD), antiguamente hemocupreina y eritrocupreina, cataliza la
dismutacion de superdxido en oxigeno y perdxido de hidrogeno. Debido a esto es una
importante defensa antioxidante en la mayoria de las células expuestas al oxigeno.

Se quiere demostrar, entonces, la utilidad de nitritos/nitratos, ERO y NADPH oxidasa y
SOD como biomarcadores predictores de evolucion en ICC en relacion al desarrollo o
no de HP. El objetivo especifico es determinar valores de nuevos biomarcadores con
distintos métodos bioquimicos, evaluar parametros clinicos, presion sistolica pulmonar,
funcion ventricular izquierda y funcion ventricular derecha.

La hipotesis de este trabajo es que en todos los pacientes con IC los nitritos estan
disminuidos, NADPH oxidasa y ERO estan aumentadas y SOD disminuida y que estos
cambios son mas marcados en los pacientes que tienen HP secundaria a falla izquierda

(grupo A).

Método

Es un estudio observacional, transversal con un nimero de enfermos segin criterios
de inclusion y exclusion que el disefio clinico y las condiciones operativas del centro
permitieron hasta la fecha.
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La poblacién son pacientes que padecen ICC con FVI (funcién ventricular izquierda)
disminuida y concurrieron a la Unidad de Insuficiencia Cardiaca del Hospital Central
de Mendoza entre el 10/08/15 y el 30/05/16. De esa poblacion fueron seleccionados los
enfermos que cumplian los criterios de inclusion. Se incluyeron 13 pacientes, 2 muje-
res (15%) y 11 hombres (859%), grupo A com HP (PSP > 40 mmHg) 7 (549 ) y grupo B sin
HP (PSP< 40 mmHg) (469%). El promedio de edad fue 53.84+6.10. Se separaron en dos
grupos de similares caracteristicas respecto a sexo, edad, estadio, tratamiento y clase
funcional, grupo A: con HP, considerados de peor prondstico y grupo B sin HP.

Criterios de inclusion

1) Consentimiento Informado escrito firmado.

2) Persona capaz de comprender y prestar consentimiento escrito en forma voluntaria.
3) Edad mayor o igual de 18 anos, sin distincion de sexo y sin limite de edad superior.
)

4) Pacientes con diagnostico de ICC de mas de 3 meses anteriores a la inclusion con o
sin HP, en tratamiento con [ECA o ARAII, B bloqueantes y antialdosterénicos.

5) Pacientes que han llegado a estadios C (dafio estructural con sintomas CF Il disnea
a esfuerzos habituales o Il disnea a mimimos esfuerzos) o D (IC avanzada CF IV disnea
de reposo), mejorados a estadio B (dano estructural sin sintomas) o C, es decir que han
llegado a la etapa sintomatica de la IC y que estan al momento de la inclusion, en CF |
(disnea a grandes esfuerzos) o Il de la NYHA porque han evolucionado favorablemen-
te con tratamiento médico, electrofisiologico (marcapaso definitivo, resincronizador o
cardio desfibriladorimplantable), hemodinamico (angioplastia con o sin implante de
stent) o quirGrgico (cirugia de valvula mitral o revascularizacion).

Se recabaron datos clinicos mediante interrogatorio, examen fisico y test de caminata
de seis minutos. Se utilizo electrocardidgrafo Cardiolaf®, ecocardiografoSonosite®, equi-
po de rayos x, las imagenes se observaron en la red informatica del hospital. Todos los
instrumentos se estandarizaron segln normas internacionales.

Para las determinaciones de biomarcadores investigados las técnicas fueron:
1) Determinacion de nitritos y nitratos en plasma: método colorimétrico.

2) Determinacion de ERO: espectro-fotométria a 515 nm.

3) NADPH ActivityAssay:técnica de luminol

4) Superoxidodismutasa: autoxidacion alcalina del 5, 6, 63,11 b-tetrahidro-3,9,10-trihi-
dro Benzo (c) fluoreno (R1).

El instrumento de recoleccion de datos fue el “Formulario de Inclusion de Pacientes”
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(FIP) luego se volcaron a una planilla Excel. El primer paso fue determinar si la PSP
era medible por ecocardiograma doppler realizado recientemente o a realizar, una vez
conocido su valor se le propuso a los pacientes ingresar al estudio tras explicacion per-
tinente y si el paciente aceptaba se le entregaba el Cl y una copia de la dieta pobre en
precursores de ON para firmar y tomar la muestra de sangre en la proxima visita. En la
misma se intentaba realizar en el mismo dia ECG, Rx de torax, y test de caminata de seis
minutos y se solicitaba laboratorio general si no se poseian datos recientes. A veces se
lograba y otras, si el tiempo del paciente o las condiciones operativas del hospital no lo
permitian, se hacia en distintos tiempos. Obtenida la muestra de sangre, se trasladaba
en el mismo dia manteniendo la cadena de frio al Area de Farmacologia de la FCM de
la UNCuyo para hacer las determinaciones de las sustancias investigadas. Los datos
de la planilla Excel se trasladaron al programa GrahPadInsTat siendo analizados con
t-test pareado. Los resultados se expresan como porcentajes para variables categoricas
y como media con su desvio estandar para las continuas. Se consider6 diferencia esta-
disticamente significativa p<0.05.

En el disefo de este trabajo se han tenido en cuenta los principios basicos de la bioé-
tica, fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del Hospital Central. Previa-
mente a la protocolizacion, se firmé el Cl por duplicado, manteniendo la confidencia-
lidad de los datos del estudio de acuerdo con la ley de Proteccion de Datos Personales
aplicable en la Republica Argentina (ley 25326).

Resultados

Los datos mas importantes se detallan en la tabla 1, en rojo se mencionan los anor-
males
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N | Sexo | Edad | Etiologia | CF | DDVI Fey% VD EST PSP | Niti- | ERO | NADPH | SOD | 6% DISN
mm mm mm mmHg tros Borg
1 M 54 valvular 1 66 44 (SP) 184 | Nodis. 19 15 395 90 14 83 1
2| ™ 62 | idiopatica | 2 78 | 22(Teich) | 53 12 48 14 | 393 85 13 a7 3
3 M 53 valvular 2 87 15 (SP) 42 14 39 10 415 110 13 64 1
4 M 65 idiopatica 1 76 26 (SP) 418 | Nodis. 30 15 390 90 12 78 4
5 M 42 viral 1 71 18 (SP) 48 14 56 14 400 100 10 68 2
6 F 54 idiopatica 1 70 24 (SP) 34 14 39 16 395 95 14 83 1
7 F 50 idiopatica 1 79 23(SP) 40 18 50 12 400 100 15 78 1
8 M 52 viral 1 67 18 (SP) 18 17 a4 5 600 225 9 74 0
9 M 60 chagas 1 68 37 (SP) 43 No dis. 35 6 550 180 8 No dis.
0| M 54 | isquémica | 1 77 | 36(Teich) | Nodis. | Nodis. 25 5 610 210 8 | Nodis
1| M 56 HTA 2 77 | 27(Teich) | 43 | Nods | 45 0 | 1000 | 400 5 65 2
12 M 47 HTA 1 65 26 (Teich) | Nodis. 15 47 5 200 600 10 | Nodis.
13 M 51 isquémica 2 36 (SP) No dis. 17 46 0 1000 395 6 112 3
14 M 53 HTA 46
15 M 84 HTA

De estos datos se utilizaron para el analisis estadistico la PSP y los valores de nitrito,
ERO, NADPH oxidasa y SOD que se expresan como UFR x mcg de proteina(VR 25+2),
UFR x ml x min. incubacién (VR 301,66+17,55), UFR x min incubacion (VR 61,66+12,58)
Uiml (VR 17,66+2,51) respectivamente., Los demas datos se registraron para ser usados
en futuros subanalisis.

La diferencia respecto de nitritos entre los grupos A y B fue P=0.2390, no significativa;
para EROP=0.7462, diferencia no significativa; para NADPH oxidasa P=0.1158, diferen-
cia no significativa y para SOD la diferencia tampoco fue significativa (P=0.3421).
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Comentarios finales

En [a IC se encadenan varios cambios humorales y enzimaticos que tienen que ver con
la mayor o menor PP: 1) aumenta la NADPH oxidasa, el sistema mas eficiente produ-
ciendo ERQ, principalmente anion superdxido que induce mas apoptosis y fibrosis 3)
la biodisponibilidad de ON disminuye porque la produccion de anion superdxido con-
duce a su inactivacion y ademas su sintesis esta disminuida a partir de L-argining, 4)
el producto de la union del anion superéxido con el ON, la ERO peroxinitrito también
toxico, contribuye a la disfuncion endotelial de varias maneras incluida la disminucion
de la accesibilidad del ON y por lo tanto se deteriora el mecanismo de vasodilatacion
con consecuente mayor dafio tisular, 5 la practica ausencia de efectos sistémicos sobre
la incapacidad del vaso para dilatarse como respuesta al incremento del flujo sangui-
neo, parece deberse también a que el ON es rapidamente eliminado de la sangre, de-
bido a la combinacién con la hemoglobina para formar metahemoglobina con mayor
disminucion de su biodisponibilidad y por altimo 7) como un eslabon mas de este
encadenamiento de cambios bioquimicos, la accion antioxidante de la SOD (sobre la
ERO anion superdxido) esta disminuida por disminucion de esta enzima.

Existe abundante informacion tedrica que sustenta el concepto de que el ON tiene ac-
cion selectiva sobre la circulacion pulmonar lo que sustenta la hip6tesis de este trabajo.
Los resultados obtenidos mediante los métodos bioquimicos descriptos demuestran,
hasta este punto de la investigacion, que en todos los pacientes estudiados los produc-
tos finales del ON nitratos/nitritos estan disminuidos, o que podria ser expresion de
la menor biodisponibilidad de ON en nuestros pacientes. Las ERO estan aumentadas
al igual que la NADPH oxidasa y la SOD esta disminuida lo que indicaria mayor estrés
oxidativo en los enfermos estudiados, lo mismo ocurre en los enfermos con HP (dos
pacientes en este grupo tuvieron valores de nitritos no dosables informados como 0
cuando se los compara con los sin HP), lo que se relacionaria con mayor afeccion de la
circulacion pulmonar en estos enfermos por cierta selectividad de la accion del ON 'y
de las ERO sobre la misma..

Este trabajo tiene limitaciones metodol6gicas y de diseno. Una es respecto de c6mo
medimos la PP. La HP se define como PPM > de 25 mmHg, dato que deberia ser
obtenido por registro directo mediante cateterismo derecho sin embargo por razo-
nes operativas se midio la PP midiendo en forma indirecta PSP por ecocardiograma
doppler, definiendo HP como PSP > 40 mmHg. Indudablemente el registro directo de
la PP esmas real que el obtenido en forma indirecta pero el ecocardiogramadoppler
es un método sensible para medir PSP y ventajoso por ser incruento. Mediciones no
invasivas fueron comparadas con registros simultaneos o cercanos hechos es por cate-
terismo derecho. Las estimaciones de PSP fueran hechas en el 899 de los pacientes con
alta seguridad (r = 097).7 Otra limitacion fue que los ecocardiogramas no pudieron ser
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hechos por el mismo operador por razones operativas del Hospital.

En cuanto al disefio hubiera sido preferible un seguimiento prospectivo longitudinal
que permitiera evaluar el comportamiento de estos marcadores en el tiempo, tarea
pendiente para nuestro grupo y otros en el futuro. El nimero de pacientes es pequefio
por las limitaciones propias de un estudio clinico y las que implican estrictos criterios
de inclusion, el aumento del tamano de la muestra permitira saber si las diferencias
son significativas o no
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Introduccion

La esclerosis miltiple (EM) es una enfermedad cronica, progresiva, degenerativa, infla-
matoria y desmielinizante del sistema nervioso central (SNC) que afecta principalmente
a adultos jovenes. Es considerada una enfermedad autoinmune mediada por linfocitos
CD4+ Th1 que atraviesan la barrera hematoencefalica. Las investigaciones cientificas
llevadas a cabo durante la Gltima década, no s6lo han incrementado sustancialmente
los conocimientos acerca de |a participacion de las células T CD4+ en la patogénesis de
la EM, sino también han demostrado la activa participacion de otros componentes del
sistema inmune, como los mastocitos, en la fisiopatologia de la enfermedad.

Los mastocitos son células especializadas del tejido conectivo que liberan, en respuesta
a la activacion por estimulos externos, una gran variedad de mediadores biolégica-
mente activos; juegan un rol central en la génesis y modulacion de las respuestas in-
flamatorias celulares. Diversas evidencias experimentales demuestran que son compo-
nentes importantes de la inmunidad natural y adquirida. La estimulacion de mastocitos
conduce a una serie de mecanismos moleculares integrados denominados activacion.
Esta provoca sefiales de membrana que inducen un aumento del calcio intracelular y
la generacion de tres respuestas diferentes: a) exocitosis de los granulos secretorios
que contienen moléculas bioactivas preformadas (proceso denominado degranula-
cion), como histamina, -hexosaminidasa, triptasa, serotonina; b) sintesis “de novo” y
secrecion de mediadores lipidicos y ¢) sintesis “de novo” y secrecion de citoquinas.

Se ha demostrado una clara correlacion entre el nimero, la distribucion y el estado
de activacion de los mastocitos de SNC de pacientes con EM. La lesion patologica mas
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caracteristica de la EM es la placa de desmielinizacion, localizada principalmente en la
sustancia blanca del SN, especialmente en la region periventricular, el nervio éptico, el
tallo cerebral, el cerebelo y la médula espinal. La distribucion de los mastocitos dentro
y alrededor de las placas de EM y los niveles incrementados de mediadores especificos
de mastocitos encontrados en el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con EM,
como triptasa e histamina, sugieren que los mastocitos juegan un rol importante en
la patogénesis de la EM. Ademas, se ha demostrado que los mastocitos pueden par-
ticipar directamente en la destruccion de la vaina de mielina, a través de la secrecion
de enzimas proteoliticas, como la triptasa y la quimasa. Estas enzimas destruyen las
proteinas que constituyen la mielina, como la proteina basica de la mielina (MBP) y la
glicoproteina oligodendrocitica de la mielina (MOG). La MBP es una de las proteinas de
la mielina mas abundantes, se localiza en la superficie intracelular de las membranas
de la mielina y participa en el mantenimiento de la estructura compacta de la vaina de
mielina. La MOG es menos abundante que la MBP y se localiza en la superficie externa
de la membrana de los oligodendrocitos. Por su posicion estratégica, esta directamente
accesible a los anticuerpos y se cree que cumple un papel relevante como blanco de
las respuestas inmunes celulares y humorales en esclerosis miltiple. Se sugiere asi que
la modulacion de la activacion de mastocitos podria proveer una nueva herramienta
diagnostica y terapéutica para el tratamiento de la EM.

En algunas provincias de nuestro pais, como Mendoza, la EM constituye la segunda
causa de discapacidad. Se considera que esta enfermedad aparece por la combina-
cion de factores ambientales en personas genéticamente dispuestas a adquirirla. Sin
embargo, la etiologia es desconocida y hasta el momento no se dispone de terapias
curativas o preventivas para la enfermedad. Los medicamentos existentes actualmente
para tratar esta patologia, tales como el interferdn, son de muy alto costo. Se trata de
una patologia muy compleja que incluye numerosos procesos fisiopatologicos como
inflamacion, desmielinizacion, dafio axonal y mecanimos de reparacion, procesos que
no se presentan uniformemente en las poblaciones de pacientes, sino que pueden pre-
dominar selectivamente en pacientes individuales. El desarrollo de terapias proceso-
especificas seria imposible sin el uso de biomarcadores que reflejen el proceso blanco.
Se necesitan nuevos marcadores de laboratorio que proporcionen mayor especificidad;
en particular, marcadores relacionados con la desmielinizacion mediada por mastoci-
tos.

En trabajos previos hemos demostrado que dehidroleucodina (DhL: lactong, insaturada
purificada a partir de Artemisia douglasianaBesser) y xantatina (Xt: lactona, - insatura-
da purificada a partir de XanthiumcavanillesiiSchouw), poseen actividad antiulcerosa,
antiinflamatoria e inhibidora de la activacion de mastocitos inducida por estimulos
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inmunoldgicos y no inmunolgicos.

Considerando estos antecedentes, nuestras actuales hip6tesis plantean que DhL y Xt
inhiben la desmielinizacion inducida por activacion de mastocitos en un modelo expe-
rimental de nervio 6ptico.

Obietivo general: Contribuir al desarrollo de nuevas estrategias diagnosticas y terapéu-
ticas para la esclerosis mdltiple.

Método
Estudios clinicos

Se estudiaron 9 pacientes que ingresaron a la internacion en el Servicio de Clinica Mé-
dica del Hospital del Carmen. Se determinaron los criterios de inclusion y exclusion. Se
elabor6 un riguroso protocolo diagndstico y se solicitd consentimiento informado en
todos los casos. Se analizd la distribucion por sexo, zona geografica, edad al diagnds-
tico, ocupacion, residencia, historia familiar, caracteristicas clinicas al inicio y durante
el curso de la enfermedad y sistemas funcionales afectados. Se revisaron examenes
clinicos, examenes de laboratorio, estudios electrofisioldgicos, estudios por imagenes.

En el LCR utilizado para el diagn6stico se cuantificaron los niveles de la enzima masto-
citaria -hexosaminidasa.

Se tom6 como controles a pacientes con enfermedades no desmielinizantes.
Estudios basicos

Protocolo general (modelo “in vitro” de desmielinizacion inducida por activacion de
mastocitos).

Se utilizaron ratas machos adultas (Sprague-Dawley) (n=24), mantenidas bajo estricto
control de alimentacion, temperatura (22+1°C) y luzjoscuridad (luz 6:00 a 18:00 y oscu-
ridad 18:00 a 6:00). Los animales fueron sacrificados y se disecaron los nervios dpticos,
seg(in el método de Wang y cols. (2008). El protocolo que se utilizd en el presente plan
de trabajo se encuentra aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Experimentacion (CICUAL), Facultad Ciencias Médicas, U.N.Cuyo.

Los nervios obtenidos fueron incubados con:
1) buffer

2) compuesto 48/80 (secretagogo especifico de mastocitos que induce liberacion de
mediadores mastocitarios del tejido conectivo del nervio dptico)
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3) Dehidroleucodina + 48/80
4) xantatina + 48/80.

Las lactonas, DhL y Xt, fueron provistas por el Dr. Carlos Tonn (Depto. Quimica Organi-
ca, UN San Luis). Las dosis de las lactonas utilizadas se establecio por estudios dosis-
repuesta previos (100 puM) y el tiempo de incubacion por estudios tiempo-respuesta
(10min).

Cuantificacion de serotonina

Se utiliz la serotonina como marcador de degranulacion y se la cuantifico en el medio
de incubacion (serotonina liberada) y en el tejido (serotonina remanente) por croma-
tografia liquida de alta resolucion (HPLC) con detector electroquimico. Se calcul6 el
porcentaje de liberacion de serotonina.

Expresion de proteinas de la mielina

Se estudio la expresion de las proteinas de la mielina MBP y MOG por Western Blot en
los nervios después de las incubaciones de los distintos grupos (Guo, 2010).

Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con anticuerpo anti-actina (Sigma)
como control de carga y los anticuerpos contra las proteinas de la mielina (MBP y MOG).

Después de lavados con buffer tris salino se incubaron con el segundo anticuerpo y a
continuacion, se revelaron por reactivos luminiscentes, El andlisis de las bandas protei-
cas se realizd con el programa NIH Image.

Andlisis morfologico

Se realizd microscopia electronica de transmision en los nervios sometidos a los distin-
tos tratamientos para observar la morfologia de la vaina de mielina.

Tratamiento estadistico

Las diferencias entre los grupos fueron determinadas utilizando ANOVA-1/prueba de
Tukey-Kramer. P<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

Resultados
Liberacion de serotonina

El porcentaje de liberacion de serotonina aumentd en los nervios opticos incubados
con el compuesto 48/80 respecto a los basales (nervios dpticos incubados con solucion
buffer: controles).
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Western blot de MOG and MBP (1y 2) de nervios 6pticos controles

En las imagenes que se siguen a continuacion se observa la expresion de MOG (Fig. 1)
y de MBP 1y MBP 2 (Fig. 2) en los nervios dpticos de las ratas controles.

Figura 1 Figura 2
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Westem blot de MOG y MBP (1 2) en los grupos experimentales
Los nervios 6pticos incubados con compuesto 48/80 (activador de la degranulacion de
mastocitos) mostraron una disminucién de la expresion de MOG.

Cuando los nervios son incubados con DHL y XT mas el compuesto 48/80, la expresion
de MOG se restituye a los valores de los nervios incubados en condiciones basales
(P<0,05).

MOG de nervio 6ptico

La expresion de MBP1 no varia con los distintos tratamientos del nervio 6ptico.
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La expresion de MBP2 disminuye en los nervios incubados con el compuesto 4880
respecto a los basales. Esa disminucion se revierte cuando los nervios son tratados con
DhL alcanzando los valores de expresion de los basales.

Cuando los nervios son incubados con Xt, la expresion de MBP2 disminuye con respec-
to a los basales, adquiriendo valores similares a los de los incubados con el compuesto

48/80.

Estos resultados se muestran en los siguientes graficos.

MBP1 de nervio éptico MBP2 de nervio éptico
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Microscopia electronica de transmision de los grupos experimentales

En las siguientes micrografias electronicas se observa la vaina de mielina (M) de los
nervios dpticos después de los distintos tratamientos.

En el grupo tratado con el compuesto 48/80 se observa una disminucion del grosor de
la mielina con respecto al grupo basal y a los grupos tratados con DhL y Xt.
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Comentarios Finales

Si bien se considera que la esclerosis miltiple aparece por la combinacion de facto-
res ambientales en personas genéticamente dispuestas a adquirirla, se desconoce la
etiologia de la enfermedad y hasta el momento no se dispone de terapias curativas o
preventivas.

En esta enfermedad, el andlisis histopatologico muestra una acumulacion de masto-
citos en placas de EM. Ademas, la enzima especifica de los mastocitos, la triptasa, fue
elevada en el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con la enfermedad. En nuestro
trabajo, los pacientes con enfermedades desmielinizantes mostraron elevados niveles
de otra enzima liberada por los mastocitos, la -hexosaminidasa en el plasma sangui-
neo, versus aquellos pacientes que no padecian enfermedades desmielinizantes. A di-
ferencia de la cuantificacion en LCR, que requiere de un método invasivo; l[a medicion
de mediadores mastocitarios en el plasma sanguineo aporta bases para un método
menos invasivo para el diagnéstico de la enfermedad.

La esclerosis miltilpe es una patologia muy compleja que incluye numerosos procesos
fisiopatoldgicos como inflamacion, desmielinizacion, dano axonal y mecanimos de re-
paracion. In vitro, proteinas de la mielina estimulan la degranulacion de mastocitos y
la liberacion de proteasas por estas células, que a su vez, degradan la proteina basica
de la mielina (MBP). En ratas, los mastocitos se pueden adherir a la mielina y liberar
el contenido de sus granulos a través de un mecanismo que implica a los “receptores
scavengerA” expresados por los mastocitos. Ademas, estas células pueden fagocitar
vesiculas de mielina e interactuar con los oligodendrocitos. Nuestro trabajo contribuye
al esclarecimiento sobre la participacion de los mastocitos en la etiologia de la enfer-
medad, dado que se pudo comprobar -en nuestro modelo in vitro- que la liberacion de
serotonina por los mastocitos esta aumentada en los nervios tratados con el compues-
to 4880 [secretagogo de mastocitos del tejido conectivoly que este efecto se revierte
cuando los nervios son incubados conjuntamente con el secretagogo y los compuestos
naturales.

Se conoce que la proteina basica de la mielina (MBP) presenta dos isoformas: una de
mayor peso molecular (MBP1) y otra de menor peso molecular (MBP2). En cuanto a
MBP1 de 21,5 kDa participa en la constitucion estructural de la vaina de mielina y en
la remielinizacion. Esta isoforma se sigue produciendo incluso por los oligodencrocitos
altamente diferenciados y puede tener un papel protector en la inhibicion de la apop-
tosis y el mantenimiento de rotacion de la mielina.

El mismo esquema sigue el estudio de la expresion de las proteinas de la mielina.
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Cuando los nervios 6pticos son incubados con el compuesto 48/80, se encuentran dis-
minuidas y este efecto se revierte al incubar los nervios con los compuestos naturales,
ademas del 48/80.

Sélo hay una proteina, la MBP1 que no sigue el mismo patron de comportamiento que
la MOG y MBP2. Por otro lado, DhL parece tener un rol mas protector que Xt cuando
hablamos de la expresion de MBP2,

Esto hace necesario continuar los estudios para el esclarecimiento de los mecanismos
de accion de los compuestos estudiados, al mismo tiempo que el comportamiento de
las proteinas de la mielina MBP1y 2.
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MOTIVOS QUE FACILITAN U OBSTACULIZAN A LOS MEDICOS
DEL AREA DEPARTAMENTAL DE SALUD DE GODOY CRUZ, A
REALIZAR EL EXAMEN DEL PIE EN PACIENTES CON DIABETES

Equipo: Irene Davila; M. Candela Pizarro Casas; M. Daniela Sauma;
Angel ]. Suiier; Noelia Pizarro Molina; Alejandra A. Vergara Orihuela.

Instituciones: Centro de salud 204, Area departamental de Godoy Cruz.
Contacto:candepica@gmail.com

Programa Incentivo Institucional

Introduccion

El examen de pie diabético es unitem importante que puede influir en la evolu-
cion y calidad de vida del paciente. En la practica diaria, los médicos se encuentra
con factores motivacionales y limitantes para realizar el control sistematico de los pa-
cientes. Si se generan omisiones en la revision de los miembros inferiores del paciente
diabético, no se recolectarian los datos necesarios para estadificar el riesgo del pie y
podrian no tomarse las medidas adecuadas para prevenir las consecuencias que
la enfermedad genera.

El objetivo de éste trabajo es analizar si los médicos de atencion primaria, que atien-
den a pacientes con diabetes, realizan el correcto examen de pie diabético, siguen las
guias disponibles para la estandarizacion del examen, y si disponen del tiempo y los
elementos necesarios para realizarlo. Otro objetivo fue crear un espacio donde los pro-
fesionales puedan expresar sus limitantes y nos cuenten sus representaciones sociales
respecto al tema.

Método

Se trata de un disefio descriptivo cuanti-cualitativo, en etapas. La etapa 1 de tipo cuan-
titativo, se utilizd una encuesta semiestructurada anénima a 36 médicos de 13 CAPS,
del area sanitaria de Godoy Cruz. En la etapa 2 (cualitativo, Grupos Focales, 3 reuniones)
asistieron un total de 16 médicos.

Poblacion: médicos de atencion primaria del Area Departamental Godoy Cruz que
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atienden a pacientes con diabetes mellitus.

Muestra: por seleccion intencionada o muestra de conveniencia

Resultados

A continuacion el cuadro muestra los resultados que surgieron de la aplicacion de

ambos métodos.

GRUPOS FOCALES

ENCUESTAS

El profesional se encuentra con tiempo
insuficiente para atencion integral del
paciente.

El 609 de los profesionales encuestados
cuentan con menos de 15 minutos para
la atencion del paciente.

Existe una formacion ineficiente en el
manejo del paciente con diabetes por
parte de los profesionales.

Encontramos que algunos médicos reali-
zan el examen del pie, solo si tienen heri-
das o si refieren dolor.

Asi mismo el 589 refiere no haber reali-
zado ninguna capacion de postgrado en
el tema.

El 929 de los médicos refiere conocer la
guia del manejo del pie diabético de la
SAD, pero solo el 69% de los mismos la
aplica.

El profesional se encuentra con tiempo
insuficiente para atencion integral del
paciente.

El 609 de los profesionales manifestaron
no tener monofilamento siendo uno de
los elementos necesarios para un correc-
to examen de pie.

Llama la atencion al analizar estas respuestas que si bien el 699 de los médicos dijeron
si aplicar las guias, también un 69 9 respondié no tener el monofilamento estanda-
rizado, lo que nos lleva a pensar que la primera cifra no es certera, pues no se podria
realizar el examen segln las guia sin el mismo, 0 al menos, se realizara de forma in-
completa.

Comentarios Finales

Varios estudios internacionales apoyan la importancia de realizar un examen fisico
completo en pacientes diabéticos.

La Sociedad Argentina de Diabetes confirma, en su apartado de pie diabético que, “La
ausencia de sintomas no significa que los pies estén sanos”
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En nuestro trabajo sin embargo se encontré que hay una formacion ineficiente de los
médicos.

Los centros médicos que cumplen protocolos de atencion obtienen menor morbi mor-
talidad en sus pacientes, por lo que si lograramos incluir la estandarizacion en nuestra
area, junto con centros de salud equipados, personal formado y sin sobrecarga de
turnos podriamos alcanzar una mejora en la calidad de atencion en pacientes con
enfermedades cronicas.

Aconsejamos ampliar el tiempo de consulta en atencion primaria para los pacientes
cronico, equipar a los centro de salud con elementos indispensables para correcto exa-
men de pie y fomentar a través de capacitacion a los médicos de atencion primaria de
la salud.
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