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MEMORIA

CONSEJO DIRECTIVO

ASUNCION DE NUEVAS AUTORIDADES

El 28 de abril tuvo lugar la Asamblea Ordinaria convocada para proceder a la eleccién de los miembros que
cesan su mandato, siendo elegidos por un periodo de dos afios: Vicepresidente, Prosecretario, Protesorero, un
Vocal Titular y un Vocal Suplente y por un afio: tres Revisores de Cuentas.

El Consejo Directivo quedd constituido de la siguiente manera:

Presidente: Acad. Manuel R. Limeres
Vicepresidente: Acad. Marta M. Salseduc
Secretario General: Acad. Horacio J.G. Mato
Prosecretario: Acad. Néstor Caffini
Tesorero: Acad. Alfredo Salibian
Protesorero: Acad. Virginia Martino
Vocales Titulares: Acad. Carlos A. Gotelli

Acad. Juan P.F.C. Rossi
Vocales Suplentes: Acad. Miguel Angel Caso

Acad. Roberto Coco

Revisores de Cuentas: Acad. Osvaldo Cascone
Acad. Miguel D’ Aquino

Acad. Francisco Stefano

El Consejo Directivo realizd durante este periodo diez (9) reuniones y el Claustro Académico se reunié en
nueve (9) oportunidades. La nédmina de las Comisiones y la composicion de las Secciones figuran como anexos |

AIR
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NUEVOS ACADEMICOS

ACTOS DE INCORPORACION DE ACADEMICOS
ACADEMICO TITULAR

El 23 de marzo de 2017 asumié como Académica titular la Dra. Norma Sterin de Speziale, quien fue
presentada por el Acad. Juan Pablo Rossi, disertd sobre el tema: “Lipidos bioactivos en la salud humana”.

El 25 de abril de 2017 asumié como Académica Correspondiente la Dra. Silvia Gold quien diserté sobre el
tema: "Una aproximacion innovadora a la Academia”. Fue presentada por el Acad. Manuel Limeres.

El 18 de mayo de 2017 asumié como Académica Correspondiente la Dra. Maria Luz Martinez. Presentada
por el Acad. Manuel Limeres disertd sobre el tema: “Evolucidén conceptual de suplementos dietarios”.

El 23 de marzo de 2017 el Claustro de Académicos Titulares eligié como Académicos Correspondiente a los
Dres. Daniel Allemandi y Alejandro Vila.

El Acad. Daniel Allemandi asumio el 29 de junio de 2017 en el Auditorio Edificio Integrador, Facultad de
Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba disertando sobre "Desafios de la tecnologia
farmacéutica para el desarrollo de medicamentos mas efectivos”. El Acad. Allemandi fue presentado por los
Académicos Limeres y Manso.

El Acad. Alejandro Vila asumié el 12 de septiembre de 2017 en el Aula de Graduados de la Facultad de
Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la Univ. Nacional de Rosario. Fue presentado por el Acad. Gabriel
Gutkind. Diserté sobre el tema “De bacterias y hombres. Evolucidn de la resistencia bacteriana a
antibidticos”.

El 18 de mayo de 2017 el Claustro de Académicos Titulares eligi6 como Académico Correspondiente al Dr.
Victor Romanowski quien el 20 de julio asumid presentado por el Acad. Néstor Caffini. El Acad. Romanowski
disertod sobre el tema “Baculovirus: un problema y varias soluciones”.

El 24 de agosto de 2017 el Claustro de Académicos Titulares eligi6 como Académicos Correspondiente la
Dra. Nélida Mondelo y como académico Titular al Dr. Rolando Rossi.

La Acad. Nélida Mondelo asumié el 9 de noviembre de 2017 y fue presentada por la Dra. Marta Salseduc. En
el acto disertd sobre “Farmacotoxicologia en la industria y con el mundo académico inspiradores y cambios”

El Acad. Rolando Rossi asumio el 26 de octubre de 2017 presentado por la Acad. Mirta Biscoglio. Diserto
sobre “La Na, K-ATPasa, una maquina molecular”

ACADEMICOS CORRESPONDIENTES

La Acad. Titular Maria Guillermina Volonté solicité el pase a Miembro Correspondiente, por razones
personales que le impiden cumplir con sus obligaciones como miembro titular.
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CONFERENCIA
18 de julio de 2017

“BIOTECNOLOGIA, CONCEPTO Y APLICACIONES”

El Dr. Sergio Secchiari expuso acerca de la evolucién de la biotecnologia y dio un panorama amplio de sus
aplicaciones en distintas dreas. Presentd los fundamentos de la obtencidon de proteinas recombinantes, los
diferentes tipos de proteinas que se pueden obtener y los diferentes procesos aplicados. Se refirié mas en
detalle a las aplicaciones de la bioingenieria en medicina humana: en la produccién de medicamentos y
otros productos farmacéuticos; produccién de proteinas de uso farmacéutico; produccidon de medicamentos
en animales transgénicos y terapia génica. Por ultimo, hizo referencia a la produccién de metabolitos
secundarios de origen vegetal: dio los fundamentos de las distintas técnicas empleadas; ejemplifico las
distintas aplicaciones de la biotecnologia vegetal a la produccién de principios activos y de compuestos que
contribuyen al color y aroma de algunas especies vegetales.

PRESENTACION REALIZADA POR LA ACAD. VIRGINIA MARTINO.

Sergio Secchiari es farmacéutico de la UBA. Se recibié en 1977. Hizo carrera docente en la
Catedra de Farmacognosia de la FFYB desde 1978, siendo JTP hasta 1995. Alli realiz6 ademas
tareas de investigacion en Fitoquimica y plantas medicinales. Se integré a la industria
farmacéutica, ejerciendo distintas funciones en los laboratorios Roche (1983-1985); Merck
(1985-1988); Instituto Biosidus (1988-2000) y en Biosidus, donde actualmente desempefia el
cargo de Gerente de Calidad y Director Técnico. El desempefio de estas funciones le permite
interactuar con las diferentes disciplinas asociadas a la produccién biotecnoldgica, incluyendo
creacion de bancos celulares, purificacidon de proteinas, manufactura de soluciones proteicas
concentradas y productos biotecnoldgicos en diferentes formas farmacéuticas.
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JORNADAS CIENTIFICAS
161° JORNADA CIENTIFICA

ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

“ESTADO ACTUAL DE LA NANOTECNOLOGIA Y SUS APLICACIONES EN LAS CIENCIAS

FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS”
Coordinador
Acad. Marcelo C. Nacucchio

10 de Agosto de 2017

FACULTAD DE FARMACIAY BIOQUI'MICA
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Sala de conferencias: “Pbro. Antonio Saenz”

PROGRAMA

09:00 - 10:00 hs

Acreditacion

10:00 - 10:10 hs

Palabras de apertura del Simposio por el Sr. Presidente de la Academia Acad. Manuel
Limeres

10:15- 10:45 hs

Conferencia: "Nanotecnologia: el desafio del Siglo XXI"
Prof. Dr. Galo Soler llia. (Univ. Nacional de San Martin)

10:45-11:30 hs

Mesa redonda Aplicaciones Biomédicas.
Moderador: Acad. Marcelo Nacucchio
Panelistas:

Prof. Ma. Celina Lamas (Universidad Nacional de Rosario)
"Perspectivas nanotecnoldgicas empleando benzimidazoles para el
tratamiento de la trichinelosis"

Prof. Santiago Palma (Universidad Nacional de Cérdoba)
"Sistemas nanométricos basados en lipidos destinados al tratamiento de
enfermedades de retina"

Dra. Maria Emilia Villanueva (Universidad de Buenos Aires)
"Material antimicrobiano inteligente a base de queratina y nanoparticulas
de 6xido de Zinc"

11:30 - 12:00 hs

Conferencia "Cristales liquidos como sistemas de liberacion de farmacos"
Acad. Daniel Allemandi (Universidad Nacional de Cérdoba)

12:00 - 12:30 hs

Conferencia "Nanosistemas como potenciales agentes de diagndstico por imagenes” Prof.
Dr. Romina Glisoni. (Universidad de Buenos Aires)

12:30 - 13:00hs

Conferencia “Herramientas para la promocion de la Nanotecnologia”
Ing. Daniel Lupi (Presidente Fundacion Argentina de Nanotecnologia)

13:00 - 14:30 hs

Presentacion de trabajos en formato posters.

14:30 - 15:00 hs

Conferencia “Desarrollo de nanosistemas para liberacion controlada de farmacos
empleando sistemas biolégicos”
Prof. Dr. Guillermo R. Castro (Universidad Nacional de La Plata)

15:00 - 15:30 hs

Conferencia “Aplicaciones micro- y nanotecnolégicas para el tratamiento de
la Enfermedad de Chagas”
Prof. Dr. Claudio Salomén (Universidad Nacional de Rosario)

15:30 - 15:50 hs

Café
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Conferencia “Aspectos regulatorios aplicados a productos nanotecnoldgicos”.
15:50 - 16:20hs | Dra. Marta Spinetto — Dra. Patricia Aprea (ANMAT)

Mesa redonda Experiencias y Vision del sector industrial.
Moderador: Acad. Marcelo Nacucchio

16:20-17:00 hs Panelistas:

Dr. Santiago Sanguineti (Inmunova)

Dr. Diego Comerci (Chemtest)

Ing. Daniel Miguez (MabbBiomaterial)

17:00-17:30 hs | Generacidn del Documento del Simposio. Lectura del mismo y palabras de cierre

Anuncio de Premios:

Premio Jornada 2017 de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica al mejor trabajo
17:30 hs de investigacion presentado.

Premio Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica-Fundacion Argentina de
Nanotecnologia al mejor trabajo con aplicacidn industrial presentado

CONCLUSIONES

La Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica, a través de la Seccién Ciencias Farmacéuticas vy
Farmacoldgicas, organizé la 161 Jornada Cientifica sobre “Estado actual de la nanotecnologia y sus
aplicaciones en las ciencias farmacéuticas y bioquimicas” abriendo nuevas perspectivas para la investigacion,
innovacion e interaccion entre los diferentes sectores.

Dicha Jornada contd con la presencia de 15 oradores y una numerosa audiencia.

El objetivo principal fue difundir las distintas actividades relacionadas con la nanotecnologia desde la
investigacion y desarrollo, la produccidn e innovacion, aspectos regulatorios y experiencias empresariales.

Los disertantes abarcaron las distintas dreas en las que trabajan, ya sea en los sectores académicos, privados o
gubernamentales.

Se generd una gran convocatoria lo que evidencia un genuino interés en el tema de la Nanotecnologia y sus
aplicaciones en las ciencias farmacéuticas y bioquimicas.

Existe una diversidad de enfoques y disciplinas tanto farmacéuticas como bioquimicas que contribuyen a esta
temadtica. También se evidencia una red de investigadores, reguladores y emprendedores con amplia
experiencia en estas tecnologias lo que augura un promisorio futuro e insercién de estas tematicas y sus
aplicaciones a nivel nacional.

Se plantea la necesidad de un estrechamiento en la relacion entre la academia, el sector gubernamental y el
sector industrial, apoyado por politicas que promuevan el desarrollo de las investigaciones y regulaciones de
acuerdo a las necesidades del sector de las ciencias para la salud.

Se propone promover que las cdmaras involucradas, el Ministerio de Ciencia y Tecnologia, el Conicet, u otros,
generen “mesas de integracidon” convocando a la industria y la universidad.

VER ANEXO 5
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162° JORNADA CIENTIFICA

ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

FACULTAD DE FARMACIAY BIOQUI'MICA
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Sala de conferencias: “Pbro. Antonio Saenz”

“SINDROME UREMICO HEMOLITICO.
PASADO, PRESENTE Y FUTURO”

Coordinadores
Acad. Silvia Gold — Acad. Francisco Stefano
Buenos Aires — Argentina
14 de Septiembre de 2017

PROGRAMA

14:30 — 14:35 hs

Introduccion

14:35 - 15:05 hs

“Escherichiacoli productor de toxina Shiga: avances de un abordaje

transdisciplinario”

Académico Gerardo Leotta

Académico de Numero en representacion de la Academia Nacional de Agronomia y
Veterinaria

15:15-15:45 hs

“SUH, su impacto en la poblacion pediatrica Argentina”

Dra. Andrea Exeni

Jefe de Seccion Nefrologia y Didlisis Peritoneal Cronica Infantil Hospital Universitario
Austral

15:55-16:25 hs

“Nuevo paradigma diagndstico del Sindrome Urémico Hemolitico
tipico”

Dra. Marta Rivas

Jefe Servicio Fisiopatogenia INEI-ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran"

16:35-16:50 hs

Café

16:50-17:20 hs

“Prevencion del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)”
Dra. Maria Gracia Caletti
Consultora (h) H. Garrahan

17:30 - 18:00 hs

“Ingenieria de proteinas para el abordaje terapéutico del Sindrome
Urémico Hemolitico”
Dr. Fernando Goldbaum

Investigador Superior CONICET, Director del Centro de Redisefio e Ingenieria de
Proteinas (CRIP-UNSAM)

VER ANEXO 5-2
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Acad. Dra. Maria Cristina Aiidon & Acad. Dra. Maria Luz Pita Martin de Portela

163° JORNADA CIENTIFICA

ACADEMIA NACIONAL DEFARMACIA Y BIOQUIMICA

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Sala de conferencias: “Pbro. Antonio Saenz”
163° JORNADA CIENTIFICA
“OBESIDAD, NUTRICION Y SALUD”
Coordinadoras

Buenos Aires — Argentina
7 de Noviembre de 2017

PROGRAMA

09:15 - 09:30hs

Palabras de apertura por el sefior Presidente Acad. Manuel R. Limeres.

09:30 - 10:10hs

“Obesidad: controversias y desafios” -Dra. Ana Cappelletti (Universidad Favaloro)

10:15 - 10:35hs

Seccion | - Moderador: Acad. Silvia Hajos
“Alteraciones cardiometabdlicas tempranas en obesidad infantil” -
Dra. Carmen Mazza (Hospital Garrahan)

10:35 - 10:55hs

“Abordaje clinico de la obesidad Infantil” -
Dra. Marisa Laura Armeno (Hospital Garrahan - Hospital Aleman)

10:55 - 11:15hs

“Microbiota y obesidad” -
Dra. Carmen Toca (Hospital Posadas - UBA)

11:15 - 11:30hs

Preguntas y discusion

11:30 - 11:50hs

Café

11:50 - 12:10hs

Seccion Il: Obesidad en adultos: aspectos bioquimicos y clinicos —
Moderador: Mirtha Biscoglio
“éQué pasa con las lipoproteinas en la obesidad?” -
Dra. Laura Schreier - (Hospital de Clinicas - UBA)

12:10 - 12:30hs

“Obesidad y sindrome metabdlico en el adulto” -
Dr Julio Mollerach (Hospital Tornd — ICBA — UBA — UCA)

12:30 - 12:50hs

“Obesidad y su relacidon con metabolismo 6seo” -
Dra Susana Zeni (Hospital de Clinicas -CONICET -UBA)

12:50 - 13:00hs

Preguntas y discusion

13:00 - 14:00hs

Receso

14:00 -14:20hs

Seccidn lll El paciente adulto obeso y sus alternativas clinicas —
Moderador: Acad. Norma Sterin de Speziale

“Indicaciones de la cirugia bariatrica en obesidad mérbida o con sindrome metabdlico”

Dr. Hugo Montemerlo (UCA - IADEIN)

14:20 - 14:40hs

“Indicadores bioquimicos de estado nutricional pre cirugia bariatrica”-
Acad. Maria Luz Pita Martin de Portela (UBA)
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14:40 - 15:10hs “Alteraciones nutricionales y de la microbiota post cirugia bariatrica”-
Dra. Maria del Pilar Quevedo (UBA)

15:10-15:30hs Preguntas y discusion

15:30-16:00hs Café

“Genética y Epigenética” -

16:00 - 16:30hs Dr. Gustavo Fretchel (UBA - CONICET)

16:30 - 16:40hs Preguntas y discusion

“Prevencidn de Obesidad en la infancia y adolescencia” -

16:40 - 17:20hs Dra. Irina Kovalskys (UBA)

Conclusiones

17:20 - 17:30

VER ANEXO 5-3
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PREMIOS
PREMIOS 2017

El jurado integrado por la Acad. Virginia Martino, el Acad. Roberto Coco, el Acad. Mario Los, el Acad.
Francisco Stefano, el Acad. Osvaldo Cascone, Acad. Clyde Carducci y Acad. Silvia Hajos.

Por unanimidad dictamina adjudicar :

Premio "Maria Amelia Enero", correspondiente al area Ciencias Farmacéuticas y Farmacoldgicas, al trabajo
"COMPARACION DE LOS EFECTOS CARDIOVASCULARES DEL TRATAMIENTO CRONICO CON R-BLOQUEANTES
O AMLODIPINA EN RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS" de Julieta S. Del Mauro, Paula D. Prince,
Martin Donato, Marcela A. Morettdon, German E. Gonzalez, Facundo M. Bertera, Andrea Carranza, Susana B.
Gorzalczany, Diego A. Chiappetta, Celina Morales, Ricardo J. Gelpi, Carlos A. Taira, Christian Hocht.

Premio "Fernando Rusquellas", correspondiente al drea Ciencias Bioldgicas, Bioquimicas, Biofisicas y
Naturales al trabajo "ENTEROCINA AP-CECT7121: ACTIVIDAD BACTERICIDA, SINERGIA ANTIMICROBIANA Y
EVIDENCIAS DE PREVENCION Y EFECTO ANTI-BIOFILM SOBRE STAPHYLOCOCCUS AUREUS MULTI-
RESISTENTE" de Gastén Delpech, Mdnica Ceci, Sabina lissarrague y Ménica D. Sparo.

Premio "Vicente Colobraro", correspondiente al drea Ciencias Aplicadas a la Salud Humana, al trabajo
"PREMEZCLAS COMERCIALES LIBRES DE GLUTEN Y DESARROLLO DE NUEVAS FORMULACIONES. SITUACION
DE ESCOLARES CELIACOS RESPECTO AL HIERRO Y ZINC" de Luis Dyner, Verdnica Ferreyra, Ricardo Wright,
Silvina Marquez, Carolina Cagnasso y Margarita Olivera Carridn.

Ver anexo 6

PREMIO JORNADA 161° 2017

El 10 de agosto de 2018 como parte de la 161° Jornada Cientifica 2017 se realizd una exposicidn de trabajos
en formato de posters otorgandose entre ellos dos premios y dos premios accésit de acuerdo al siguiente
detalle:

Premio Jornada 2017 de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica al mejor trabajo de investigacion
presentado “ESTRATEGIAS BASADAS EN MICRO- Y NANO-PARTICULAS HIBRIDAS PARA AUMENTAR LA
BIODISPONIBILIDAD DE ANTIBIOTICOS EN INFECCIONES PULMONARES DE DIFICIL ERRADICACION.“Autores:
German A. Islan; Maria E. Ruiz; Sebastian Scioli Montoto; José F. Morales; Maria L. Sbaraglini; Alan Talevi;
Luis Bruno-Blanch; Nelson Duran; Guillermo R. Castro.

Premio Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica-Fundacion Argentina de Nanotecnologia al mejor
trabajo con aplicacion industrial presentado. a “DESAROLLO DE UN GEL NANOCOSMETICO ANTIOXIDANTE.“
Autores: P. Bucci; S. Alonso; J. Montanari

Premio Accésit Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica - Fundacidon Argentina de Nanotecnologia al
mejor trabajo con aplicacidn industrial a “DESARROLLO DE MATRICES DE FOSFATOS CON PROPIEDADES
ANTIMICROBIANAS PARA APLICACIONES BIOMEDICAS“. Autores: Bernardo Baydn, Guillermo R. Castro.

Premio Accésit de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica al mejor trabajo de investigacion a

“MICELAS POLIMERICAS CARGADAS CON VERDE DE INDOCIANINA COMO POTENCIALES AGENTES
TERAGNOSTICOS.“ Autores: N. Lecot, M. Fernandez Lomonaco, P. Cabral y RJ. Glisoni.

10



Anales 2017—- MEMORIA

PREMIO TRIENAL

Cuando se celebra un 602 Aniversario de una institucion es imposible dejar de referirse a los
antecedentes que llevaron a ese acontecimiento. Cuando se trata del Aniversario de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires es asimismo impensado no mencionar la estrecha relacién
gue une a esta Facultad con nuestra Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica.

Tal es asi que nuestra Academia es la ineludible consecuencia de la Asociacién Farmacéutica
Bonaerense fundada en esta Ciudad de Buenos Aires el 12 de agosto de 1856, en los albores de la
organizacién nacional y en los comienzos de la profesidon farmacéutica como una actividad independiente en
las profesiones de la Salud.

Entre los primeros objetivos cientifico-profesionales de esa naciente Asociacion se encontraban la
promulgacion de una Ley del ejercicio de la Farmacia, el establecimiento de una Farmacopea Argentina v,
aqui el objetivo de esta enumeracidn, la creacion de facultades para la ensefianza y la investigacion
farmacéutica.

Cuando la Provincia de Buenos Aires pasa a integrarse a la Confederacion Argentina esta Asociacion
cambia su nombre por el de Sociedad Nacional de Farmacia y con esta denominacidn consigue el objetivo
primigenio, al realizar la peticién y obtener la creacion de la Escuela de Farmacia de la Facultad de Medicina
en el afio 1864. Tan imbricadas estaban en sus comienzos que fue en esta Sociedad donde se redacto el
Reglamento y el Plan de Estudios.

También propicié y cred las Catedras de Farmacologia y de Historia Natural donde fueron designados
los cientificos Murray y Burmeister fundadores de nuestra Asociacion.

Es entonces, desde antes de la misma creacidn de la Escuela de Farmacia que ambas instituciones
desarrollaron sus caminos, una en la representacién cientifico profesional primero y luego en la cientifico
académico al constituirse como Academia y la otra a través de la ensefianza y la investigacion de las Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas procurando su estructuracién como facultad independiente a lo largo de cien
afios.

La Facultad de Farmacia y bioquimica de la Universidad de Buenos Aires cumple 60 afos y la
Academia quiere hacer el reconocimiento a esta noble institucidn por su labor a lo largo de su existenciay a
sus docentes que con su extraordinaria vocacion y dedicacidon han logrado sostener el nivel académico y a
realizar investigaciones que nos enorgullecen.

Por ello es que el Claustro de la Academia ha resuelto adjudicar el PREMIO ACADEMIA NACIONAL DE
FARMACIA Y BIOQUIMICA a la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.

11
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CONVENIOS POR NUEVOS PREMIOS

El Acad. Mato informa que juntamente con el Acad. Limeres sostuvieron una reunion con la Sra. Maria
Luisa Macchiavello, responsable de Drogueria del Sud, fundada en 1950 por el Dr. Silvio Macchiavello, con el
objeto de proponerle la creacién de un premio bienal con el nombre de su padre, para lo cual se requeriria de
un aporte de la mencionada Drogueria, destinado a premiar a sus ganadores. En octubre se concreté el
acuerdo de un aporte equivalente S 50000 destinado al premio “Silvio Macchiavelo” y que los premios seran
otorgados a trabajos de las dreas biotecnologia y farmacia, respectivamente

Los Acad. Limeres y Mato se reunieron con el Dr. Alvaro Lépez Rosende, de Laboratorio Dominguez S.A.,
como resultado de lo cual el Laboratorio Dominguez se comprometié a realizar un aporte de $ 50.000 con
destino a un premio de asignacion bienal titulado “Juan A. Dominguez”, destinado a investigadores jovenes
farmacéuticos o bioquimicos.

PUBLICACIONES

La Academia publicé el libro “El saneamiento al alcance de todos: problemas que afectan a la salud y
medidas de proteccién en el hogar” escrito por el Acad. Miguel D’Aquino.
140 paginas. Edicién Prosa Editores ISBN 978-987-729-262-6

(Prélogo de la Comisién de Publicaciones)

En opinidn de la Organizacién Mundial de la Salud, la difusion de conocimientos bdsicos sobre salubridad, asi
como la promocién de habitos que eviten la contaminacidn y la transmision de enfermedades, constituyen
aspectos de la educacién sanitaria que representan una parte vital del servicio de salud, por lo que es
necesario que la poblacién en su conjunto tenga acceso a dicha informacién. En el mismo sentido cabe
destacar que existe consenso en la comunidad académica sobre el rol del farmacéutico como agente sanitario,
asi como el del bioquimico en el diagnéstico y prevencién de afecciones y contaminantes.

De alli la importancia de esta contribucion al tema de la educacién sanitaria realizada por uno de nuestros
Académicos Titulares, el Dr. Miguel D’Aquino, Profesor Emérito de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires. Como el mismo autor sefiala en el prefacio de esta obra, su objetivo es brindar a
la poblacidn, en lenguaje coloquial y comprensible, los conocimientos cientifico-técnicos necesarios para
encarar cualquier situacion sanitaria que pudiera surgir en su vida cotidiana, brindandole ayuda para resolverla
0 -mejor aun- para evitar que se produzca y que puede tener lugar tanto en el hogar como en colegios,
instituciones laborales o establecimientos de salud, entre otros.

Los distintos aspectos del saneamiento son abordados por el Dr. D’Aquino con la misma sencillez y claridad
con la que desarrollaba sus clases durante su dilatada carrera en la docencia universitaria. Sin actitudes
alarmistas, pero con firmeza, va previniendo al lector sobre los cuidados que se deben tener ante distintas
situaciones con la que a diario se enfrenta el ciudadano comun y que pueden entraiar un riesgo para su salud.
Sélo queda brindar una calurosa bienvenida a este valioso aporte a la educacidn sanitaria y agradecer a quien,
como el colega académico, ha destinado parte de su tiempo a pensar generosamente en sus conciudadanos.
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RELACIONES CON OTRAS ACADEMIAS NACIONALES
PARTICIPACIONES

VIl Encuentro de AIAF

En la ciudad de Asuncién, la Academia Nacional de Ciencias Farmacéuticas del Paraguay, entidad organizo,
entre el 19 al 22 de setiembre, el VII Encuentro de la Asociacion |Iberoamericana de Academias de Farmacia
(AIAF).

El Acad. Alberto Gurni concurrid en representacion de la academia donde diserté sobre Aporte de la
Sistemadtica Clasica en la Busqueda de Principios Activos.

Durante el encuentro Academia de Farmacia de Brasil que cumplié 50 afos entregd medallas destinadas a los
presidentes de las Academias integrantes de la AIAF.

El informe de la exposicidn del Acad. Gurni sera remitido a Revista Farmacéutica con la coautoria de la Acad.
Martino, para su publicacion.

VI ENCUENTRO INTERACADEMICO 2017,
“LAS UNIVERSIDADES Y LA INVESTIGACION EN LA ARGENTINA DEL MANANA”

El 31 de octubre de 2017 se realizé el “VI Encuentro Interacadémico” del que participaron las Academias
Nacionales de Medicina de Buenos Aires, Derecho y Ciencias Sociales de Buenos Aires, Ciencias Morales y
Politicas, Periodismo, Ciencias Econdmicas, Educacién, Ingenieria, Agronomia y Veterinaria, Geografia, Ciencias
de Buenos Aires, Ciencias Exactas Fisicas y Naturales, Bellas Artes, Ciencias de la Empresa, Farmacia y
Bioquimica e Historia presidido por el Dr. Manuel Luis Marti y el Ing. Manuel Solanet, representantes
de las Academias Nacionales de Medicina y de Ciencias Morales y Politicas, respectivamente. El
encuentro se realizd en el Aula Magna de la Academia Nacional de Medici

La Academia Nacional de Farmacia presentd el trabajo “Las Academias y su Interaccion con la
Investigacion en las Universidades: Aspectos Tedricos y Practicos realizado por Juan Pablo Rossi, Néstor
Caffini y Francisco Stefano, publicado en la Revista Farmacéutica N° 159-1 (Dic.2017). Expuso el Acad. Rossi
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VI JORNADA INTERACADEMICA INTERNACIONAL

“RESISTENCIA MICROBIANA: ABORDAJE TRANSDISCIPLINARIO”
ARGENTINA
ACADEMIA NACIONAL DE AGRONOMIA'Y VETERINARIA
ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA
ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

URUGUAY
ACADEMIA NACIONAL DE VETERINARIA
ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA

Buenos Aires, 23 y 24 de noviembre de 2017

El Acad. Dr Gabriel Gutkind diserté sobre “Mecanismos de resistencia microbiana” en la Jornada
Interacadémico Internacional titulada “Resistencia microbiana: abordaje transdisciplinario” organizado por la
Academia Nacional de Agronomia y Veterinaria de la que participan ademas las Academias Nacionales de
Medicina y de Farmacia y Bioquimica de Argentina y las Academias Nacionales de Veterinaria y de Medicina
del Uruguay, que se realizaran el 23 y 24 de noviembre en la sede de la entidad organizadora

SEGUNDAS JORNADAS FARMACEUTICAS FUEGUINAS

El Acad. Gabriel Mato concurrié a las Segundas Jornadas Farmacéuticas Fueguinas que con el titulo “El
Farmacéutico Baluarte en el Cuidado de la Salud”, auspiciadas por la COFA y organizé el Colegio de
Farmacéuticos de Tierra del Fuego entre los dias 1 al 3 de junio en Ushuaia. En la oportunidad diserté sobre
“La Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica”

REUNION DE PRESIDENTES DE ACADEMIAS NACIONALES EN TUCUMAN

Invitado por el gobernador de esa Provincia Tucuman, Dr. Juan Luis Manzur, el Acad. Limeres concurrié
junto con presidentes de doce Academias Nacionales y el Presidente de la Academia Argentina de Protocolo y
Ceremonia a una reunion realizada entre el 24 y 28 de agosto de 2017 de la que participaron también
miembros de las Academias de la Pcia. de Tucuman.

23° CONGRESO FARMACEUTICO ARGENTINO — SERVICIOS FARMACEUTICOS PARA LA SALUD DE LA
COMUNIDAD: DE LA TEORIA A LA ACCION”

El Acad. Manuel Limeres concurrié al “23° Congreso Farmacéutico Argentino — Servicios Farmacéuticos
para la salud de la comunidad: de la teoria a la accidn”, organizado por la COFA, realizado en Bariloche entre el
30 de noviembre y el 2 de diciembre de 2017. El Acad. Limeres disertd sobre el tema “Academia Nacional de
Farmacia y Bioquimica De dénde venimos.”
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CONCURRENCIAS

El 4 de mayo de 2017, los Acad. Limeres, Caso y Squassini concurrieron a la Academia Argentina de
Letras donde asumid como miembro el escritor Jorge Ferndndez Diaz quien diserté sobre “el Articulismo como
una de las Bellas Artes”.

El 9 de mayo de 2017 el Acad. Caso concurrié a la conferencia del Dr. Eduardo Gonzalez Toledo sobre
“Cerebro y Drogadiccion”

El 17 de mayo de 2017 el Acad. Limeres y Caso concurrieron a la Academia Nacional de Ciencias
Morales y Politicas a la sesidon publica extraordinaria de incorporacion del Académico de Numero doctor
Marcos Aguinis, quien disertd sobre el tema: “La persecucion de los cristianos en el Medio Oriente”.

El 24 de Mayo de 2017 los Acad. Limeres, Mato y Squassini concurrieron al acto de celebracidn del 602
aniversario de la creacion de Facultad de Farmacia y Bioquimica, en el acto que se realizé en el Aula Magna se
hizo entrega a la Institucién del Premio Trienal Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica.

El 8 de junio de 2017 los Acad. Squassini y Coco concurrieron a la Academia Nacional de Periodismo a la
entrega del Premio Pluma de Honor 2017 al Dr. Guillermo Jaim Etcheverry realizado en la Sala Jorge Luis
Borges de la Biblioteca Nacional.

El 20 de junio de 2017 El Acad. Squassini concurrié a la conmemoracion del 197° aniversario del
Fallecimiento del Gral. Belgrano Dia de la Bandera y 73° aniversario de la Creacidn el Instituto Nacional
Belgraniano realizada en el Atrio del Convento de Santo Domingo

El 22 de junio de 2017 los Acad. Limeres, Mato y Squassini concurrieron al brindis que en celebracién
del dia del Bioquimico se realizé en la sede del COFyBCF

14 de agosto de 2017 en el Aula de Conferencias Facultad de Farmacia y Bioquimica — UBA se desarroll6 la
JORNADA de ACTUALIZACION y DEBATE 2017 sobre “Incumbencias Farmacéuticas y Bioquimicas informe de
situacidn. Riesgos y acciones”. se expusieron los riesgos que se plantean a la salud publica y a la situacion
laboral y profesional de farmacéuticos y bioquimicos cuando se intenta avanzar sobre las incumbencias
Concurrieron los Acad. Limeres, Mato, Baratti, Gurni, Gutkind.

El 29 de agosto de 2017 Los Acad. Limeres y Mato concurrieron, en el marco del 252 aniversario de la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), al espacio de trabajo
“Medicamentos para terapias avanzadas- Avances y Desafios” realizado en el salén Cezanne B del
Palacio San Miguel.

El 31 de agosto de 2017 Los Acad. Limeres, Mato, Salseduc y Squassini concurrieron al oficial de
conmemoracidn del 25 aniversario de fundacién del ANMAT realizado en el Aula Magna de la Academia
Nacional de Medicina.

El 25 de septiembre de 2017 El Acad. Squassini participo de la ceremonia por el 2052 aniversario de la
Batalla de Tucuman, que se realizé en el Saldn Saavedra del Regimiento de Infanteria 1 "Patricios".

El 2 de octubre de 2017 los Acad. Limeres, Mato, Squassini y Caso concurrieron al Acto de declaracion
de Personalidad destacada de la Cultura de la Ciudad Autonoma de Buenos Aires en el ambito de la Cienciay la
Tecnologia en el campo de la salud a la Dra. Graciela Ciccia realizado en el Salon Dorado de la legislatura de la
CABA

El 11 de octubre de 2017 el Acad. Caso informa sobre su participacion, junto con el Acad. Squassini, a la
reunion celebrada en la Academia Nacional de la Historia, donde el Centro de Historia Argentina y americana
realizd la presentacién de la version digital de La Gaceta Mercantil (1823-1852), realizada por el Archivo
Histdrico de la Provincia de Buenos Aires.

El 1 de noviembre de 2017 el Acad. Caso concurrid a la Academia de Ciencias de Buenos Aires-Seccion
Quimica Bioldgica donde el Dr. Eduardo Castano disertd sobre “Enfermedad de Aizheimer: certezas, dudas y
perspectivas “

15



Anales 2017 — MEMORIA

AUSPICIO DE LA ACADEMIA

XIl Congreso Argentino de Virologia, V Simposio Argentino de Virologia Clinica y Il Simposio
Argentino de Virologia Veterinaria, que se llevd a cabo del 26 al 18 de junio de 2017.

| Simposio Internacional de Fitocosmética Sustentable, realizado el 28 y 29 de Septiembre en la
Facultad de Farmacia y Bioquimica.

Congreso denominado “Drug Discovery for Neglected Diseases International Congress 2018” que se
realizard entre el 4 y el 6 de diciembre de 2018 y que coincide con la celebracidn de los 35 afios de creacion
del Instituto de la Quimica y Metabolismo del Farmaco (IQUIMEFA)

La Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica, en el marco de los festejos del 160 aniversario de su
fundacion y en adhesion al 60 aniversario de creacién de la Facultad de Farmacia y Bioquimica auspicia la
presentacion del libro “Radiofdrmacos: del laboratorio al paciente” cuyos autores son Carlos Oscar
Canellas, Maria Jimena Salgueiro y Marcela Zubillaga, con prélogos de los Acad. Dres. De Paoli y Rubio y de
dos capitulos escritos por el Acad. Caro, que se realizd el 17 de mayo de 2017 en la Sala de
conferencias “Pbro. Antonio Sdenz” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica — UBA
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PUBLICACIONES
Revista Farmacéutical59 n21 (2017versidn electronica).

Anales de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica (Afio 2016) version electrénica.

ACTO DE FIN DE ANO
El 6 de diciembre tuvo lugar, en la sede de nuestra Academia, el brindis de Fin de Afo.

ENTIDADES COOPERADORAS DE LA ACADEMIA

Entidades Cooperadoras que apoyan econdmicamente a la Academia, permitiendo asi su normal
funcionamiento.

e Laboratorios ROEMMERS S.A.
e Laboratorios BAGO S.A.
e Laboratorio CASASCO

e COLEGIO OFICIAL DE FARMACEUTICOSY BIOQUIMICOS DE CAPITAL FEDERAL (COFYBI)
e CONFEDERACION FARMACEUTICA ARGENTINA (COFA)

e CAMARA ARGENTINA DE ESPECIALIDADES MEDICINALES (CAEME)

e COLEGIO DE FARMACEUTICOS DE LA PCIA. DE BUENOS AIRES (COLFARMA)

e CAMARA INDUSTRIAL DE LABORATORIOS FARMACEUTICOS ARGENTINOS (CILFA)
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Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.
Acad.

Dra. Maria Cristina Afidn

Dr. Carlos M. Baratti
Dra. Mirta J. Biscoglio
Dr. Alberto A. Boveris
Dr. Nestor O. Caffini
Dr. Clyde N. Carducci
Dr. Ricardo A. Caro
Dr. Osvaldo Cascone

. Dr. Miguel A. Caso

Dr. Roberto Coco

Dr. Miguel D' Aquino
Dr. Alberto Diaz

Dr. Tomas de Paoli
Dr. Carlos H. Gaozza
Dr. Hector I. Giuliani
Dr. Gabriel O. Gutkind
Dr. Alberto Gurni

Dr. Carlos A. Gotelli
Dr. Alfredo A. Hager
Dra. Silvia Hajos

Dr. Manuel Limeres
Dr. Mario A. Los

Dra. Virginia Martino

Dr. Horacio José Gabriel Mato
Dr. Marcelo C. Nacucchio

ANEXO |
MIEMBROS

ACADEMICOS TITULARES

Dra. Maria Luz Pita Martin de Portela

Dr. Marco Pizzolato
Dr. Edgardo Poskus
Dr. Otmaro E. Roses

Dr. Juan Pablo F.C. Rossi.

Dr. Rolando Rossi
Dr. Alfredo Salibian

Dra. Marta M. Salseduc

Dra. Norma Sterin de Speziale
Dr. Francisco J.E. Stefano
Dra. Regina L. W. de Wikinski
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ANEXO Il

ACADEMICOS CORRESPONDIENTES

ARGENTINA

Acad. Dr. Daniel A. Allemandi

Acad. Dr. Carlos Bregni

Acad. Dr. Marcelo O. Cabada

Acad, Dr. Jorge Errecalde

Acad. Dr. Oscar H. Fay

Acad. Dr. Raul C. Fazio

Acad. Dra. Silvia Gold

Acad. Dr. Ruben H. Manzo

Acad. Dra. Maria Luz A. Martinez
Acad. Dra. Nélida Mondelo

Acad. Dr. Aldo D. Mottino

Acad. Dra. Elsa M. Nadalin

Acad. Dr. Jorge O. Nicolini

Acad. Dr. Otto A. Orsingher

Acad. Dra. Ana Maria Pechen D’Angelo
Acad. Dra. Gabriela Del Valle Perdigén
Acad. Dra. Clelia M. Riera

Acad. Dr. Victor Romanowski

Acad. Dr. Daniel O. Sordelli

Acad. Dr. Marcelo D. Squassini

Acad. Dr. Alejandro Vila

Acad. Dra. Maria Guillermina Volonté

ALEMANIA
Acad. Dr. Pablo Steinberg

BRASIL
Acad. Dr. Aluisio Pimenta
Acad. Dr. Caio Romero Cavalcanti

CHILE

Acad. Dr. Aquiles Arancibia Orrego
Acad. Dr. Marco A. Montes Guyot
Acad. Dr. Rosa |. Moran Gana
Acad. Dra. Wanda Quilhot Palma

COLOMBIA
Acad. Dr. Fleming Martine Rodriguez

CUBA
Acad. Dr. Ricardo Galvis
Acad. Dr. Héctor Zayas Bazan Y Perdomo

ECUADOR
Acad. Dr. Julio F. Araoz
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ANEXO Il

ACADEMICOS CORRESPONDIENTES

ESPANA

Acad. Dr. Maria del Carmen FrancésCausapé
Acad. Dr. Tomas Adzet Porreddn

Acad. Dr. Francisco Zaragoza Garcia

Acad. Dr. Eduardo Marifio Hernandez

Acad. Dr. Miguel Ylla Catala Genis

Acad. Dr. Antonio Monge Vega

ESTADOS UNIDOS

Acad. Dr. Jorge R. Barrio

Acad. Dr. Jorge D. Brioini
Acad. Dr. Marcel E. Nimni

FRANCIA

Acad. Dr. Jean Marc Aiache
Acad. Dr. Paul Fleury

Acad. Dr. Carlos Soto

ITALIA
Acad. Dr. Stefano Govoni

MEXICO
Acad. Dr. Pedro Joseph Nathan

PANAMA
Acad. Dr. Ceferino Sanchez

PARAGUAY
Acad. Dr. Luis H. Berganza

PERU
Acad. Dr. Fernando Quevedo Ganoza
Acad. Dr. José Amiel Pérez

VENEZUELA
Acad. Dr. José Luis Andrade

URUGUAY

Acad. Dr. Jorge Ares Pons

Acad. Dr. Cayetano Cano Marotta

Acad. Dr. Cosme de los Santos Carvallido
Acad. Dr. Uberfil Delbene Garate

Acad. Dr. Pietro Fagiolino

Acad. Dra. Raquel Lombardo de Bertolaza
Acad. Dr. Justo Emilio Menes

Acad. Dr. Patrick Moyna

Acad. Dr. Anibal Alberto Olmos Ferreira
Acad. Dr. Oscar Polla Bermudez

Acad. Dr. Joaquin E. Royer Meicoso
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Acad.
Acad.
Acad.

Acad

Dr
Dr
Dr

. Dr
Acad.
Acad.

Dr
Dr

ANEXO Il

ACADEMICOS EMERITOS

. Sem M. Albonico

. Arnaldo L. Bandoni

. Rodolfo Brenner

. Mateo Chekherdemian
. Ronaldo Meda

. Modesto C. Rubio

ACADEMICOS HONORARIOS

ARGENTINA
Acad. Dr. Juan Carlos Bagd

BRASIL
Acad. Dr. Evaldo De Oliveira
ESPANA
Acad. Dr. Benito del Castillo Garcia

Acad. Dra. Maria Teresa Miras Portugal
Acad. Dr. Federico Mayor Zaragoza

ITALIA
Acad. Dr. Rodolfo Paoletti
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ANEXO Il

SECCIONES

A) SECCION CIENCIAS BIOLOGICAS, BIOQUIMICAS, BIOFiSICAS Y NATURALES (12 miembros)
B) SECCION CIENCIAS APLICADAS A LA SALUD (12 miembros)
C) SECCION CIENCIAS FARMACEUTICAS Y FARMACOLOGICAS (12 miembros)

SECCION A: CIENCIAS BIOLOGICAS, BIOQUIMICAS, BIOFiSICAS Y NATURALES

Acad. Dr. Maria Cristina Afidn

Acad. Dr. Mirtha Biscoglio

Acad. Dr. Alberto A. Boveris

Acad. Dr. Néstor O. Caffini

Acad. Dr. Osvaldo Cascone

Acad. Dr. Silvia Hajos (Coordinador Alterno)
Acad. Dr. Maria L. Pita Martin de Portela
Acad. Dr. Edgardo Poskus

Acad. Dr. Otmaro E. Roses

Acad. Dr. Juan Pablo F.C. Rossi (Coordinador)
Acad. Dr. Rolando Rossi

Acad. Dr. Alfredo Salibian

Acad. Dra. Norma Sterin de Speziale

Acad. Dr. Regina L.W. de Wikinski

Acad. Dr. Victor Romanowski (Corresponidiente)
Acad. Dr. Daniel O. Sordelli (Corresponidiente)

e SECCION B: CIENCIAS APLICADAS A LA SALUD

Acad. Dr. Ricardo A. Caro

Acad. Dr. Roberto Coco (Coordinador alterno)
Acad. Dr. Miguel D' Aquino

Acad. Dr. Tomas De Paoli

Acad. Dr. Héctor I. Giuliani

Acad. Dr. Carlos A. Gotelli (Coordinador)
Acad. Dr. Alfredo A. Hager

Acad. Dr. Manuel R. Limeres

Acad. Dr. Horacio J. G. Mato

Acad. Dr. Marco Pizzolato

Acad. Dr. Francisco J. E. Stefano
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e SECCION C: CIENCIAS FARMACEUTICAS Y FARMACOLOGICAS

Acad. Dr. Carlos M. Baratti

Acad. Dr. Clyde N. Carducci

Acad. Dr. Miguel A. Caso

Acad. Dr. Alberto Diaz

Acad. Dr. Carlos H. Gaozza

Acad. Dr. Alberto Gurni

Acad. Dr. Gabriel O. Gutkind

Acad. Dr. Mario A. Los

Acad. Dra. Virginia Martino (Coordinador alterno)
Acad. Dr. Marcelo C. Nacucchio

Acad. Dr. Marta M. Salseduc (Coordinador)
Acad. Dr. Marcelo Squassini (Correspondiente)
Acad. Dr. Maria Guillermina Volonté
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ANEXO Il

COMISIONES 2016

(Por orden alfabético)

e REUNIONES CIENTIFICAS, CURSOS Y CONFERENCIAS

Acad. Carlos M. Baratti (Coordinador), Acad. Maria C. Afion, Acad. Alberto Diaz, Acad. Silvia Hajos, Acad.
Manuel R. Limeres, Acad. Marcelo Nacucchio, Acad. Edgardo Poskus.

e PUBLICACIONES, BIBLIOTECAY CANIJE

Acad. Dr. Nestor Caffini (Coordinador), Acad. Alberto Gurni (Coordinador Alterno), Acad. Gabriel Gutkind,
Acad. Silvia Hajos, Acad. Virginia Martino, Acad. Marcelo C. Nacucchio, Acad. Maria Luz Pita Martin. Acad. Dr.
Marco Pizzolato

e VINCULACIONES Y RELACIONES PUBLICAS

Acad. Miguel A. Caso (Coordinador), Acad. Mirta Biscoglio, Acad. Miguel D"Aquino, Acad. Carlos Gotelli, Acad.
Manuel R. Limeres y Acad. Marcelo Squassini.

e EDUCACION FARMACEUTICA Y BIOQUIMICA Y ETICA

Acad. Maria C. Afion, Acad. Alberto Boveris, Acad. Nestor Caffini, Acad. Ricardo Caro, Acad. Tomas Di Paoli,
Acad. Carlos Gaozza, Acad. Regina Wikinski (Coordinadora).

e PREMIOS Y DISTINCIONES

Acad. Osvaldo Cascone (Coordinador), Acad. Clyde N. Carducci, Acad. Roberto Coco, Acad. Mario Los, Acad.
Virginia Martino, Acad. Alfredo Salibian, Acad. Francisco Stefano.

e ESTATUTOY REGLAMENTO

Acad. Gabriel Mato (Coordinador), Acad. Carlos Gotelli Acad. Juan Pablo Rossi y Acad. Marta Salseduc.
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VI JORNADA INTERACADEMICA INTERNACIONAL

“RESISTENCIA MICROBIANA: ABORDAJE TRANSDISCIPLINARIO”
BUENOS AIRES, 23 Y 24 DE NOVIEMBRE DE 2017

ARGENTINA
ACADEMIA NACIONAL DE AGRONOMIAY VETERINARIA
ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA
ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
URUGUAY
ACADEMIA NACIONAL DE VETERINARIA

ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA

CONCLUSIONES

La resistencia microbiana (RAM) es un problema muy grave que enfrenta la humanidad, esta
entre los temas prioritarios de las Naciones Unidas (ONU), Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la Organizacién
Internacional de la Salud Animal (OIE). La RAM produce directamente aumentos en la morbilidad,
mortalidad y costos de los servicios sanitarios. Si no se actia en forma coordinada e inmediata, en
pocos afios, no habrd antimicrobianos eficaces disponibles y las enfermedades infecciosas nos
retrotraeran por lo menos un siglo. Los antimicrobianos son el Unico grupo de farmacos en los que el
uso frecuente induce una mds rapida obsolescencia y en los que las consecuencias del tratamiento de
los pacientes actuales comprometen la utilidad del medicamento a futuro. Esto afecta a otros
miembros de la sociedad que los requieran y a las futuras generaciones.

Alerta a esta crisis, la Asamblea Mundial de la Salud (el 6rgano decisorio supremo de la OMS) de
mayo de 2015 adoptd un Plan de Accién Mundial para contrarrestar la RAM. A la vez, encomendo a los
paises elaborar sus respectivos planes nacionales de accién de acuerdo con el plan mundial.

Emergencia y diseminacion de resistencias

Hasta hace un tiempo, se consideraba en la categoria de multirresistentes a los gérmenes mas
peligrosos. Se debid reconsiderar esto, para agregar dos categorias mas, la de resistencia extrema y la
de panresistencia (en éste ultimo caso, no hay tratamiento disponible). Actualmente se reconoce la
circulacion de clones bacterianos “hiper epidémicos”, que han tenido un papel esencial en la
diseminacion global de la RAM en las dos ultimas décadas. Esos clones proveen una plataforma estable
para el mantenimiento y la propagacién de los genes de RAM. Son clones exitosos, de alto riesgo e
internacionales. Existe un intenso intercambio de genes de resistencia entre el hombre, los animales de
produccidn, las mascotas, la vida silvestre, los alimentos, el agua, el suelo y el medio ambiente. Ese
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intercambio se ve favorecido por la utilizacién de antibidticos, su presencia en el medio ambiente y el
movimiento de las poblaciones humanas y animales. Sin embargo, existen otros factores que contribuyen a
la diseminacién de RAM, entre los que se destacan la escasez de agua potable, la pobreza, la sobrepoblacién
humana y animal, la falta de prevencién y control de infecciones en la salud humana y animal v,
esencialmente, la poca comprensidn del fendmeno por quienes tienen responsabilidades en el mismo.

La comunicacion de riesgos

Se debe enfatizar en estrategias de comunicacién de riesgos asociados con la RAM en distintos
niveles, incluidas las campafias de contencion de la contaminacion con microorganismos
(potencialmente resistentes) a partir de alimentos y agua, en toda la cadena de produccién y los
hogares. Por otra parte, dada la seleccion de resistencia aun sin presion antibiodtica, es insuficiente
fundar los programas de control de la resistencia sélo en las politicas de uso o control de antibidticos.
Es por eso imperioso mantener una estricta adherencia a las medidas de prevencion y control de las
infecciones.

Utilizacion de antimicrobianos en el hombre

El uso de antimicrobianos sin prescripcién y la automedicacién son variables claves que deben
ser abordadas a través de un proceso de concientizacion destinada a las autoridades sanitarias, los
médicos y la comunidad en general. La OMS desarrollé Guias de Practica Clinica basadas en evidencia
cientifica para fortalecer esta comunicacién. En este contexto, se recomendaron diferentes acciones
para la promociéon de un uso racional de los antimicrobianos: pueden ser estrategias globales,
nacionales o supranacionales (OMS, OPS, etcétera), o medidas locales, ya sean hospitalarias o
comunitarias.

Los objetivos por alcanzar pueden agruparse en tres categorias principales:

Monitorizacién de la prescripcion y uso de antimicrobianos y del desarrollo de RAM. Implica la recoleccién
de datos del consumo de antimicrobianos, los niveles de resistencia en los microorganismos problema vy las
infecciones mas comunes, tanto en el hospital como en la comunidad. La herramienta es la vigilancia.

Control y reduccién del consumo de antibidticos. Su implementacién es relativamente simple, aunque la
realidad demuestra la dificultad de mantener las medidas en el tiempo. Entre las buenas practicas se
destaca la importancia del diagndstico de laboratorio temprano y de ratificar o rectificar el tratamiento
antimicrobiano luego de conocer los resultados del analisis microbiolégico. La implementacion de planes de
administracién en consideraciéon de parametros farmacocinético/farmacodindmicos es una herramienta
critica.

Disminucién y/o mitigacion de la emergencia y diseminacidn de bacterias resistentes y determinantes de
resistencia. Sin embargo, no se ha otorgado la suficiente relevancia a la comunicacién de este tema. Y con
ello nos referimos a mejorar el entrenamiento de los médicos en la comunicacidn con los pacientes y a
desarrollar estrategias comunicacionales de las autoridades sanitarias hacia el personal de salud y la
poblacién que permitan transmitir la informacidon con rigor y de manera oportuna. Ademas, se debe mejorar
la comunicacién entre quienes disponen de la informacidn apropiada y todos los integrantes del sistema
sanitario, facilitando que informacion de un nivel adecuado llegue a los consumidores.

La produccion animal

La utilizacion en forma masiva de antimicrobianos en la produccién animal, sin protocolos
basados en la evidencia cientifica es un potencial riesgo de desarrollo y propagacion de resistencia con
impacto directo en la medicina humana y veterinaria.

Para indicar un tratamiento racional es importante conocer los microorganismos que con mas
frecuencia producen las diversas enfermedades, en cada zona, asi como también conocer los patrones
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de sensibilidad antimicrobiana y su evolucién en el tiempo. En los sistemas de produccion intensiva de
animales para consumo, los antimicrobianos se pueden utilizar con diferentes esquemas:

Promotores de crecimiento. Es el uso de antimicrobianos de clases normalmente no usadas en medicina
humana, a dosis bajas durante tiempos prolongados a efectos de obtener mayores ganancias de peso. Los
antimicrobianos utilizados como promotores del crecimiento acttdan sobre la flora gastrointestinal, en una
forma no estrictamente definida.

Profilacticos o metafilacticos. Para la prevencion de brotes de infecciones.

Terapéuticos. También se los puede utilizar en forma terapéutica en grandes poblaciones (via oral o
inyectables) o en forma individual.

La necesidad de implementar politicas de Estado en salud publica, salud animal, sanidad
ambiental y seguridad alimentaria

En la Argentina, hace dos afios se diseiid el Plan Nacional para el Control de la Resistencia
Microbiana®. Actualmente, se trabaja en su perfeccionamiento y puesta en marcha. El Servicio Nacional
de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) implementd en el 2015 el Programa Nacional para la
Vigilancia de la RAM en los animales de consumo. Cuenta con un laboratorio especializado que, en
2017, permitid iniciar la determinacién de resistencia en aislamientos de Escherichia coli y Salmonella a
partir de muestreos oficiales en aves y cerdos.

Uruguay, en 2017, inicid un proceso de trabajo interdisciplinario e interinstitucional dirigido a
disefiar del Plan Nacional de Resistencia Antimicrobiana de Uruguay orientado a la salud animal y las
cadenas productoras de alimentos para el periodo 2018-2022 y tomando como variables claves la
vigilancia, las medidas de prevencién y control, la investigacién, la formacién y la comunicacién y la
gobernanza del propio plan. Las instituciones del sector publico y privado, la investigacién y la
academia definieron objetivos especificos, lineas estratégicas, medias y acciones para cada variable
clave con el enfoque de “una salud”. En esa linea es que se recomienda el fortalecimiento de las
acciones conjuntas entre el Ministerio de Salud Publica (MSP) y el Ministerio de Ganaderia Agricultura y
Pesca (MGAP).

La iniciativa de “Una Sola Salud”

El aumento de la RAM implica una responsabilidad compartida entre los sectores de la salud
humana, la salud animal, la salud vegetal y la proteccién del medioambiente, y requiere de una
respuesta global, multisectorial y coordinada en el marco del concepto de “Una Sola Salud”.

El resurgimiento global de este enfoque fundamental fue propuesto y adoptado en el afio 2001
por la alianza de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE), la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) vy la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) para
resolver los complicados asuntos que se registran en la interface entre la salud publica, la salud animal,
la vegetal y los ecosistemas. Es un abordaje integrado y colaborativo para solucionar problemas que se
plantean en la deteccion y gestion de enfermedades emergentes, reemergentes, infecciosas y no
infecciosas, la seguridad de los alimentos, el medio ambiente y el comercio mundial.

Un enfoque transdisciplinario y analisis de riesgos

Esto sélo puede lograrse de forma transdisciplinaria, mediante formas de investigacion
integradoras de acuerdo con los principios de unidad del conocimiento mas alld de las disciplinas. Un
abordaje holistico que trasciende las divisiones tradicionales, cuyo objetivo es apreciar cada campo de

(2) http://www.anlis.gov.ar/wp-content/uploads/2017/11/Lazovski-Estrategia-ARGRAM2017.pdf
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estudio, con la capacidad de ver mas allda de sus barreras y limites convencionales. Es un abordaje
complejo y permanente, que aspira al dialogo y a la continua revision

En este contexto, el Anadlisis de Riesgos permite consolidar el abordaje integral de esta temética.
Este proceso de evaluacién, gestion y comunicacién de riesgos es estructurado y sistematico: permite
examinar los posibles efectos nocivos para la salud como consecuencia de un peligro y establecer
opciones para mitigar esos riesgos. Este enfoque brinda una base de prevencién para las medidas
regulatorias tanto en el nivel nacional como internacional.

Hasta hace pocos afios, en la Argentina no existian mecanismos ni estructuras institucionales que
favorecieran un abordaje transdisciplinario de la resistencia microbiana. Uno de los objetivos de esta
jornada fue fortalecer los emprendimientos y esfuerzos realizados tanto en Uruguay, como en la
Argentina para trabajar de forma transdisciplinaria en materia de RAM.

Por lo expresado es que las cinco academias participantes acuerdan en la necesidad de seguir
trabajando de manera conjunta, conscientes de que los antimicrobianos son esenciales para
preservar la salud humana y animal, y que su uso inadecuado e imprudente favorecio la emergenciay
diseminacion de bacterias resistentes, y proponen:

e Implementar sistemas de formacidon de recursos humanos a efectos de entrenar actores con
capacidad operativa en los sistemas de salud publica, animal y ambiental.

Extremar los esfuerzos en el registro preciso de datos e informacion sobre produccidn, importacion,
industrializacion y utilizacién de agentes antimicrobianos y sus destinos especificos.

Contribuir a la aplicacién de medidas tendientes a lograr que la adquisicion de farmacos
antimicrobianos destinados tanto a seres humanos como animales sélo sea posible si cuenta con
una prescripcién emitida por un profesional de la salud.

e Reducir progresivamente el uso de antibiéticos como promotores del crecimiento en
produccién animal, en ausencia de un analisis de riesgo.

e Promover estrategias para reducir la necesidad del uso de los antibidticos en animales a través
de la mejora en practicas zootécnicas, de higiene e inmunoterapia.

e Alentar el fortalecimiento de los emprendimientos en la Argentina y Uruguay en materia de
RAM para implementar un sistema de vigilancia integral.

e Favorecer y estimular el abordaje transdisciplinario para incrementar el conocimiento del
estado de situacién en ambos paises con el fin de realizar evaluaciones de riesgos que permitan
dirigir las medidas a adoptar en gestion de riesgos.

e Consolidar las estrategias de comunicacion de riesgos a los distintos estamentos involucrados
en RAM.

Las Academias Nacionales de Medicina y de Veterinaria de Uruguay, y las Academias Nacionales
de Agronomia y Veterinaria, Medicina y Farmacia y Bioquimica de la Argentina exhortan a todos los
actores vinculados a la Salud, al medio ambiente y al publico en general a asumir la responsabilidad de
mitigar la emergencia y diseminaciéon de la RAM a través de un uso racional y prudente de los
antimicrobianos, y de la intervencién a nivel de los vectores ambientales riesgosos, con el fin de
preservar estos recursos terapéuticos esenciales para la humanidad en los afios por venir.
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La ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA tiene el agrado de invitar a usted a
la Jornada Cientifica 2017 organizada por la Seccion Ciencias Farmacéuticas y Farmacoldgicas
“ESTADO ACTUAL DE LA NANOTECNOLOGIA Y SUS APLICACIONES EN LAS CIENCIAS
FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS” que se realizard el 10 de Agosto proximo, de 10:00 a 18.00 horas
en su sede Facultad de Farmacia y Bioquimica, Salén de Conferencias “Pbro. Antonio Sdenz”, Junin

956, Buenos Aires.

PROGRAMA

09:00 - 10:00 hs

Acreditacion

10:00 - 10:10 hs

Palabras de apertura del Simposio por el Sr. Presidente de la Academia Dr. Manuel
Limeres

10:15 - 10:45 hs

Conferencia: "Nanotecnologia: el desafio del Siglo XXI"
Prof. Dr. Galo Soler llia. (Univ. Nacional de San Martin)

10:45-11:30 hs

Mesa redonda Aplicaciones Biomédicas.
Moderador: Acad. Marcelo Nacucchio
Panelistas:

Prof. Ma. Celina Lamas (Universidad Nacional de Rosario)
"Perspectivas nanotecnoldgicas empleando benzimidazoles para el
tratamiento de la trichinelosis"

Prof. Santiago Palma (Universidad Nacional de Cérdoba)
"Sistemas nanométricos basados en lipidos destinados al tratamiento de
enfermedades de retina"

Dra. Maria Emilia Villanueva (Universidad de Buenos Aires)
"Material antimicrobiano inteligente a base de queratina y nanoparticulas
de 6xido de Zinc"

11:30-12:00 hs

Conferencia "Cristales liquidos como sistemas de liberacion de farmacos"
Acad. Daniel Allemandi (Universidad Nacional de Cérdoba)

12:00-12:30 hs

”

Conferencia "Nanosistemas como potenciales agentes de diagndstico por imagenes
Prof. Dr. Romina Glisoni. (Universidad de Buenos Aires)

12:30- 13:00 hs

Conferencia “Herramientas para la promocion de la Nanotecnologia”
Ing. Daniel Lupi (Presidente Fundacion Argentina de Nanotecnologia)

13:00 - 14:30 hs

Presentacion de trabajos en formato posters.

14:30 - 15:00 hs

Conferencia “Desarrollo de nanosistemas para liberacion controlada de farmacos
empleando sistemas biolégicos”
Prof. Dr. Guillermo R. Castro (Universidad Nacional de La Plata)

15:00 - 15:30 hs

Conferencia “Aplicaciones micro- y nanotecnolégicas para el tratamiento de
la Enfermedad de Chagas”
Prof. Dr. Claudio Salomén (Universidad Nacional de Rosario)

15:50 - 16:20 hs

Conferencia “Aspectos regulatorios aplicados a productos nanotecnoldgicos”.
Dra. Marta Spinetto — Dra. Patricia Aprea (ANMAT)

16:20-17:00 hs

Mesa redonda Experiencias y Vision del sector industrial.
Moderador: Acad. Marcelo Nacucchio

Panelistas: Dr. Santiago Sanguineti (Inmunova)

Dr. Diego Comerci (Chemtest)

Ing. Daniel Miguez (Mabb Biomaterial)

17:30 hs

Anuncio de Premios:
Premio Jornada 2017 de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica al mejor
trabajo de investigacion presentado.
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"NANOTECNOLOGIA: EL DESAFIO DEL SIGLO XXI"

Prof. Dr. Galo Soler llia
Univ. Nacional de San Martin -

e-mail: galo.soler.illia@gmail.com

La nanotecnologia ha abierto las puertas a un mundo nuevo y fascinante, que ya estd entre
nosotros. En realidad, puede hablarse un conjunto de numerosas nanotecnologias que se desarrollan a
partir del cruce interdisciplinario de conocimientos basicos en quimica, fisica, biologia, ciencia de materiales
e ingenierias, y que hoy en dia estan presentes en nuestros autos, nuestra ropa, los deportes, los alimentos,
nuestra salud y medio ambiente. Vivimos rodeados de nanotecnologias, aunque no lo sepamos. Pro en los
proximos cien afios, el impacto va a ser aun mas impresionante. Las nanotecnologias van a cambiar el
mundo tal como lo conocemos: nos van a curar, dar energia, alimentar y mejorar nuestro medio ambiente.
Nuestros hijos y nietos las van a considerar moneda corriente. Las nanotecnologias son centrales para
nuestra civilizacidn actual, y la base de su desarrollo futuro.

Las nanotecnologias se basan en nuestra capacidad de disefar, fabricar, ver, controlar y ensamblar
nanomateriales. Los nanomateriales son materiales como los que conocemos y utilizamos todos los dias
(metales, cerdamicos, vidrios, polimeros) cuyas dimensiones estdn reducidas a algunos nandémetros (un
nandmetro es 0,000000001 metros, o 10° m). Para tener una idea de la diferencia de escalas, la diferencia
relativa de tamafio entre un cientifico y la nanoparticula que esta fabricando o manipulando es la misma
gue entre el tamafio de nuestro planeta y el de una aceituna: unos nueve érdenes de magnitud.

Existen dos aspectos esenciales de las nanotecnologias: uno, la posibilidad de manejar sistemas de
pequefio tamafo, que permiten, por ejemplo, empaquetar informacidén de manera muy densa, u optimizar
la conduccidn eléctrica. El otro, que es muy relevante, remite al dramdatico cambio de propiedades de los
materiales nanoestructurados, cuyas propiedades intensivas dependen de su tamafno y forma, ademas de la
composicion. Esto cambia radicalmente nuestro conocimiento de la materia, y abre la puerta a nuevas
propiedades explotables.

En los ultimos sesenta afos, el avance en la electrénica y los materiales avanzados, demostrado por
la miniaturizacién de circuitos electrénicos ha permitido llegar al nandmetro “desde arriba hacia abajo”,
enfoque llamado “top-down”. Los quimicos, fisicos y bidlogos moleculares han venido acercandose al
nanometro por asi decirlo, “desde abajo hacia arriba”, o “bottom-up”, manejando los fendmenos que
ocurren en los procesos de formacion de 4tomos y moléculas. Hoy en dia, existe una variedad
impresionante de nano objetos que conforman un zooldgico de formas, texturas y propiedades.

En esta presentacidn, discutiremos algunos aspectos de la nanoescala, una apasionante “escala en el
medio”, una doble frontera que nuestra curiosidad natural, y la enorme riqueza de nuevas tecnologias nos
hace explorar y comprender. Y es en este inicio del Siglo XXI en el que las dos aproximaciones van
convergiendo. La convergencia de las escuelas “top-down” y “bottom-up” es posible gracias al trabajo
interdisciplinario, y da frutos impresionantes, en los cuales el dominio sobre la materia es total.
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Galo Soler Illia nacid en Buenos Aires en 1970. Es licenciado y doctor en
Quimica (FCEN, UBA), y realizé un postdoctorado en nanomateriales en la
Universidad de Paris VI. Fundd y dirigié por mas de 10 afios el grupo Quimica
de Nanomateriales en la CNEA, en el que actualmente trabajan unos 20
investigadores y becarios. Actualmente, es decano fundador del Instituto de
Nanosistemas de la UNSAM, que cuenta con siete investigadores de CONICET
dedicados a la investigacién interdisciplinaria.

Es Investigador Principal del CONICET, y profesor en la UNSAM y la UBA y fue
profesor invitado en las universidades de Paris VI, Osaka Prefecture y
Melbourne. Por sus investigaciones recibié numerosas distinciones entre las
que se destacan dos Premios Houssay, y un Konex de Platino. Se dedica a disefiar y producir nuevos
nanosistemas con arquitecturas inteligentes y propiedades a medida, utilizando métodos quimicos
inspirados en la Naturaleza. En particular, su interés se dirige al campo de los materiales
mesoporosos multifuncionales, con aplicaciones en salud, medio ambiente y energia. Ha formado
numerosos recursos humanos, y dirigido proyectos cientificos y de colaboracién con la industria, en
el dmbito nacional e internacional. Ha publicado mas de 130 trabajos cientificos, y obtenido 5
patentes. Ademas, es asesor de la Fundacidn Argentina de Nanotecnlogia, publicé tres libros de
divulgacién sobre quimica y nanotecnologia, y participd como columnista del programa televisivo
"Cientificos industria Argentina" durante diez afos.
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MESA REDONDA. “APLICACIONES BIOMEDICAS”

"PERSPECTIVAS NANOTECNOLOGICAS EMPLEANDO BENZIMIDAZOLES PARA EL
TRATAMIENTO DE LA TRICHINELOSIS."

Prof. Ma. Celina Lamas
Universidad Nacional de Rosario

E-mail: celinalamas98 @gmail.com

La aplicaciéon de la nanotecnologia para el tratamiento, diagndstico, y control de enfermedades
emergentes ha experimentado un notable desarrollo en los Ultimos afios. Entre estos sistemas se
encuentran las nanoparticulas poliméricas y metdlicas, liposomas, micelas, puntos cuanticos, dendrimeros,
microcdpsulas, células, lipoproteinas, y nanoensembles. El paradigma del uso de transportadores
farmacéuticos nanométricos tiene como objetivo minimizar la degradacién del farmaco luego de la
administracién, prevenir efectos secundarios y aumentar la biodisponibilidad y la fraccion del farmaco
acumulado en el sitio de accion. Los agentes terapéuticos pueden encapsularse, unirse covalentemente o
adsorberse sobre nanocarriers. Estos enfoques pueden superar con facilidad los problemas de solubilidad de
farmacos insolubles en agua. En general, el desarrollo de nanotransportadores para farmacos poco solubles
representa una tarea especial y adn enfrenta algunos problemas no resueltos. La aplicacidn de agentes poco
solubles en agua se asocia con algunos problemas graves, ya que una baja solubilidad acuosa puede
corresponderse a escasa biodisponibilidad. Teniendo en cuenta que las enfermedades parasitarias, siguen
siendo uno de los principales problemas de salud publica en el mundo, particularmente en los paises en vias
de desarrollo y actualmente, la quimioterapia es una de las mejores alternativas para el control de estas
enfermedades; los tratamientos disponibles para parasitosis como la leishmaniasis, las helmintiasis y la
tripanosomiasis (Enfermedad de Chagas), por citar algunas, no son efectivos para los casos crénicos ya que
producen efectos secundarios severos. No se dispone de vacunas ni tratamientos preventivos, y otro factor
a tener en cuenta es que el uso indiscriminado y prolongado de algunos antiparasitarios ha generado
resistencia a los farmacos usados, observandose falla terapéutica. La problematica se incrementa cuando la
administracién de los benzimidazoles se realiza por via oral, ya que son practicamente insolubles en agua,
siendo que la disolucion de los principios activos en los fluidos bioldgicos es un factor indispensable para
poder atravesar las membranas bioldgicas y absorberse.

Considerando lo anterior, hay una necesidad urgente de desarrollar nuevos sistemas terapéuticos de
rapida absorcién para combatir estas enfermedades, mejorando el perfil terapéutico de estos principios
activos y minimizando los efectos tdxicos no deseados. La aplicacién de nuevos sistemas terapéuticos a la
practica clinica ha aportado un importante avance en el campo de la tecnologia farmacéutica, y ha sido
posible gracias a la introduccidon de nuevos materiales, especialmente polimeros biocompatibles. Algunas de
las ventajas que ofrecen estos sistemas es la capacidad de modificar ciertos parametros cinéticos (velocidad
de disolucidn y absorcion) y la biodistribucidn de las moléculas transportadas, mejorando las alternativas
terapéuticas disponibles actualmente.

Maria Celina Lamas es profesora adjunta, responsable de la asignatura Tecnologia
Farmacéutica, correspondiente al cuarto afio de la carrera de Farmacia, dictada en la
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. Actualmente es la directora de la
Carrera de Especializacién en Esterilizaciéon. Es investigadora independiente del
CONICET, cuenta con mas de 40 trabajos publicados. Esta dirigiendo actualmente 3
tesis doctorales y una beca postdoctoral. La principal linea de trabajo que dirige esta
relacionada con la sintesis de nuevos derivados de beta ciclodextrina para el disefio de
sistemas terapéuticos de uso médico y su evaluacién biofarmacéutica.
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"SISTEMAS NANOMETRICOS BASADOS EN LiPIDOS DESTINADOS AL TRATAMIENTO DE
ENFERMEDADES DE RETINA"

Santiago Daniel Palmal -2
UNITEFA- CONICET
Departamento de Ciencias Farmacéuticas Facultad de Ciencias Quimicas — Universidad Nacional de Cérdoba
E-mail: sdpalma@fcq.unc.edu.ar

La nanomedicina, considerada como uno de los campos de la nanotecnologia con aplicaciones
directas en medicina, se puede definir como la ciencia y la tecnologia utilizada en el disefio y evaluacion de
sistemas complejos, a escala nanométrica, formados por al menos dos componentes, uno de los cuales es el
principio activo o molécula biolégicamente activa y, el segundo, es el propio sistema que genera una
aplicabilidad especial relacionada con el diagnéstico, tratamiento, o prevencién de una enfermedad. Estos
“nanodispositivos” incluyen componentes activos u objetos en el rango comprendido desde un nanémetro
hasta varios cientos de nandmetros. Los sistemas utilizados son de variada naturaleza tanto en su
composicion como en su estructura y podemos citar nanoparticulas, nanotubos, nanocdpsulas, liposomas,
niosomas,nanocristales, entre otros. Nuestro grupo de investigaciéon lleva a cabo un esquema de
Investigacion, Desarrollo e innovacién (I+D+i) para este tipo de sistemas donde se pueden discernir tres
niveles que retroalimentan las actividades previstas 1) el disefio, desarrollo y caracterizacién de la
plataforma tecnoldgica propiamente dicha (sistema portador), 1l) la optimizacion de procesos
potencialmente escalables con base tecnoldgica racional (por ejemplo, operaciones de precipitacion,
cambios de fase, fluidos supercriticos, homogeneizacién, secado, etc.) y Ill) la evaluacién de las propiedades
in vivo/ex vivo, de los sistemas desarrollados incluyendo la puesta a punto de modelos experimentales en
animales y los estudios de eficacia (fase preclinica).Uno de los abordajes actuales de nuestro equipo estd
relacionado al aumento de la permeacién y/o retencién de firmacos de uso oftalmoldgico mediante
estrategias nanotecnoldgicas. El globo ocular se divide en dos segmentos, cada uno de los cuales contiene
liquido. El segmento frontal (anterior) se extiende desde la cdrnea hasta el cristalino; el segmento dorsal
(posterior) se extiende desde el limite posterior del cristalino hasta la retina. El segmento anterior contiene
un liquido llamado humor acuoso que nutre sus estructuras internas; el segmento posterior contiene una
sustancia gelatinosa llamada humor vitreo. El segmento anterior se divide en dos cdmaras: la cdmara frontal
(anterior) y la cdmara dorsal (posterior). Normalmente, el humor acuoso se genera en la camara posterior,
atraviesa la pupila y llega a la cdmara anterior, y luego sale del globo ocular a través de los canales
especificos para tal fin, que se encuentran en el borde del iris. Se pueden establecer prioridades en cuanto a
la necesidad de mejora en la farmacoterapia oftalmica a nivel de segmento posterior:

a) Lograr mantener concentraciones prolongadas de principios activos en el vitreocon el objetivo de
espaciar las inyecciones intraoculares.

b) Lograr niveles terapéuticos de farmacos o moléculas bioactivas en vitreomediante una
administracidn topica excluyendo asi la necesidad de inyecciones.

c¢) Disminuir los efectos adversos de la administracion intravitrea de principiosactivos
La cdrnea es uno de los obstaculos mas selectivos para la permeacion de moléculas extrafias al interior del
ojo, y el disefio de nuevos sistemas que permitan alcanzar tejidos intraoculares para el tratamiento de
patologias del segmento anterior (por ejemplo, glaucoma) sigue siendo una problemdtica altamente
relevante. Sin embargo, la permeacién transcorneal de farmacos administrados por via tépica destinados al
segmento posterior, es una de las grandes metas de la farmacoterapia moderna. La razén es que,
actualmente, la mejor manera de tratar patologias del segmento posterior (por ejemplo, inflamacién
intraocular, edemas maculares, neovascularizaciones) es mediante la inyeccién de farmacos en el vitreo. El
humor vitreo es una estructura gelatinosa, libre de células, que es capaz de retener las moléculas y
entregarlas a las estructuras cercanas, como el cuerpo ciliar o el epitelio pigmentario retinal (EPR),
uncomponente vital de la retina. Ademas del neto caracter invasivo de una inyeccion intraocular y la escasa
o nula aceptacién por parte del paciente, para la mayoria de los trastornos de la retina, es necesario un
numero importante de aplicaciones. Estas inyecciones presentan posibles efectos secundarios como mayor
riesgo de desarrollo de cataratas, hemorragias del vitreo, desprendimiento de retina y endoftalmitis. Por
otra parte, representan un
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mayor riesgo de infecciones. Por estos motivos y, considerando el creciente aumento de patologias del
segmento posterior (entre otros factores, como consecuencia del incremento de la expectativa de vida), se
hace preciso el disefio de nuevas plataformas tecnoldgicas que permitan a los farmacos alcanzar tejidos
intraoculares, y particularmente el humor vitreo, desde el exterior del ojo (aplicacidn tépica o periocular).
En particular, las patologias que afectan al segmento posterior del ojo se caracterizan por ser devastadoras y
comprometer la vision en un gran nimero de sujetos. Dada la gravedad de estas enfermedades, resulta
primordial tanto la instauracidon rapida del tratamiento como el mantenimiento de concentraciones eficaces,
en el lugar de accién, durante el mayor tiempo posible.

El acceso de farmacos y/o moléculas bioactivas al segmento posterior del ojo es un importante desafio
debido a las limitaciones anatomicas y fisioldgicas antes descriptas. Existe una creciente necesidad de lograr
soluciones terapéuticas innovadoras, problema que se acentla por el aumento del nimero de nuevas
entidades terapéuticas (por ejemplo, oligonucleétidos, aptdmeros y anticuerpos) y la necesidad de terapia
crénica. Actualmente, las inyecciones intravitreas son ampliamente utilizadas para alcanzar concentraciones
terapéuticas a nivel de retina. Sin embargo, la administracidn frecuente de este tipo de formulaciones por
esta via puede conducir a diferentes efectos no deseados graves como el desprendimiento de retina,
endoftalmitis y el aumento de la presion intraocular. Las enfermedades neurodegenerativas son en la
actualidad uno de los grandes desafios de la investigacidn bdsica y clinica. A nivel retinal, varias patologias
como el glaucoma, las retinopatias proliferativas como la retinopatia diabética proliferativa (RDP), la
retinopatia del prematuro (ROP), la Degeneracidn Macular Asociada a la Edad (DMAE) y la Retinitis
Pigmentosa no cuentan hasta el momento con cura o tratamiento efectivo. La incidencia de este grupo de
enfermedades estd aumentando en la actualidad como consecuencia de la extension de la expectativa de
vida en el mundo occidental. Independientemente de su origen, todas estas enfermedades tienen como
caracteristica comun la muerte de neuronas, provocando discapacidad visual y hasta ceguera. Esto se
traduce en una inversién econdmica en politicas de salud muy importante dado que en muchos casos estas
cegueras podrian ser prevenibles o curables. De esta manera cobra gran importancia el hallazgo de nuevos
enfoques terapéuticos para evitar la muerte neuronal involucrada en la mayoria de las patologias oculares.
En ese marco, durante la ponencia en la JORNADA CIENTIFICA — ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA 2017 se mostraran algunos resultados obtenidos con nanocdpsulas basadas en lipidos cargadas
con triamcinolona y/o Bevacizumab y su potencial aplicacidn al tratamiento de patologias degenerativas de
retina.

Daniel Palma es FARMACEUTICO (1996), BIOQUIMICO (1998) y DOCTOR EN CIENCIAS
QUIMICAS (2003) todos los titulos obtenidos en la Universidad Nacional de Cérdoba
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"MATERIAL ANTIMICROBIANO INTELIGENTE A BASE DE QUERATINA Y
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC"

Dra. Maria Emilia Villanueva
Universidad de Buenos Aires
E-mail: mevillanueva@ffyb.uba.ar

Los apdsitos constituyen el tratamiento mas utilizado para curar heridas crénicas (por ejemplo,
escaras y Ulceras diabéticas) ya que crean una barrera que las aisla del medio ambiente, protegiéndola de
traumatismos y la contaminacion microbiana. ! En las Ultimas décadas, se han utilizado los hidrogeles para
disefar apdsitos, ya que pueden hincharse (swelling) en medio liquido y mantener un ambiente himedo,
evitando asi la deshidratacion de la herida. Esto provee condiciones éptimas para reducir el dolor, promover
la movilidad celular y mantener la hidratacién y estructura tisular. Para evitar la contaminacién bacteriana,
en numerosos casos se han incorporado agentes antibacterianos para prevenir y/o tratar la infeccion.

Dentro de los precursores para la obtencién de hidrogeles, de bajo costo y alta disponibilidad, se
encuentra la queratina. La misma puede obtenerse a partir de materiales residuales de la industria ganadera
y avicola, tales como pelo, lana, pezufias, cuernos, plumas, etc.> Debido a las caracteristicas del material
pueden obtenerse estructuras porosas tipo esponja o peliculas flexibles.>® Asi surge el actual interés de la
obtencién de materiales hibridos a base de queratina, dentro de los cuales pueden mencionarse
principalmente desarrollos que conjugan estas proteinas con contrapartes organicas, por ejemplo
quitosano-queratina, polilactico-queratina o gelatina-queratina.”?

La incorporacién de materiales nanoparticulados en diferentes matrices ha atraido la atencién por

haber demostrado la capacidad de reforzar la estructura de biomateriales >y de adicionar otras
caracteristicas como ser el poder antimicrobiano, entre otras.!*®* En este sentido el estudio de la
incorporaciéon de nanoparticulas presenta una prometedora alternativa para la obtencién de hibridos
organico-inorgdnico para ser utilizados como apdsitos.'*®Las nanoparticulas de Oxido de Zinc (nZnO)
poseen actividad antibacteriana y actualmente se utilizan en muchos productos cosméticos.r” Se ha
demostrado que las nZnO poseen una potente actividad antibacteriana y no generan efectos adversos en
células eucariotas.'® Es més, los iones de zinc liberados desde las nanoparticulas promueven la migracién de
queratinocitos hacia la herida, favoreciendo la sanacién de la misma.*%!
Por otro lado, el desarrollo de materiales inteligentes representan la base para el desarrollo de nuevas
tecnologias, en el futuro serdn éstos los que se utilizaran como materia prima. Un tipo de material
inteligente son aquellos sensibles al cambio de pH, que pueden ser utilizados en numerosos campos como
ser terapia génica y manipulacion celular.

En el presente trabajo se abordd el estudio en lo referente a la obtencion de hidrogeles

antimicrobianos inteligentes para su potencial uso como apdsitos, en los cuales el agente biocida se libera
en mayor medida de existir una contaminacién bacteriana. El pH de una herida crdnica es basico debido a
los productos del metabolismo bacteriano y, a medida que la herida sana, se vuelve cada vez mas acido. De
esta forma, cuando la contaminacidn bacteriana sea baja, el pH del medio serd mas bajo con lo que la
hinchazdn del gel, el tamafio del poro y la liberacidn de las nanoparticulas seran menores. Con el cambio de
pH que ocurre como consecuencia de la contaminacion bacteriana, el apdsito de hidrogel de queratina se
hinchara, aumentara el tamano del poro y la liberacidon del agente biocida nanoparticulado ocurrird en
mayor medida.
En este proyecto se buscé desarrollar técnicas y utilizar materiales que signifiguen una mejora, no sélo en lo
referente a lo tecnoldgico y sanitario, sino también en cuanto a la proteccion del medio ambiente. Es por
esto que como material de base para la preparacion de los hidrogeles, se utilizé queratina, una proteina
biodegradable y biocompatible y que ademads es un producto de desecho de la industria ganadera. Como
agente biocida se utilizaron nZnO. El hidrogel se realizd con queratina obtenida a partir de cuerno de
bovino, gracias a la hidrdlisis suave realizada en etanol, baja concentracidn de NaOH y una temperatura
moderada (45 °C). Las nanoparticulas se obtuvieron en medio acuoso para garantizar que su produccién
provoque el menor impacto posible al medio ambiente. De esta forma también se previene una posible
mayor toxicidad - tanto para el usuario del producto como para los operarios- que podria ocurrir al utilizar
solventes no acuosos.
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Es mds, dado que en la actualidad se sostiene que la forma mds segura de manipulaciéon de las
nanoparticulas es en suspension, al evitar que éstas deban ser secadas, se generara un beneficio extra para
contribuir a la seguridad de los operarios.

Se obtuvo como producto un material maleable, con buena resistencia mecanica, adaptable, flexible
y de facil manipulacién. Ademas, se ha obtenido un material inteligente el cual responde a los cambios de
pH del medio. Se detectaron dos extremos, a pH basico la matriz del gel se expande aumentando el swelling
y a pH 4cido colapsa, disminuyéndolo. Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de
hidrogeles dopados con diferentes concentraciones de nZnO (1, 5y 10 %). La caracterizacion del material se
llevd a cabo mediante diferentes técnicas, Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourrier,
Microscopia electrdnica de barrido y ensayos de swelling a diferentes pHs. Al analizar los espectros de FT-IR
de las nZnO y de los geles, se encontraron bandas caracteristicas del ZnO y de la queratina respectivamente.
En el caso de los hidrogeles con las nZnO, no se observaron las bandas correspondientes a las
nanoparticulas probablemente debido a la baja concentracidon de las mismas. Al realizar la caracterizacion
mediante SEM de las nZnO se observd que las mismas tienen dimensiones de nanoescala, forma de
nanoplatos y son polidispersas. El didmetro promedio de las nanoparticulas es 342,0 £ 69,2 nm y el espesor
31,1 + 8,8 nm.Para estudiar la topografia microscépica de los geles, éstos fueron también observados en el
SEM. Se observaron estructuras porosas, que se corresponden con las imdgenes obtenidas anteriormente
para los geles equilibrados a pH 7. Se comprobé la presencia de nZnO en las diferentes concentraciones.
Solo se observé una distribucion heterogénea en cuando estas se encuentran en un 10%.Se realizaron
ensayos antimicrobianos en los cudles se comprobd la capacidad biocida de las nZnO frente a Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. Todos los hidrogeles conteniendo nanoparticulas mostraron actividad
antibacteriana y esta fue mayor con concentraciones mayores de las mismas. Al evaluar la liberacién de las
nanoparticulas a diferentes valores de pH se comprobd que la liberacion del agente antimicrobiano ocurre
efectivamente en mayor medida a pHs mas basicos. Los ensayos de citotoxicidad realizados revelaron que
los hidrogeles son citotdxicos si la concentracion de nZnO es mayor 10 %. A concentraciones menores no se
observa este efecto, con viabilidades superiores al 90 %. Es por esto que se propone utilizar los hidrogeles
gue poseen un 5% de nZnO. En estos geles se observa una buena actividad biocida sin actividad citotdxica y
una respuesta al pH 6ptima.
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Un cristal liquido liotropico consiste en un sistema de dos o mads componentes que presentan
propiedades de cristales liquidos en cierto rango de concentracion. Los lipidos polares que forman este tipo
de estructuras son capaces de absorber cierta cantidad de agua y formar espontdneamente fases viscosas
(tipo gel) con una conformacién interna Unica en las cuales se pueden incorporar farmacos, tanto
hidrofilicos como hidrofébicos. Ademas, generalmente presentan propiedades no tdxicas, biodegradables y
bioadhesivas lo cual transforman a estos sistemas como potencialmente utiles para la administracién de
farmacos por distintas vias. Sumado a esto, al alta viscosidad del sistema posibilita la obtencion de sistemas
nanoparticulados (cubosomas, hexosomas) que han mostrado ser muy promisorios como sistemas
transportadores de farmacos.

La versatilidad de estos sistemas permite el disefio de distintas formulacién tales como geles o

nanoparticulas. De este modo, se han desarrollado sistemas muy fluidos que, luego de ponerse en contacto
con el medio bioldgico acuoso (ej. saco ocular, tejido subcutaneo, etc) adquiere consistencia rigida
transformandose en una sistemas con capacidad de liberar el farmaco de forma sostenida. Estos sistemas
pueden ser de gran utilidad como sistemas depot. Ademas, el agregado de distintos excipientes y sustancias
adyuvantes pueden optimizar la performance de estas nanoparticulas. Por ejemplo, pueden ser modificados
en superficie y pueden responder a distintos estimulos del medio (pH, luz, temperatura, radiacion). De este
modo, han mostrado ser Utiles para su utilizacidon en terapia, diagndstico y como biosensores.
Por otro lado, estos geles rigidos formados a partir de la hidrataciéon de estos lipidos polares pueden ser
nanoparticulados, dando origen a sistemas transportadores con las variadas ventajas que presentan los
sistemas nanoparticulados en cuanto a la vectorizacion y aumento de biodisponibilidad de diferentes
farmacos. Estos sistemas han sido estudiados para la vehiculizacion de farmacos muy diversos, y para su
administracién por diferentes vias. Incluso, han sido explorados como vehiculos de activos utilizados en
disciplinas diferentes a las nanomedicinas (ej. aplicacidon de agroquimicos).

En esta presentacion, se abordara esta tematica, focalizando principalmente en las caracteristicas
generales de estos sistemas, algunos sistemas desarrollados y aplicaciones de los mismos.
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"NANOSISTEMAS COMO POTENCIALES AGENTES DE DIAGNOSTICO POR IMAGENES”
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La cirugia guiada por imagen (IGS) se encuentra ampliamente utilizada en la clinica actual para
localizar los ganglios centinela (SLN) provenientes de tumores primarios de mama, piel, colorectal, pulmédn,
entre otros procedimientos [1]. IGS es asistida por un agente de contraste fluorescente de infrarrojo
cercano (NIR) para localizar la posicién de SLN. Una biopsia de ganglio linfatico centinela (SLNB), es un
procedimiento en el que se identifica, se extirpa y se analiza SLN para determinar si contiene células
cancerosas. Un resultado positivo de SLNB indica que el cancer esta presente en SLN y posiblemente puede
estar presente en otros ganglios linfaticos regionales, asi como en ciertos érganos [1]. Indocianina verde
(ICG) es un fluordforo NIR soluble en agua aprobado por la FDA, utilizado para diversos fines de diagndstico,
entre ellos IGS/SLNB [1,2]. ICG tiende a la autoagregacion en solucién acuosa para formar dimeros y
oligdmeros, dependiendo de la concentracién utilizada [1,2]. Como resultado de esto, se produce la
extincion de la fluorescencia de ICG, reduciendo la eficacia. Es asi que, en los ultimos afios, se han
investigado nanosistemas que encapsulan ICG para aumentar su estabilidad fisicoquimica y que permitirian
mejorar las imagenes obtenidas [1,2]. 99mTc-nanocoloides como, por ejemplo, aquellos a base de
nanoparticulas de albumina y el fluoréforo ICG (ICG-99mTc-Nanocolloid) han sido los radiomarcadores
estdndares mas utilizados para la cartografia del ganglio centinela en el Udltimo tiempo. A su vez,
Lymphoseek® (99mTc-Tilmanocept), es un sistema polimérico novedoso, que ha sido aprobado por la FDA
como un agente de localizacion linfatica especifica de tumores soélidos [3]. Este hibrido, de
aproximadamente 16.7 KDa de peso molecular (MW), estd compuesto por una cadena polimérica de
dextrano unido de forma covalente a: (i) multiples unidades de manosa y (ii) 99mTc-
dietilentriaminopentaacético (99mTc-DTPA) [3]. Su estructura agregada despliega un tamafio hidrodinamico
de aproximadamente 7 nm en dispersién. La manosa posee elevada afinidad por los receptores CD-206
altamente sobreexpresados en la superficie de los macroéfagos y células dendriticas. Al unirse firmemente a
estos receptores de manosa, Lymphoseek® se acumula en el tejido linfatico en pocos minutos y localiza los
ganglios linfaticos que drenan el tumor [3].

Los copolimeros anfifilicos en bloque a base de poli(dxido de etileno)-b-poli(6xido de propileno)
(PEO-PPQ) tienen la propiedad de formar PMs estables en medio acuoso por arriba de su concentracién
micelar critica (CMC), con un tamafio hidrodinamico promedio de 15 a 25 nm, dependiendo el material
utilizado [4,5]. El nucleo permite la solubilizacidén y/o estabilizacion fisicoquimica de moléculas hidréfobas
mientras que la corona hidrofilica estabiliza el sistema [4,5]. PMs a base de PEO-PPOs han sido también
investigadas en el direccionamiento pasivo de farmacos a tumores capitalizando el efecto de permeacion y
retencion mejorada (EPR) [5,7]. Nuestro grupo ha trabajado exhaustivamente, en los Ultimos afios, en el
recubrimiento de PMs con residuos del tipo glucosa (Glu), que no sélo estabilizarian el sistema coloidal
debido a formacidon de multiples enlaces de hidrégeno en la corona micelar, sino que también favorecerian
la internalizacidn mediada por receptor a la célula diana y la potencial acumulacién en el tumor debido a
una mayor captacion celular a expensas del aumento exacerbado del metabolismo de dicho azucar en las
células tumorales [6,8]. En este contexto, es que resulté de nuestro interés explorar el disefio y desarrollo
de una nueva formulacidn micelar que incorpore eficientemente ICG con propiedades fisicoquimicas
mejoradas tales como: (i) una fluorescencia dptima, (ii) una mejor estabilidad en medio acuoso vy (iii) una
semivida mas larga en circulacién, utilizando PMs a base de PEO-PPO (F127, MW~12.6 KDa y T1307 MW~18
KDa) y sus novedosos derivados glucosilados sintetizados (F127-Glu, MW~13 KDa y T1307-Glu, MW~19
KDa). Dichos nanosistemas cargados con ICG, asi como ICG libre comercial en solucién, fueron evaluados en
cuanto a su captacion por el ganglio centinela, post-administracién intradérmica de modelos murinos los
cuales fueron analizados in vivo, a distintos intervalos pre-establecidos de tiempo, utilizando un equipo FX-
MX-Pro camera (Bruker). Los
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resultados obtenidos revelaron una captacion eficiente de la fluorescencia en el ganglio primario hasta dos
horas post-inyeccion para T1307-Glu/ICG PMs, mientras que se evidencié permanencia de la fluorescencia
en el sitio de inyeccion para la ICG libre comercial. Si bien, esta estrategiase ha investigado con propdsitos
de diagndstico en una primera instancia, similares enfoques podrian ser explorados para la administracién
de diversas moléculas antitumorales en el futuro. Es por ello, que también se ha estudiado la captacion
preferencial (FX-MX-Pro camera) de estos nanosistemas cargados con ICG, en ratones BALB/C portadores de
tumores de mama inducidos con células 4T1 (modelo de tumor de mama murino simil estadio IV humano),
con resultados muy alentadores.
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“DESARROLLO DE NANOSISTEMAS PARA LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS
EMPLEANDO SISTEMAS BIOLOGICOS”

Prof. Dr. Guillermo R. Castro
Universidad Nacional de La Plata
E-Mail: grcastro@gmail.com

La administracidon de farmacos presenta serios desafios en ciertas patologias agudas y crdnicas. La
mayoria de los farmacos disponibles en el mercado estdn asociados a alguna patologia secundaria
indeseable. Tipicamente, en algunas terapias se manifiestan visualmente, como en el caso de las
guimioterapias oncoldgicas, en cuyos pacientes se pueden observar problemas de motricidad, nauseas y
vomitos, cansancio, caida de cabello, entre otros, efectos que van en detrimento de la calidad de vida de los
pacientes. En los ultimos 40 afios, algunos avances se han realizado a ese respecto mediante el desarrollo de
vehiculos para el transporte y posterior administracién de unas pocas moléculas de uso terapéutico. Uno de
los casos mds emblematicos es el Doxil™, doxorrubicina liposomal, que ha mejorado la eficiencia
terapéutica del fdrmaco. Sin embargo, los avances en sistemas de liberacién controlada de moléculas son
todavia escasos (i.e. anticonceptivos, calmantes, nicotina) y representan un desafio a nivel terapéutico e
industrial.Los avances cientificos en las Ultimas décadas han abierto nuevos horizontes que han permitido el
desarrollo de las nano- y micro-tecnologias, las cuales han empezado a cristalizarse en nuevos dispositivos
con una gran variedad de aplicaciones industriales en diversos campos.

Es en este marco que desde 2007, el Laboratorio de Nanobiomateriales desarrolla sistemas
inteligentes, sensibles a cambios ambientales, de liberacion controlada de moléculas basados en
biopolimeros. Los estudios han sido enfocados al desarrollo de microparticulas, parches, sistemas
mesoporosos hibridos inorganicos-biopoliméricas, y nanoparticulas solidas lipidicas. Los modelos
moleculares de estudio han sido las antraciclinas, dada su elevada toxicidad; y las fluoroquinolonas debido a
su extensivo empleo y efectos secundarios. Y se ha estudiado la incorporacién de enzimas con accidn
terapéutica en las formulaciones.

Nuestra opcién por biopolimeros para el desarrollo de matrices se basa en la sustentabilidad de su
sintesis (i.e. Quimica Verde), una gran diversidad estructural, molecular y funcional, poseen
esteroespecificidad y regioselectividad, pesos moleculares establecidos (biosintesis), son pasibles de
efectuar cambios estructurales y funcionales en las moléculas mediante técnicas suaves, elevada capacidad
de gelacién empleando técnicas entrecruzamiento simples, su biodegradabilidad, la interaccidn con
moléculas tanto hidrofébicas como hidrofilicas, su elevada disponibilidad en el mercado, y sus bajos costos.
Y desde el punto de vista regulatorio, se seleccionaron aquellas que son consideradas seguras para uso
humano (Generally Regarded As Safe, F.D.A., EE.UU.). Entre los biopolimeros seleccionados se pueden
mencionar las pectinas (con diversos grados de metoxilacion), alginatos, carrageninas, celulosa bacteriana.
gelatina, gomas arabiga y guar, kefiran, quitosanos.

Para el encapsulamiento de los activos se procedid a realizar un previo screening con diversos

biopolimeros. Se estudiaron las interacciones de las moléculas a transportar y los biopolimeros bajo
diferentes condiciones fisicoquimicas. Con los polimeros seleccionados se desarrollaron las formulaciones y
las estructuras obtenidas (e.g. nanoparticulas, peliculas) fueron sometidos a andlisis biofisicos y cinéticos de
liberacion de las moléculas cargo y de degradacion de las matrices. De manera subsecuente, los
comportamientos de las formulaciones seleccionadas fueron estudiadas en cultivos celulares microbianos y
de mamiferos, dependiendo de la molécula cargo y a su vez, se realizaron estudios de citotoxicidad.
Fue observado que las moléculas de uso terapéutico que presentan problemas de solubilidad, y/o
agregacion y/o precipitacién en condiciones fisioldgicas, en las formulaciones mostraban mejor actividad
terapéutica contra tumores y antimicrobiana en los casos respectivos. Lo cual induce a considerar la
posibilidad de disminucion de las dosis a administrar.

A su vez, se pudo establecer que las adiciones de enzimas en las formulaciones poseen un efecto
sinérgico con las moléculas biolégicamente activas, el cual permite incrementar la efectividad terapéutica
del tratamiento sugiriendo que pares antibiéticos-enzimas podrdn mejorar las terapias. Este hecho es
particularmente relevante en el caso de moléculas de elevada citotoxicidad y en los casos en donde la
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erradicacion de la patologia requiere de elevadas concentraciones de farmacos. Sin embargo, se debe
considerar que es necesario desarrollar técnicas de estabilizacion de las enzimas, debido a que son
catalizadores bioldgicos, no de procesos.

Por ultimo, el uso de biomoléculas como transportadores constituye un campo promisorio de
explorar para la administracion de farmacos, lo cuales pueden complementarse con otras biomoléculas (i.e.
enzimas, proteinas terapéuticas, etc...) para mejorar la efectividad de los tratamientos y la calidad de vida
de los pacientes.

Guillermo Ralil Castro es Lic. en Quimica y Doctor de la Universidad de Buenos Aires,
Argentina, posiciones posdoctorales en el Dept of Chemistry, Massachusetts Institute of
Technology (1996-1998, Cambridge, EE.UU.)y en Tufts University (Boston, EE.UU.),
posteriormente Investigador Asociado y luego Profesor Adjunto en el Dept of
Biomedical Eng., Tufts University (2001-2006,EE.UU.). Posiciones presentes:
Investigador (cat. Principal, CONICET, Argentina); Profesor (cat. Titular Ordinario, Area
Biotecnologia, Depto. de Quimica, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional
de La Plata, Argentina). Responsable del Laboratorio de Nanobiomateriales (CINDEFI, La Plata, Argentina).
Produccién cientifica: 5 patentes, mds de 130 publicaciones and capitulos de libros. Areas de interés:
liberacién controlada de moléculas, biocatadlisis, biopolimeros, caracterizacion de micro- y nano-matrices.
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“APLICACIONES MICRO- Y NANOTECNOLOGICAS PARA EL TRATAMIENTO DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS”

Prof. Dr. Claudio Salomén
Universidad Nacional de Rosario
E-Mail: claudiojsalomon@gmail.com

Las enfermedades olvidadas o desatendidas (neglected diseases) son aquellas que afectan a un

numero importante de personas a nivel mundial, pero carecen del interés de las politicas publicas y privadas
de producciéon de medicamentos. Ciertos estudios estiman que mas de 1 billén de personas padecen
enfermedades olvidadas, como las helmintiasis, malaria, tuberculosis, enfermedad de Chagas y
leishmaniasis, entre otras. Estas infecciones afectan exclusivamente a las poblaciones de los paises en
desarrollo, las cuales permanecen fuera del mercado, asi como de los esfuerzos y los objetivos de 14D de la
industria farmacéutica.
La enfermedad de Chagas es la principal endemia en la Republica Argentina, con un estimado cercano a 2.5
millones de personas infectadas y mdas de 7 millones en riesgo de contraer la enfermedad, de acuerdo a
datos del afio 2009. Argentina es el tercer pais en el mundo con prevalencia seroldgica de Chagas, después
de Bolivia (18%) y Paraguay (9,2%). Ademas de las cifras mencionadas, se debe tener en cuenta como
problema sanitario agregado, la fuerte migracion desde los dos paises de mayor endemicidad, hecho que
aumenta la casuistica nacional. La regidn mas afectada es la del centro y noroeste, disminuyendo la
infeccidn hacia el sur y el este del pais. En Argentina, la cantidad de nifios menores de 15 afios con Chagas se
estima en 306.000, es decir, un 3,4% de la poblacién total de ese grupo etareo. Esta cifra tiene particular
importancia dado que el 98% de los casos nuevos de Chagas ocurren en menores de 15 afios siendo en este
rango de edad cuando el tratamiento especifico resulta mas efectivo. Hasta la actualidad y desde hace casi
40 afios, hay solamente dos drogas para el tratamiento del Mal de Chagas.: nirfurtimox y benznidazol. El
nifurtimox (Bayer 2502, Lampit®) [5-nitrofuran (3-methyl-4-(5'-nitrofurfurylideneamine) tetrahydro-4H-1,4-
tiazine-1,1-dioxide (Bayer 2502)] fue aprobado para su uso en 1965, en tanto que el benznidazol (RO7-1051,
Rochagam® en Brasil, Radanil® en Argentina) [2-nitroimidazole (Nbenzyl-2-nitroimidazole acetamide (RO7-
1051)]En nuestro pais y en gran parte del continente americano y europeo, benznidazol es el farmaco de
eleccién para el tratamiento de esta parasitosis. Sin embargo, presenta propiedades fisicoquimicas
desfavorables, las que comprometen su eficacia o seguridad y en consecuencia, se requieren nuevas
estrategias de formulacién para superar tales deficiencias. Se debe mencionar que hasta la fecha no hay un
criterio Unico sobre dos propiedades fundamentales de dicha molécula:

La solubilidad y la permeabilidad. Algunos autores describen que Benznidazol pertenece a la clase |l
del Sistema de Clasificaciéon Biofarmacéutico (CBS) indicando una baja solubilidad y alta permeabilidad,
mientras que otros lo incluyen en la clase Ill, que indica una alta solubilidad y baja permeabilidad. En todo
caso, la formulacion de este tipo de farmacos plantea numerosos e importantes problemas derivados del
hecho de que su biodisponibilidad oral es incompleta, variable y dependiente de factores como la ingestién
concomitante de alimentos.

De acuerdo con la OMS, la dosificacidon de Benznidazol en adultos es: 5-7,5 mg/kg por via oral en dos
tomas separadas, administradas a diario durante 30 o 60 dias, mientras que en nifios (hasta 12 afios) es 10
mg/kg por via oral en dos tomas separadas, administradas a diario durante 60 dias.8 Este farmaco presenta
efectos secundarios, caracterizados por reacciones cutdneas (exantema macular pruriginoso),
polineuropatias, trastornos gastrointestinales (nduseas, diarreas), sindrome febril, cefalea y vértigo, con una
incidencia del 25% en los casos agudos y del 40% en los crénicos. A pesar del incremento de esta parasitosis
en nifios, el Benznidazol tiene una Unica presentacion farmacéutica en comprimidos de 100 mg. que impide
el correcto tratamiento pedidtrico. Recientemente se ha inscripto en la ANMAT una nueva presentacion,
producida por un laboratorio argentino, de comprimidos de 50 y 100 mg. También se encuentra en estudios
clinicos y ya registrado en Brasil, un comprimido de rdpida disolucién de 12.5 mg, por parte de un
laboratorio de Brasil en conjunto con la organizacion DNDI. Sin embargo, hasta la fecha no se han
desarrollado formulaciones alternativas sélidas tales como microparticulas y nanoparticulas que podrian ser
una alternativa de primera eleccidn para el tratamiento de pacientes pediatricos.
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Como se puede observar, el desarrollo de una alternativa segura y eficaz para el tratamiento del Mal
de Chagas, indicado particularmente para pacientes pediatricos, empleando un farmaco ya conocido,
tendria un significativo impacto social y econémico: sepodria mejorar y ampliar el tratamiento a neonatos e
infantes, y se lograria una reduccion de la morbilidad y mortalidad prematura debido a la infeccién. Al
mismo tiempo se evitaria el tedioso. extenso y poco exitoso camino hacia el desarrollo de nuevas moléculas
con actividad igual o superior a benznidazol. En el marco de la presente charla discutiremos distinas
estrategias de disefio de microparticulas y nanoparticulas de benznidazol para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. Se presentaran los avances y resultados in-vitro/in-vivo obtenidos hasta la
actualidad.

Claudio J. Salomon es profesor asociado de Tecnologia Farmacéutica y director
académico del Departamento Farmacia de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Rosario. Recibi6 su titulo de Farmacéutico
por la Universidad Nacional de Rosario (1986) y su Doctorado en Quimica en la misma
universidad (1993). Fue becario postdoctoral en la Universidad Hebrea de Jerusalén
(Israel) de 1993 a 1997. El Dr. Salomon ha pertenecido a la investigacién de Consejo
Nacional de Argentina desde 1999. Sus responsabilidades docentes abarcan a la carrera
de grado y de doctorado. En los ultimos afios ha sido director de diversas actividades de
intercambio con universidades de América Latina y la Unién Europea. Sus intereses de investigacion se
relacionan con las dreas de Tecnologia Farmacéutica, con énfasis en formas de dosificacién de liberacion
modificada, técnicas de microencapsulacion para drogas y microorganismos y nanotecnologia farmacéutica.
En los ultimos afios sus actividades de investigacién se han centrado en el desarrollo de sistemas de
administracién de farmacos para el tratamiento de varias enfermedades desatendidas, incluyendo la
enfermedad de Chagas. Ha sido galardonado con el premio Mercosur-UNESCO en Ciencia y Tecnologia 2012.
Ha publicado mas de 50 trabajos de investigacidon en las principales revistas internacionales. Es Editor
Asociado de AAPS PharmSciTech (http://www.aaps.org/PharmSciTech). Es miembro de comites editoriales
de distintas revistas cientificas. Es co-fundador de RICIFA (Reunidn Internacional de Ciencias Farmacéuticas).
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MESA REDONDA “EXPERIENCIAS Y VISION DEL SECTOR INDUSTRIAL”

Dr. Santiago Sanguineti
INMUNOVA

Inmunova S.A. es una empresa biotecnoldgica, surgida hace 8 afios de la Fundacidn Instituto Leloir, a
partir de los descubrimientos del Laboratorio de Inmunologia Estructural y Molecular, dirigido por el Dr.
Fernando Goldbaum.

Nuestra tecnologia central es una plataforma Ilamada Inmuno Multi Carrier (IMC®), basada en la
enzima lumazina sintasa de Brucella spp. EI IMC® es una estructura altamente inmunogénica debido a su
estructura polimérica, a su notable estabilidad y a su potencial para interactuar con las células dendriticas
activadas. Inmunova ha establecido un sistema para producir proteinas quiméricas utilizando la estructura
IMC® como carrier de distintos antigenos. Estas quimeras poseen la capacidad de provocar una fuerte
respuesta inmune humoral y celular, permitiendo, entre otras cosas, el disefio de vacunas y tratamientos
innovadores.

La bacteria Escherichia coli Productora de toxina Shiga (STEC) estd implicada en el desarrollo del
sindrome urémico hemolitico (SUH). El SUH es una enfermedad infecciosa poco frecuente pero grave, y la
mayoria de los casos son observados en nifios. Entre el 10 y el 15% de los pacientes infectados con STEC
progresara al SUH. Las personas afectadas a menudo requieren transfusiones de sangre, y en casos severos
didlisis renal aguda. Con cuidados intensivos, la tasa de mortalidad por SUH es de 3-5%, sin embargo, el 40%
de los pacientes con SUH desarrollara secuelas a largo plazo, tales como hipertensién y enfermedad renal
crénica. A pesar de la magnitud de los problemas sociales y econdmicos causados por infecciones por STEC,
hoy los pacientes solo reciben cuidados paliativos y tratamientos de sostén, pero no existen tratamientos
terapéuticos especificos en el mundo para esta enfermedad.

La tecnologia IMC® ha sido utilizada para desarrollar una gran variedad de potenciales soluciones
contra diferentes enfermedades. En el caso de SUH, la plataforma IMC® nos ha permitido acoplar y
estabilizar, mediante ingenieria genética, la subunidad B de la toxina Shiga y desarrollar un potente
inmundgeno. Esta quimera se utilizé para inmunizar y obtener sueros de caballo hiperinmunes, policlonales,
contra la toxina Shiga. A partir de dichos sueros se purificé la fraccién F(ab’)2, se formuld un producto GMP,
y se hicieron numerosos ensayos preclinicos bajo la supervisién de ANMAT. Los resultados de los ensayos
preclinicos fueron muy buenos, permitiendo avanzar en una solicitud para comenzar un ensayo clinico fase |
en el dltimo trimestre de 2017.

Santiago Sanguineti es Doctor en Quimica Bioldgica (UBA), Lic. Ciencias Bioldgicas
(UBA) y MSc. Technology Entrepreneurship (University College of London- London
Business School).

Es un profesional enfocado en el desarrollo de nuevos negocios y gestiéon de
emprendimientos tecnolégicos. Sélida formacidn en biologia molecular y bioquimica.
Comprometido con el cumplimiento de objetivos. Actitud proactiva en la constante
busqueda de mejoras y nuevos desafios.
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BIONANOTECNOLOGIA EN EL AREA DIAGNOSTICA, EL CASO DE CHEMTEST
ARGENTINA
Dr. Diego Comerci

CHEMTEST
E-Mail: dcomerci@iibintech.com.ar

El acceso a herramientas apropiadas de diagndstico es un componente esencial para la evaluacién y
el mejoramiento de la salud a nivel global. Sin embargo, a pesar de este papel fundamental, la investigacion
y desarrollo de nuevos métodos de diagndstico ha recibido mucho menos atencién comparado con los
esfuerzos en investigacion orientados al desarrollo y descubrimiento de nuevas estrategias de tratamiento.
La mayoria de las herramientas de diagndstico disponibles hasta el momento han sido desarrolladas para su
uso en laboratorios moderada o altamente equipados y, por lo tanto, inadecuadas para cubrir las
necesidades de diagndstico en paises o regiones donde la infraestructura de los centros de salud es minima
o directamente inexistente.En los ultimos afios la nanotecnologia ha adquirido relevancia en el area
diagndstica. En particular la bionanotecnologia, definida como “la aplicacién de la biologia a Ia
nanotecnologia; es decir el uso de moléculas biolégicas en nanomateriales, instrumentos en la nanoescala o
sistemas en la nanoescala” ha ganado un lugar de relevancia en las ciencias biomédicas en general y en las
técnicas diagnodsticas en particular. A través del uso de nanoparticulas y de peliculas de monocapas
autoensambladas portantes de biocomponentes de reconocimiento especificos, pueden obtenerse
nanosensores de altisima sensibilidad y especificidad. Por otra parte la reducciéon a escala nano de las
matrices y/o soportes conlleva no solo a un incremento significativo de la sensibilidad, sino también a una
reduccion de los limites de deteccidn y los tiempos del ensayo. Cuando estos bionanosistemas se combinan
con dispositivos microelectrénicos tales como lab-on-a-chip pueden obtenerse sistemas de deteccidon
altamente innovadores, tanto en el nivel regional como en el mundial. El grado de desarrollo logrado por la
nanotecnologia sumado a la capacidad de miniaturizacién de la microelectrénica y a la alta especificidad de
los sistemas bioldgicos permite plantear el desarrollo de plataformas donde converjan estas tres tecnologias
para generar nuevos dispositivos portatiles, robustos, faciles de operar, econdmicos y de alta sensibilidad y
especificidad aplicables al diagndstico rapido de enfermedades tanto humanas como animales. La visidn de
que la aplicacién de tecnologias de punta puede ser accesible en nuestro pais, dando lugar a desarrollos
innovadores de base nacional, que impacten en el adrea de la salud y abran un nicho tecnolégico
practicamente no explotado y de amplio alcance en el contexto social, tecnolégico, cientifico y comercial,
fue la fuerza motora que nos impulsé junto a un grupo de quimicos, ingenieros electronicos, desarrolladores
de software, fisicos, biotecndlogos y empresarios locales a crear en 2010 el consorcio asociativo publico-
privado Nanopoc que recibid el apoyo financiero del Fondo Argentino Sectorial de la ANPCyT. A lo largo de
cinco afios de funcionamiento, este consorcio instald exitosamente infraestructura, formd recursos
humanos y desarrollé distintos tipos de biosensores para la deteccidn in situ de enfermedades infecciosas.
Como parte de los objetivos de mediano plazo, esta plataforma promovié la incorporacion de
emprendedores y creacion de spin-off, una de las cuales es CHEMTEST ARGENTINA. Esta empresa, fundada
en 2015 por un grupo de emprendedores cientificos y empresarios locales, se centrd en el desarrollo de
sistemas de diagnodstico personales, in situ o Point of Care (POC) que al principio de esta década
representaban un tercio del mercado diagnéstico global y es el subsector mas dindmico y con mayor tasa de
crecimiento. CHEMTEST ARGENTINA desarrolla, produce y comercializa diagndsticos POC de alta
performance para enfermedades infecciosas utilizando plataformas inmunocromatograficas que combinan
el uso de anticuerpos y/o nanobodies acoplados a nanoparticulas metélicas o de latex con la tecnologia
propietaria GlycoEng para producir glicoproteinas recombinantes con propiedades antigénicas 6ptimas.

Diego J. Comerci es Licenciado en Ciencias Bioldgicas (UBA) y Doctor en Biologia Molecular y
Biotecnologia (UNSAM). Investigador CNEA/CONICET y Profesor Asociado de Microbiologia
UNSAM. Dirige un grupo de investigacion en patogenia microbiana en el [IB-UNSAM donde
también dirige distintos proyectos de desarrollo biotecnolédgico, como la plataforma Publico-
Privada de innovacidn en nanotecnologia Nanopoc, el Fondo de Innovacién Tecnoldgica
Regional en Agroindustria Bovitec y el Fondo de Innovacién

Tecnoldgica en Salud “Diarreas Bacterianas”. Es cofundador de CHEMTEST ARGENTINA S.A.
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Ing. Daniel Miguez
MABB - BIOMATERIAL

E-mail: dmiguez@mabbiomaterial.com

INTRODUCCION

Somos una empresa de reciente creacidn con una propuesta de alto impacto econdmico y social
global. Contamos con 10 afios de experiencia en 1+D+i en nanoceramicas y bioingenieria. Nos apoya una
importante red local e internacional de: empresas, universidades, instituciones publicas y sin fines de lucro,
entre las que destacamos a la ONG EMPREAR y la FAN - FUNDACION ARGENTINA DE NANOTECNOLOGIA.
Integramos un equipo de prestigiosos médicos, cientificos, ingenieros, empresarios, inversionistas vy
constructores de negocios, para desarrollar y producir soluciones para el sector de la implantologia dental,
que sean libres de metal, de alta calidad, utilizando nanobiomateriales disruptivos y revolucionarias
tecnologias libres de contaminacion. Nuestro foco es lograr las soluciones mas competitivas para expandir
globalmente e integrar nuevas tecnologias exponenciales para generar una revolucion positiva en toda la
cadena de valor en el 4drea de implantes dentales para mejorar la calidad de vida de toda la humanidad, sin
distincién de clase social, y la conservacién del planeta.

PROBLEMA

Segln la OMS, en el mundo, se colocan 30 millones de implantes dentales de titanio por afio, pero
hay mas de 500 millones de personas que los necesitan y no pueden pagarlo. Estas personas son incapaces
de masticar normalmente, sufren gastritis, Ulceras, depresiones, pérdida de empleo, entre otros problemas
graves. Esta situacidon es responsable de enfermedades y muertes, generando trillones de ddlares de gasto
publico para los Estados y Gobiernos de paises desarrollados y en via de serlo.

Sélo 1,5 millones de implantes dentales se colocan al afio en EEUU, pero mas de 50 millones de personas los
necesitan y no pueden pagarlos, considerando que la cirugia de implantes dentales cuesta promedio 5000
usd por unidad.

Sélo el 5% de la poblacién mundial que necesita implantes dentales puede pagar por ellos. Este
nicho de mercado esta enfaticamente aumentando su demanda de implantes dentales libres de metal, para
evitar la vista de bordes metdlicos ante retraccidon de encias, asi como la oxidacidon que afectan a la estética
y la salud. Asimismo, el uso de implantes metdlicos genera otros problemas potenciales, como el
electromagnetismo provocado por la seiial de los teléfonos celulares, que actia como mini antena
receptora, calentando el seno maxilofacial y acelerando la oxidacién de las células circundantes de los
implantes, aumentando la probabilidad de rechazo.

Ante esta demanda, se crearon hace unos 10 afos los Implantes cerdmicos, hechos de Zirconia
Yttria, una nanoceramica con propiedades extraordinarias tales como: Nunca Corroe, Sin Reaccion Inmune,
Material Resiliente y permite traslucir la luz natural. Son ideales para alcanzar los mas altos estdndares
proporcionando estética superior y ventajas higiénicas contra las piezas metdlicas que acumulan la placa y
las bacterias. La situacidn actual es que estos productos son 2 a 3 veces mas caros que los metalicos,
reduciendo alin mas su accesibilidad a la clase media y pobre.

Hoy en dia, sélo hay 5 fabricantes de implantes de cerdmica calificados con aprobaciones FDA o CE y

mas de 400 fabricantes de implantes de titanio, quienes facturan anualmente 6.000 millones de ddlares
aproximadamente. Otro problema es que estos productos libres de metal se estan posicionando como
Premium y sdlo la clase social mas alta puede acceder.
Segun el reconocido especialista en implantologia dental suizo Stefan Rohling, en 20 afios, el 50% de los
implantes colocados seran ceramicos, lo que significa que muchos fabricantes de implantes de titanio se
convertirdn en proveedores de implantes sin metal, en la medida que se adapten o adquieran las nuevas
tecnologias requeridas.
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SOLUCION

MABB ha sido capaz en un plazo de 10 afios, adquirir las tecnologias y desarrollar los procesos que

nos permite producir piezas para la industria de la implantologia dental global utilizando nanocerdmicas de
Zirconia Yttria de la mas alta calidad y alcanzando los costos mdas competitivos del mercado.
Nuestros clientes, los fabricantes de implantes de titanio, pueden por ende integrar una nueva linea de
productos libre de metal y colocar estos productos médicos al mercado implantoldgico internacional para
gue su colocacién pueda llegar un tercio del valor actual de los productos libres de metal disponibles,
satisfaciendo asi no solo los mas altos estandares de las clases sociales altas, sino también expandiendo la
base de la piramide social, permitiendo que la clase media pueda pagarlos, y a través de entidades publicas
y ONG's especializadas, a la gente sin recursos econémicos.

Daniel Miguez es Ingeniero Industrial recibido en el Instituto Tecnoldgico de Buenos
Aires — ITBA. Especializado en Management por Universidad de California. Cuenta con
dos décadas de experiencia creando, desarrollando y dirigiendo organizaciones de alto
impacto, con y sin fines de lucro. Co-fundador y Vice-Presidente de la ONG EMPREAR.
Co-fundador y Presidente de MABB |Bioingenieria | Nanobiomateriales. Autor del Libro
“El emprendedor profesional”, 2007, del modelo SYSTEMIC CANVAS y coautor del
Modelo PENTAGONO EMPREAR. Profesor Creador de la Catedra y Centro de
Emprendedores del ITBA. Miembro del Comité Local IRAM y Subcomité Internacional
ISO/279 para el Desarrollo de la Norma Internacional 1ISO 50500 (Innovation Management Systems). Entre
otros.
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TRABAJOS DE INVESTIGACION PRESENTADOS

1 - USO DE NANOPARTICULAS DE MAGNETITA PARA OPTIMIZAR LA SIMBIOSIS SOJA-
BRADYRHIZOBIUMBIUM JAPONICUM

Zawoznik, M.S.}; Groppa, M.D.%%; de Valois, N.%; Alfonzo, C.E.}; Di Baggio Vega, E.G.; Benavides, M.P .'%;
lannone, M. F. %"

1Catedra de Quimica Bioldgica Vegetal, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires. Junin 956 (1113), CABA,
Argentina 2Universidad de Buenos Aires. Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas. Instituto de Quimica y
Fisicoquimica Bioldgicas (IQUIFIB). Fac. de Farmacia y Bioquimica, Buenos Aires, Argentina. Junin 956 (1113), CABA, Argentina

*correo electrénico: mflorenciaiannone@gmail.com

En el campo de la agricultura, el uso de las nanoparticulas con diversos fines es relativamente nuevo
y estd en constante crecimiento. El riesgo potencial de su uso y la eventual nanotoxicidad debe ser
estudiada cuidadosamente. El cultivo de soja es de gran importancia siendo nuestro pais el tercer
exportador mundial del grano y el primer exportador de sus productos procesados. Por su parte, la bacteria
Bradyrhizobium japonicum establece una asociacién simbidtica con dicha especie vegetal, a través de la cual
incorpora nitrégeno de la atmdsfera en los agrosistemas. Este sistema biolégico es clave para la agricultura,
por su implicancia en el ciclo global del nitrégeno y, por ende, en la produccidén de alimentos.

En este trabajo se analizd el impacto de la aplicacidn de nanoparticulas (NPs) de magnetita, Fes0,,
sobre la viabilidad de semillas de soja (Glycine max L.) y sobre algunos indicadores bioldgicos relevantes en
términos de la asociacion que establece con el citado microsimbionte,con la intencién futura de evaluar el
uso de los nanomateriales en el desarrollo de nuevos productos de uso agricola como inoculantes para
leguminosas.

Para ello, semillas de soja previamente inoculadas con una suspensién de B. japonicum se
sembraron en macetas con vermiculita y se hicieron crecer en camara de cultivo regadas periédicamente
con solucién Hoagland sin nitrégeno. Los tratamientos realizados fueron los siguientes: plantas control,
plantas expuestas a 50 ppm de NPs de magnetita y plantas expuestas a una cantidad equivalente de hierro
soluble como Fe-EDTA. Se determind la tasa de germinacidn y a los 30 dias de crecimiento las plantas fueron
descalzadas para evaluar nimero de nédulos por planta, contenido de leghemoglobina de los nédulos,
superficie radical, peso fresco y seco de la parte aéreay de las raices.

La tasa de germinacién no vario a causa de los tratamientos. El crecimiento global de la planta no se
alterd en las plantas expuestas a la NP, a excepcidn de un incremento en la biomasa de la parte aérea. La
exposicién al Fe soluble no afecté la viabilidad, pero llevo a significativas reducciones de |la biomasa aérea y
radical. La superficie radical aumenté un 32 % en los tratamientos con NPs y se redujo a la mitad con Fe-
EDTA. El contenido de clorofila aumenté con ambos tratamientos (Fe-EDTA y NPs), pero con una mayor
significancia estadistica al adicionar NPs. El tamafo promedio de cada nddulo fue mayor en las plantas en
contacto con NPs y el contenido de leghemoglobina de ellos fue ligeramente superior comparado con el
control.

Concluimos que a la dosis probada, las NPs de magnetita no sélo carecen de fitotoxicidad en las
plantas de soja, sino que estimulan el crecimiento de las plantulas y la biosintesis de la clorofila, como asi
también impactan favorablemente en la nodulacién y en el contenido de leghemoglobina, convirtiéndose
asi en buenos candidatos para el disefio de nuevos productos destinados al uso agricola.
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2 - DESAROLLO DE UN GEL NANOCOSMETICO ANTIOXIDANTE

P. Bucci; S. Alonso; J. Montanari*

Laboratorio de Biomembranas - GBEyB (IMBICE, CCT-La Plata, CONICET), Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad
Nacional de Quilmes, Bernal (1876), Argentina, Tel: +54 11 43657100 int. 5625, *correo electrénico: jmontanari@ung.edu.ar

RESUMEN:

A partir de un extracto etandlico de arandanos (Vaccinium myrtillus), rico en compuestos
polifendlicos, se obtuvo una formulacidn liposomal ultradeformable, con un tamaio promedio de liposomas
alrededor de los 100 nm. Esta formulacién pudo ser incluida en un gel de uso corriente en la industria
cosmética y demostrd ser efectiva tanto para el transporte de antioxidantes a la epidermis viable de
humanos como para proteger a cultivos celulares del ataque de radiacion UV. Ademads, la formulacién
estimuld el crecimiento celular de queratinocitos en ensayos de herida. La formulacidon pudo obtenerse con
caracteristicas similares por dos métodos de preparaciéon distintos y actualmente se esta desarrollando la
etapa de su escalado para produccién industrial con el fin de utilizarse como aditivo en una linea de
productos cosméticos antiage con una empresa nacional con la que se ha suscripto un convenio.
INTRODUCCION:

El arandano (Vaccinium myrtillus) es un cultivo con creciente importancia en el pais, cuyos
compuestos polifendlicos, entre los que se encuentra gran cantidad de antocianinas, presentan propiedades
antioxidantes®. El consumo por via oral es insuficiente para que, una vez metabolizados, los compuestos
antioxidantes puedan ejercer una accién protectora ante el dafio ambiental, debida a la baja absorcién en
intestino?. Por ello se planted y optimizd la inclusién de un extracto etandlico de ardndanos en liposomas
ultradeformables para ser utilizados en delivery tépico, debido a la capacidad de esta clase de
nanotransportadores para penetrar a través del estrato cérneo?, barrera impermeable de la piel que hace
que otros tipos de liposomas solo puedan actuar como un depdsito desde el exterior. En etapas previas se
caracterizé biofisica y bioquimicamente tanto al extracto libre como al nanosistema, encontrandose baja
toxicidad (in vitro e in vivo) y alta capacidad antioxidante®. En esta Ultima etapa, con el objetivo de
desarrollar una aplicacién nanocosmética, se probd tanto la penetracién del nanosistema en piel humana
como su capacidad de absorber radiacidon UV, asi como su accion estimulante de regeneracion epitelial.
MATERIALES Y METODOS:

Obtencion de extracto y carga en liposomas: Los extractos y liposomas ultra-deformables se
prepararon en base a los trabajos previos en esta linea de investigacion®. Brevemente, a partir de arandanos
disgregados se realizd extraccidn con etanol, luego eliminado por rotoevaporacion. El extracto seco se
disolvié en el buffer utilizado para resuspender una pelicula lipidica de fosfatidilcolina de soja obteniéndose
liposomas, que fueron reducidos en tamafio y en lamelaridad por extrusidon automdtica o sonicacion. Las
formulaciones obtenidas en cada batch fueron caracterizadas (tamafio, potencial Z, etc) por métodos
previamente descriptos, y luego incluidas en gel de Carbopol°.

Penetracién en piel: Se profundizaron estudios previos® en Modelo de Penetracion de Saarbriicken
en condicion no oclusiva sobre explantos de piel humana obtenidos como descartes de cirugia estética para
determinar transporte a la epidermis viable de los polifenoles del extracto formulado en el nanosistema
incluido en el gel de carbopol. El extracto se cuantificé por espectrometria a distintas profundidades en el
estrato corneo, luego de someter a la piel a la técnica de tape stripping.

Fotoproteccion: Se expusieron cultivos de lineas celulares HaCaT (derivada de queratinocitos
humanos) y HEK 293 a radiacién UV y se determind la dosis letal de energia para cada uno. Luego, se irradié
esa dosis en presencia de concentraciones atoxicas de la nanoformulacion y se determiné viabilidad por el
método de MTT a 24 hs.

Estimulo _de reepitelizacion: Se realizaron heridas lineales con una punta plastica en cultivos de
HaCaT a un 80% de confluencia, se incubd con el extracto de ardndanos y se determind el crecimiento de
células desde los margenes de la herida tras 36 hs.
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RESULTADOS:

Penetracion en piel: La nanoformulacion incluida en el gel penetré en mayor cantidad y se acumulé a
mayor profundidad que el extracto libre aplicado sobre la piel y que una formulacién de liposomas
convencionales (no ultradeformables).

Fotoproteccidn: Las células expuestas a dosis de 0,5 J/cm? en presencia de la nanoformulacion
presentaron diferencias significativas respecto del control en todas las concentraciones, llegando a
mantener el 100% de la viabilidad para la mas alta probada.

Estimulo de reepitelizacion: Sélo en presencia del extracto, las células crecieron cubriendo casi toda
la placa donde habia sido atacado mecanicamente el cultivo.

Aplicacion industrial: Se propuso la utilizacién de la nanoformulacién como aditivo para la industria
cosmética, el cual afiadido a la base en una proporcidon de 8% en masa proporcionara antioxidantes in situ a
la epidermis viable con presencia bloqueadora de radiacién UV en el estrato cérneo. A tal fin se ha suscripto
un convenio de confidencialidad con una empresa nacional para el desarrollo de una linea premium para
uso en el mercado profesional de la cosmetologia y se estan llevando a cabo procesos de escalado.

CONCLUSION:

Se logré desarrollar un producto nanotecnoldgico de aplicacion industrial a partir de un extracto
natural cuyas propiedades antioxidantes y su nanoformulacién habian sido estudiadas en etapas previas de
investigacion, llegando finalmente a su aplicacion.
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3 - POLIMEROS DE POLIETILENIMINA COMO PLATAFORMA PARA DESARROLLAR NANOSISTEMAS
DE TRANSFECCION Y SENSORES ELECTROQUIMICOS
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El desarrollo de nuevos materiales econdmicos con alto valor agregado conlleva un gran desafio
actual para hacer frente a problemas puntuales no sélo en el area medioambiental sino también en las areas
de quimica y biotecnologia. En este contexto, la quimica macromolecular es de gran interés para producir
materiales procesables con propiedades unicas y valiosas. Entre ellos, los polimeros ofrecen nuevas
posibilidades a los cientificos para la creacién de materiales artificiales. En particular, nuestro grupo de
investigacion ha estudiado la incorporacion de complejos de coordinacidén en arquitecturas poliméricas ya
gue abren la posibilidad de impartir las propiedades fisicoquimicas de ambos al material resultante. En los
Ultimos afios, los materiales poliméricos con ligandos quelantes tienen gran interés debido a sus
aplicaciones industriales, tales como la eliminacién de iones de metales pesados en efluentes y aguas
contaminadas.t™Particularmente, los polimeros lineales de polietilenimina (PEl) presentan un amplio campo
de aplicaciones, sin embargo, su importancia en el drea de transfeccién en lineas celulares presenta una
alternativa eficiente y econd a la utilizacién de vectores virales o reactivos comerciales. Por tal motivo y para
profundizar el conocimiento de los factores estructurales presentes en polimeros de PElI que podrian
comprender la eficiencia en procesos de transfeccion es queen el periodo 2015-2016 se llevé a cabo la
sintesis de nuevos polimeros de PEl y se estudié la dindmica estructural, en términos de cristalinidad, en
diversas muestras sintéticas de PEl teniéndose en cuenta su peso molecular, su forma quimica (clorhidrato:
PEI'HCI o base libre= PElpgse-ibre) cCOMo asi también si los productos de PEI son cristalizados o liofilizados en
diversas condiciones (Esquema 1).>°
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H N HN03 2% o s e
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Cu PEIL.HCI

Esquema 1. Obtencion de las diversas muestras de PEI estudiadas.

La importancia de estudiar las formas sélidas radica en que los polimeros de PEl bajo la forma quimica de
clorhidratos (PEI'HCI), como otros reactivos de transfeccion, pueden ser conservados en su forma liofilizada
por extensos periodos de tiempo sin pérdida de su actividad y reconstituirse de una manera rapida antes de
su uso. Ademads, permite obtener valiosa informacién relacionada con la arquitectura polimérica que
adoptan las distintas cadenas de PEI en el arreglo cristalino. Para ello, se llevaron a cabo estudios de RMN
en estado sélido (ss-RMN) (Fig. 1). Los resultados obtenidos indican que las muestras cristalizadas del medio
de reaccidn presentaron los porcentajes mayores de cristalinidad y una unica sefial a 42.9 ppm en los
espectros espectros de 3C-RMN CP-MAS, mientras que las muestras liofilizadas mostraron dos componen-
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tes a 42.9 y 44.4 ppm siendo esta ultima la asociada a regiones amorfas. A su vez, pudo evidenciarse la
heterogeneidad estructural a partir diferentes soluciones acuosas de PEl causan el incremento de regiones
amorfas incluso cuando algunos de los experimentos 2D 'H-3C HETCOR (Fig. 1G).> La ss-RMN permitid
comprender que la liofilizacion dedominios cristalinos permanecen presentes, aungue en menor proporcion
en comparacién con las muestras cristalizadas del medio de reaccion. Esto pudo ser demostrado a partir de
los experimentos de edicidn de los espectros de 3C CP-MAS y con la determinacidn de experimentos de
polarizacién directa de *C-RMN en el estado sélido. Por otra parte, la captacién de iones cobre por parte de
los polimeros de PEl produjo una significativa reduccion de la movilidad molecular en las cadenas
poliméricas produciéndose un material ordenado a partir de las mediciones de los tiempos de relajacién
transversal de *H (T,") en donde se observa un decaimiento biexponencial en donde los tiempos cortos (~60
useg) y largos (0.2-1 mseg) se asocian a regiones cristalinas y amorfas, respectivamente (Fig. 1F). En
particular las regiones amorfas presentaron un comportamiento diferente en cuanto al peso molecular
asociado a un mayor desorden al aumentar el peso molecular. Es importante remarcar que el orden y
rigidez producida en las cadenas lineales de PEI fue el resultado de la captacidn de un 3-4 %P/P y 40-52
%P/P de iones cobre y sulfato, respectivamente, de acuerdo con las mediciones de XPS, XRF y analisis
elemental en los complejos de Cu(ll)-PEl. La completa desorcidn de iones Cu(ll) demostrd que los iones
sulfato son los responsables del alto grado de orden en términos estructurales tanto en los complejos de
Cu(ll) como en las muestras desorbidas del idn metdlico (Esquema 1). Recientemente hemos profundizado
el estudio estuctural en diversas formas sdlidas de PEI mediante el empleo de técnicas de alta resolucién en
el estado sélido como ser como ser experimentos H-MAS, 2D 'H-'H SQ/DQ BaBa a una velocidad de
rotacién en el dngulo magico (MAS) de 60 kHz como asi también experimentos de *C CP-MAS y 2D *H-13C
HETCOR en conjuncidn con la determinacion de los difractogramas de rayos-X de polvo, SAXS y WAXS.
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Figura 1. Espectros de *C-RMN para una muestra de PEI'HCl en D0 (A), 3C-RMN CP-MAS para los sélidos de
PEI'HCI cristalizados en el medio de reaccion (B), una muestra liofilizada (C), un complejo de PEI con iones
Cu(ll) (D) y para el PElpase-iibre (E). Decaimiento de la magnetizaciéon transversal de protones en muestras
desorbidas de Cu(ll) con distintos pesos moleculares (T2") (F). Espectro 2D H-13C HETCOR en el estado sélido
para una muestra liofilizada de PEI'HCI (G).

Por ultimo, se estudié la eficiencia de transfeccidon sobre diversas lineas celulares y en el desarrollo de
nanosistemas con diversos materiales derivados de PEl. Los diversos polimeros de PEl mostraron buenos y
superiores porcentajes de transfeccion en diversas lineas celulares en comparacién con reactivos
comerciales, demostrando que los PEI de alto peso molecular (87 y 217 kDa, tamafiio de particulas 356 £ 4y
670 £ 13 nm, respectivamente) mostraron una elevada eficiencia en la transfeccion de fibroblastos fetales
bovinos de importancia para el desarrollo de animales transgénicos, a la vez que la citoxicidad pudo ser
disminuia por el agregado de suero fetal bovino.b En lo referido a la obtencién de inmunosensores, la
conjuncién de PEl y nanoparticulas de oro ofrece la posibilidad de obtener plataformas de sensores
electroquimicos con notable amplificacién de respuesta y dptima sensibilidad de calibrado. Se modificaran
superficies conductoras mediante la electro-reduccién de HAuCl, en presencia de PELHCI. Las cadenas
poliméricas seran activadas con el propdsito de unir covalentemente diferentes proteinas de interés
analitico, para el desarrollo de inmunosensores. Particularmente se utilizara seroalbumina bovina (SAB) en
la exploracidon de las condiciones dptimas de inmovilizacidn. Posteriormente se inmovilizara la proteina
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GP120 correspondiente a la capside del virus de inmunodeficiencia de simio, para la deteccidn selectiva de
anticuerpos en muestras bioldgicas. Se probaran diferentes métodos de transduccidn fisica del evento de
unién, tales como voltametria de onda cuadrada (SWV) con sonda rédox, o espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) habitualmente empleada en sensores libres de marca.
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1. INTRODUCCION

El glaucoma es una enfermedad que en la Argentina afecta aproximadamente a un millén de
personas y que provoca alrededor del 20% de las cegueras a nivel mundial. Se ha demostrado que la
melatonina es una sustancia natural que posee propiedades neuroprotectoras en modelos animales de
glaucoma a través de multiples mecanismos. Sin embargo, su aplicacion tépica ocular, que es la via de
administracién preferida por los pacientes para tratar afecciones oftdlmicas, se ve obstaculizada por las
barreras fisicas, bioquimicas y fisiolégicas que presenta el ojo. En este contexto, en el presente trabajo se
investiga la nano-encapsulacion de melatonina en particulas de Eudragit® RLPO, un polimero que confiere
liberacion sostenida y propiedades muco-adhesivas. De esta forma se podria prolongar el tiempo de
residencia de la melatonina para mejorar su absorcién y biodisponibilidad ocular

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Materiales.

Eudragit® RLPO fue gentilmente donado por Etilfarma® (Argentina). La melatonina fue comprada en Sigma-
Aldrich®. El etanol y la acetona (grado analitico) fueron compradas en Sintorgan® (Argentina).

2.2. Preparacion de nanoparticulas de Eudragit® cargadas con melatonina.

Se prepararon nanoparticulas de Eudragit® RLPO por el método de nanoprecipitacién. Brevemente, se
inyectd una solucién mezcla de melatonina y Eudragit® en acetona sobre una fase acuosa bajo agitacion
hasta total evaporacién del solvente organico. El contenido de farmaco encapsulado se cuantificé por
espectroscopia ultravioleta (A = 278 nm). Se prepararon también nanoparticulas blanco (sin farmaco) como
control. A todas las muestras se les agregd dextrosa como crioprotector, se congelaron a -80°C y se
liofilizaron (Liofilizador Unit GAMMA A, Christ, Alemania).

2.3. Caracterizacion de nanoparticulas poliméricas.

2.3.1. Dispersion dindmica de la luz. Se determind el tamafio de particula y distribucion de tamafno de
particula (PDI) de las nanoparticulas frescas blanco y cargadas con melatonina por difraccidon dinamica de la
luz (Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments, Reino Unido). Todas las mediciones fueron realizadas a 25° con
un angulo de dispersion de 1739.

2.3.2. Microscopia electrénica de transmision (TEM). El tamafio y la morfologia de las nanoparticulas blanco
se examind por microscopia electrénica de transmision (TEM, Zeiss EM109T, Oberkochen, Alemania). Las
muestras liofilizadas se resuspendieron y se secaron a temperatura ambiente previa tincidn con acetato de
uranilo.

2.3.3. Espectroscopia infrarroja. Las nanoparticulas blanco liofilizadas y el polimero fueron analizados por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflexidn total atenuada (Espectrémetro Nicolet
380 ATR/FT-IR, Avatar Combination Kit), con Smart Multi- Bounce HATR con reflexion ATR ZnSe cristal
(dngulo 452) (Thermo Scientific, Waltham, MA). Los espectros fueron obtenidos con el software OMNIC 8.
2.3.4. Cromatogradfia gaseosa. La presencia de trazas de acetona en las nanoparticulas de Eudragit® frescas
fue determinada por cromatografia gaseosa (Hewlett Packard 6890 Gas Chromatograph, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA).

3. RESULTADOS.

Se obtuvieron nanoparticulas de Eudragit® RLPO por el método de nanoprecipitacion. El espectro
infrarrojo de las nanoparticulas blanco mostrd las tipicas bandas de los grupos funcionales del Eudragit®,
demostrando que el polimero no fue degradado durante el proceso de produccidon de nanoparticulas. Tanto
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las nanoparticulas blanco como las cargadas con melatonina mostraron el mismo rango de tamaiio, de 10 a
100 nm. El PDI también fue similar: 0.289 y 0.364 para las nanoparticulas blanco y las cargadas con
melatonina, respectivamente. Como pudo observarse por TEM, su morfologia resulté esférica (Figura 1). La
eficiencia de encapsulacion fue cercana al 100%. Los resultados de cromatografia gaseosa indicaron
ausencia de trazas de acetona en las nanoparticulas producidas, confirmando la efectividad del método
aplicado para remover el solvente organico.

Figura 1. Imagen de TEM de las nanoparticulas blanco de Eudragit®

4. CONCLUSIONES.

Se obtuvieron nanoparticulas de Eudragit® RLPO cargadas con melatonina de 10 a 100 nm de
tamafio con una alta eficiencia de encapsulaciéon. Estos resultados preliminares resultan promisorios con
miras a la formulaciéon de un colirio que contenga dichas nanoparticulas que sea capaz de mejorar la
absorcion de melatonina. Esto representaria una oportunidad de contar con una terapia co-adyuvante que
permita mejorar la efectividad de la farmacoterapia actual.
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5 - NANOSISTEMAS LIPOSOMALES DE APLICACION TOPICA CON PENETRACION CUTANEA Y
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Resumen: Se encapsularon dos farmacos con propiedades antitumorales en liposomas
ultradeformables con el fin de desarrollar nuevos tratamientos de aplicacion tdpica. Los principios activos
elegidos fueron el 5-Fluorouracilo (droga clasica) y el Vismodegib (droga de ultima generacion). Ambos son
utilizados durante la terapia contra algunos tipos de cancer de piel, mediante administracion parenteral con
severos efectos secundarios no deseados. Los nanosistemas obtenidos fueron caracterizados
fisicoquimicamente, se determind su capacidad para penetrar la piel, y su toxicidad o actividad antitumoral
in vitro en una linea celular derivada de queratinocitos humanos no tumoral y en una linea de origen
melanémico. Por dltimo, se estudié el efecto de la co-encapsulacidon del 5-Fluorouracilo con un extracto
natural de arandanos.

Introduccidn: El 5-Fluorouracilo (5FU) es una droga que se usa desde hace mas de 40 afios en el
tratamiento de diversos tipos de cancer, incluyendo algunos tipos de neoplasias de la piel. El Vismodegib
(Vis) es una droga de ultima generacion recientemente aprobada por la Food and Drug Administration de
EE.UU., utilizada en el tratamiento de adultos con carcinoma de células basales. Si bien ambos principios
activos han demostrado ser efectivos para revertir los eventos neoplasicos, presentan numerosos y severos
efectos secundarios cuando son administrados por la via parenteral. Por lo tanto, la encapsulacién del 5FU y
el Vis dentro de nano-drug delivery systems permite reducir los efectos secundarios y realizar una entrega
sitio-especifica en la zona del tumor.

Se seleccioné como nanosistema a los liposomas ultradeformables (UDL), porque son la Unica clase
de liposomas capaces de penetrar el estrato cérneo de la piel y liberar su contenido en la epidermis viable y
dermis’. Su elevada deformabilidad a temperatura ambiente y corporal se debe a las caracteristicas fisico-
guimicas que le aporta la presencia de la sal biliar colato de sodio en combinacidn con la fosfatidilcolina de
soja.

Se llevd a cabo una exhaustiva caracterizacidn fisico-quimica de los nanosistemas con 5FU (UDL-5FU)
y Vis (UDL-Vis). En el caso del 5FU, ademas, se co-encapsuld un extracto etandlico de arandanos (Vaccinium
myrtillus) (UDL-5FU-EA), dado que existe evidencia de que su co-encapsulacion con flavonoides produce un
efecto sinérgico antitumoral®.

Para el caso de UDL-5FU y UDL-5FU-EA, se estudié la actividad antitumoral in vitro mediante diversas
técnicas, comparando su efecto en dos lineas derivadas de piel humana: HaCaT, proveniente de
queratinocitos inmortalizados (no tumoral) y SK-Mel-28, derivada de melanoma (tumoral).

Se estudid la penetracidon de UDL-5FU y UDL-Visen piel humana en condiciones ex vivo, en las cuales se
simularon las condiciones in vivo de aplicacidn, tales como el gradiente de humedad transdérmico y la
temperatura de la piel.

Materiales y métodos:

Obtencion y caracterizacion de los nanosistemas:Los UDL fueron preparados a partir de la
resuspension con buffer Tris de un film lipidico de fosfatidilcolina de soja y colato de sodio que se formé
mediante rotoevaporacién®. El extracto fue obtenido a partir de ardndanos disgregados a los cuales se les
realizé una extraccion con etanol acido, eliminado por rotoevaporacién®. El 5FU y el extracto de ardandanos
fueron afiadidos durante la hidratacion del film. Mientras que el Vis se aifiadié durante la formacién del film
lipidico. Los UDL-5FU y UDL-5FU-EA fueron sonicados, mientras que UDL-Vis extrudados por una membrana
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de 100 nm de tamafo de poro, con el fin de obtener en todos los casos vesiculas unilamelares de alrededor
de 100 nm de tamafio. La droga no encapsulada fue removida mediante cromatografia de exclusion
molecular.

Se estudid su tamano y estabilidad en el tiempo mediante dynamic light scattering, potencial-Z y
microscopia electréonica de transmisién. Se determind la interaccién de los principios activos con la
membrana liposomal mediante calorimetria diferencial de barrido y se llevaron a cabo estudios de la
deformabilidad de las formulaciones.

Actividad antitumoral e _internalizacion:Los estudios in vitro se realizaron en las lineas celulares
HaCaT y SK-Mel-28. Se determind la citotoxicidad de UDL-5FU y UDL-5FU-EA mediante MTT, cristal violeta y
rojo neutro a las 4 y 24 hs de tratamiento. Se determiné la induccidon de apoptosis y necrosis mediante
citometria de flujo luego de 6 hs de incubacidn, mediante el kit de deteccidén con Anexina V-FITC. Por ultimo,
se estudid la internalizacién de las formulaciones marcadas fluorescentemente a 4 y 379C.

Penetracion en piel: Se estudié la capacidad de UDL-5FU y UDL-Vis para atravesar el estrato cérneo
de la piel humana mediante el Modelo de Penetracién de Saarbriicken en condicién no oclusiva®. En el caso
del 5FU se cuantificd por espectrometria UV-Vis, mientras que el Vis mediante HPLC, a distintas
profundidades en el estrato corneo, luego de someter a la piel a la técnica de tape stripping®. Ademas, se
estudio el perfil de penetracion de los UDL-5FU marcados con dos sondas fluorescentes mediante
microscopia confocal de cortes histoldgicos y z-stacking de un fragmento intacto de piel.

Resultados:

Actividad antitumoral:UDL-5FU y UDL-5FU-EA mostraron efectos citotdxicos semejantes entre si. Si
bien afectaron tanto a la linea tumoral como la no tumoral, incrementaron de manera significativa el efecto
citotéxico del 5FU en SK-Mel-28 después de 24 hs de tratamiento. Sin embargo, SK-Mel-28 mostré una
mayor internalizacion de ambas formulaciones en comparacién a HaCaT a 4 y 372C, y a partir de los estudios
de apoptosis se observo un efecto diferenciado entre ambas lineas. Después de 6 hs de incubaciéon UDL-5FU
y UDL-5FU-EA indujeron un elevado porcentaje de apoptosis sélo en la linea tumoral y mayor que el de 5FU
libre. Sin embargo, UDL-5FU-EA incrementd el porcentaje de células necréticas en HaCaT en comparacién
con UDL-5FU y 5FU libre.

Penetracion en piel: Tanto UDL-5FU como UDL-Vis lograron atravesar el estrato cdrneo de la piel,
detectandose tanto 5FU como Vis en la epidermis viable y dermis. Sin embargo, el Vis fue hallado en mayor
proporcién en el estrato cérneo (ambiente hidrofobico), mientras que el 5FU se encontré en mayor
proporcién en la epidermis viable y dermis (ambiente mas hidrofilico).

Conclusion: Se obtuvieron formulaciones liposomales estables que encapsulan 5FU y Vis, capaces de
penetrar la piel humana intacta en menos de una hora. En el caso de la formulacidon con 5FU ademas se
observd que presenta efecto antitumoral in vitro. La co-encapsulacién del 5FU con un extracto etandlico de
arandanos no modificé su actividad antitumoral, sin embargo, produjo una inducciéon de necrosis no
deseada en la linea celular de queratinocitos humanos no tumoral.
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Introduccién

La imagen molecular, debido a su caracteristica no invasiva, permite evaluar la patologia en su
contexto, siendo clave para entender el proceso tumoral, sin perturbar el ambiente y proporcionando
informaciéon adicional a los métodos convencionales [1]. La estadificacion tumoral, deteccién de las
metastasis, la cirugia guiada por imagen, asi como la cuantificacion de una lesién son algunas de las
diferentes aplicaciones en esta area [1]. Los aptameros son oligonucleétidos de cadena sencilla (ADN o ARN)
que tienen la caracteristica de reconocer su diana con alta afinidad y especificidad, mediante un
plegamiento tridimensional de su cadena. Los aptameros tienen propiedades de reconocimiento
equiparables a las de los anticuerpos; sin embargo, por la naturaleza de su composicién tienen ventajas
significativas en cuanto a su tamafio, produccidon y modificacion [2]. Estas caracteristicas los hacen
excelentes candidatos para el desarrollo de nuevas plataformas biotecnoldgicas, asi como la aplicacion
como agentes de imagen o terapia [2]. El Sgc8c es una secuencia truncada del aptamero Sgc8, el cual
muestra una unién especifica y con alta afinidad al receptor PTK7 [3]. Sgc8c tiene solamente 41 bases y una
Kqde 0.78 nM para este receptor [3]. Si bien este receptor estd presente en células normales, su
sobreexpresion ha sido observada y reportada en cancer de colon, tumores gastricos, cancer de pulmon,
prostata, mama y metastasis [3].

En trabajos previos realizados por el grupo del Area de Radiofarmacia se investigd el aptamero Sgc8c
como agente de imagenologia molecular en cancer. Para este objetivo, Sgc8c fue modificado en su extremo
5’ con un grupo -(CH:)e-NH> (aminohexilo) y el cual sirvié como linker para conjugar: (i) HYNIC (Sgc8c-HYNIC)
o (ii) DOTA (Sgc8c-DOTA), dos agentes bifuncionales capaces de quelar metales, los que permitieron la union
a los radionucleidos Tecnecio-99m y Galio-67 (*™Tc y ¥’Ga), respectivamente [3]. Asimismo, el aptamero
Sgc8c fue marcado con Alexa647 (Sgc8c-ALEXA), para su evaluacion como agente de imagen dptica en el
infrarrojo cercano. Con el objetivo de evaluar una mejora en su perfil farmacocinético, es que nos ha
resultado de interés modificar estas entidades, a través de estrategias nanotecnoldgicas, teniendo en
cuenta la experticia del grupo en estas aproximaciones [4-6], para estudiar la posibilidad de mejorar dichos
comportamientos farmacocinéticos, sin alterar el reconocimiento molecular final de interés.

Materiales y Métodos

Vehiculizacion de Sgc8c y Caracterizacidn Fisicoquimica. Se estudié la vehiculizacidon del aptdmero Sgc8c-
(CH2)s-NH> (Peso Molecular, My,: 12,8 kDa), utilizando tres tipos de materiales nanoestructurados diferentes
y con potencialidad para su encapsulacion: (i) liposomas pegilados (LPS, dilucién 1:50) a base de
fosfatidilcolina de soja y colesterol, (ii) micelas poliméricas (PMs, 10% p/v) a base de poloxaminas pristinas
T908 (My: 25 kDa), T1307 (M.: 18 kDa), poloxamero pristino F127 (My: 12,6 kDa) v, (iii) hidroxipropil-beta-
CD (HPB-CD, 10% p/v). La concentracién de Sgc8c en todos los sistemas cargados fue de 10ug/mL. Los
nanosistemas preparados fueron llamados: (i) LPS/Sgc8c, (ii) T908/Sgc8c, (iii) T1307/Sgc8c, (iv) F127/Sgc8c y
(v) HPE-CD/Sgc8c. Se analizé el tamafio hidrodinamico de particula (D), indices de polidispersién (PDI) y
potencial-Zeta (Z-pot) mediante dispersion dinamica de luz laser (DLS, Zetasizer Nano-Zs, Malvern
Instruments, UK), a 25 y 37°C y se monitored su estabilidad en el tiempo, en todos los sistemas vacios y
cargados con Sgc8c.

Estudios de Congelacion/Liofilizacion de Sgc8c. Los parametros criticos estudiados (DLS, mas arriba) fueron
re-analizados post-proceso de congelacion/liofilizacidon y posterior resuspensidon en agua ultrapurificada,
excepto en los sistemas LPS/Sgc8c, por encontrarse estabilizados estéricamente mediante pegilacion.
Estudios de degradacion In Vitro. Se cuantificd (A=260nm, H,0) la integridad de Sgc8c (50@g/5mL) a
distintos pH (pH 4, 7, y 10) y a diferentes intervalos de tiempo preestablecidos (10 minutos, 2 y 24 h), en los
siguientes sistemas: (i) Sgc8c-libre en agua, (ii) LPS/Sgc8c, (iii) T908/Sgc8c¢, (iv) T1307/Sgc8c, (v) F127/Sgc8c y
(vi) HPE-CD/Sgc8c.
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Estudios de adsorcion de Sgs8c. Se cuantificé Sgc8c (A=260nm, H,0) vehiculizado en LPS, PMs y HPE-CD
antes y después de realizar un paso de clarificacién utilizando filtros de nylon y ésteres mixtos de celulosa de
0,45um de poro.
Ensayos de liberacion In Vitro. Se estudié la liberacion in vitro de Sgc8c vehiculizado en PMs a base de T908,
utilizando una membrana de dialisis de 14 kDa con agitacidon constante. Para esto, se usaron 60Rg/6mL
(Sgc8c¢/T908), en un volumen final de medio acuoso de 50mL (pH = 5,5). Se cuantificé Sgc8c (A=260nm, H,0)
en la solucidn interior y exterior a la membrana de dialisis, a diferentes intervalos de tiempo
predeterminados (15, 30, 45 minutos, 1y 24 h).
Resultados y Conclusiones Relevantes

Se logrd vehiculizar eficientemente Sgc8c en todos los nanosistemas planteados. El tamafio medio
de particula de los sistemas estudiados y cargados con Sgc8c fue similar al de los sistemas vacios en todos
los casos. No se evidenciaron poblaciones con tamafios diferentes, por lo que se pudo concluir de manera
preliminar que la encapsulacidn del aptdmero habria sido exitosa y que no se veria alterada la agregacion de
las particulas dispersas en solucidén en presencia del aptamero. El Z-pot de los sistemas libres y cargados con
Sgc8c resultd en todos los casos negativo y similar, mostrando evidencia de que el aptamero estaria incluido
dentro de las particulas. Sgc8c resultd estable en funcion del tiempo, no evidencidndose procesos de
degradacion aparentes a distintos pH. Se observé que no hay una pérdida significativa de aptamero luego de
filtrar los sistemas nanométricos utilizando filtros de ésteres mixtos de celulosa, siendo mas significativa en
el caso de los filtros de nylon. Asimismo, se realizé un estudio de congelacion/liofilizacidn y resuspensién en
agua ultrapurificada de los distintos sistemas cargados, con el objetivo de observar cémo afecta a Sgc8c
dicho proceso. Tanto para los sistemas PMs y HPE-CD cargados con Sgc8c no se observaron alteraciones en
el proceso de liofilizacién y posterior resuspensién en medio dispersante, conservandose los tamafios de
particula, PDI y Z-pot, en todos los casos. En relacion al ensayo de liberacion in vitro de Sgc8c, se observd
gue a tiempos cortos del estudio (15-45min), Sgc8c no fue liberado del interior de las PMs y por lo tanto no
fue hallado en el medio de liberacidn, pero al cabo de 24 h aproximadamente el 98% del mismo se encontré
en el medio de liberacidn, manifestandose su liberacion efectiva.
Por ultimo, debido a los resultados satisfactorios de encapsulacion de Sgc8c en distintas nanoestructuras y
la buena estabilidad de los sistemas en funcion del tiempo, nos encontramos en condiciones de avanzar
hacia los ensayos de farmacocinética y biodistribucion in vivo en ratones BALB/c, con el objetivo de
comprobar la optimizacion del perfil en relacidn a los agentes no encapsulados.
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7 - DESARROLLO DE MATRICES DE FOSFATOS CON PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS PARA
APLICACIONES BIOMEDICAS

Bernardo Bay6n'’, Guillermo R. Castro*

! Laboratorio de Nanobiomateriales, CINDEFI (CONICET, CCT La Plata), Depto. De Quimica, Facultad de
Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata, Calle 50 # 227, La Plata 1900, Argentina. *Expositor: Lic.
Bernardo Baydn. *correo electrénico: bernibayon@gmail.com

La administracion de farmacos a través de dispositivos locales podria reducir los efectos secundarios,
mejorar la eficacia de los farmacos existentes y abrir la puerta a clases enteras de nuevos tratamientos. La
administracién local de agentes activos tiene numerosas ventajas en comparacion con los tratamientos
sistémicos en términos de eficacia terapéutica y tolerancia. Los sistemas hibridos son capaces de controlar
con precisidn la temporizacién de una liberacién, logrando ajustarla a las propiedades del tejido objetivo. Un
ejemplo de los materiales presentes en estos sistemas son los polimeros sintéticos, ampliamente utilizados
como transportadores al no causar una reaccidn inflamatoria considerable en los tejidos en el sitio de
implantacion. En este caso, la velocidad de liberacidon del fdrmaco se puede controlar mediante diversos
mecanismos: la difusién de la molécula desde la matriz que permanece intacta, la liberacién simultdnea del
farmaco y la degradacion de la matriz, o la expulsion del farmaco por presidon osmética. En este contexto, los
fosfatos de calcio (CaPs), cominmente utilizados como implantes para la reconstruccion ésea son buenos
candidatos como portadores bioactivos y se encuentran disponibles en diversas formas, incluyendo
ceramicas, cementos, espumas y recubrimientos. Los CaPs son considerados actualmente como una
alternativa fiable al injerto dseo, pueden ser reabsorbidos por las células, presentan propiedades
osteoinductivas evidenciadas y son eficientes en la mayoria de los casos clinicos como lo son cirugias
ortopédicas y dentales.

Cualquier situaciéon patoldgica (enfermedades tales como la osteoporosis u osteomielitis), afecta
desfavorablemente al rendimiento del implante en términos del proceso de sustitucion y/o reabsorcién. En
la actualidad, los esfuerzos centran en el desarrollo de sistemas mixtos que combinan sustitutos dseos de
CaP con moléculas activas. Las investigaciones sobre estos sistemas de suministro de farmacos éseos tienen
como objetivo mejorar el potencial osteogénico de los sustitutos y a su vez evitar o tratar posibles
infecciones.

El uso y abuso de la utilizaciéon de antibidticos produce un surgimiento de cepas bacterianas multi-
resistentes a estos antibidticos, siendo una problemdtica de suma importancia, causante de gran
preocupacién a nivel mundial. Las infecciones nosocomiales son recurrentes y una causa importante de
complicaciones post-quirurgicas, conduciendo en muchas ocasiones a la muerte del paciente.

Para intentar solucionar esta emergencia sanitaria, se establecieron dos estrategias para la administracidn
de antimicrobianos, la primera consiste en el desarrollo de nuevos farmacos, y la segunda es la combinacién
de dos agentes con actividad microbicida diferentes que actien conjuntamente en la formulacién.

En particular, se ha demostrado un interés por la plata (Ag'*) como antibacteriano desde tiempos antiguos y
fue ampliamente estudiado en los ultimos dos décadas. Las principales ventajas de los dispositivos de plata
se basan en su relativamente baja toxicidad en humanos, amplio espectro antimicrobiano y baja
probabilidad de producir resistencia en bacterias en comparacion con los antibiéticos tradicionales. De
hecho, la plata sola o combinada con otras moléculas, se utiliza actualmente para controlar el crecimiento
bacteriano en una amplia variedad de aplicaciones, incluyendo implantes dentales, cremas para la piel,
parches, catéteres, ropa, productos de limpieza, entre otras.

La forma mas comun de utilizacidn de la plata como agente antimicrobiano son las nanoparticulas metalicas
producidas a partir de la reduccién del idn Ag', siendo un eficaz antimicrobiano, aunque posee ciertas
deficiencias en cuanto a la toxicidad producida sobre los tejidos humanos. Principalmente estas
complicaciones son debidas a su pequefio tamafio y su capacidad de ingresar a través de las membranas
celulares.

Enmarcado en este contexto, como objetivo de este trabajo se sintetizaron microparticulas de
fosfato de plata, de un tamafio cercano al micrdn, que conservan la actividad antimicrobiana del ién Ag!*y a
su vez son facilmente incorporables a matrices de fosfatos de calcio generando un cemento apto para la
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construccion de implantes dseos que presenten la capacidad de evitar una infeccion bacteriana y a su vez
liberar de manera controlada un farmaco o un factor de crecimiento. Las matrices se desarrollaron
combinando diversos tipos de fosfatos (tripolifosfato de sodio o a-trifosfato de calcio) con polimeros
preferentemente naturales (quitosano, pectina, alginato, celulosa bacteriana, etc.), incorporando a su vez
las microparticulas de fosfato de plata. Los polimeros no sdlo le ofrecen al scaffold propiedades
estructurales y mecanicas interesantes, sino también que permiten lograr el perfil de liberacién de farmacos
deseado y a su vez contribuyen a la biodegradabilidad y biocompatibilidad del material.

Estos cementos hibridos son interesantes debido a que permiten la produccion de matrices con una
estructura tridimensional especifica ya sea por la implementacién de moldes, aprovechamiento de las
estructuras poliméricas o utilizacién de impresoras 3D.

Estas variantes fueron evaluadas a lo largo de este trabajo concluyendo en el desarrollo de
microparticulas de fosfato de plata capaces del transporte de biomoléculas, parches antimicrobianos de
celulosa bacteriana y cementos de fosfato de calcio, con capacidad antimicrobiana y de transporte de
farmacos, capaces de ser moldeados tridimensionalmente.
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8 - NANOGELES BASADOS EN CELULOSA BACTERIANA Y NANOPARTICULAS SOLIDAS LIPIDICAS
PARA TRATAMIENTO LOCAL DE TUMORES SOLIDOS
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Se ha desarrollado un sistema implantable para liberacidén controlada de quimioterapéuticos a partir
de hidrogel de celulosa bacteriana (BC) y nanoparticulas lipidicas (NLCs). En primer término, NLCs fueron
sintetizadas para encapsular y liberar de manera sostenida el farmaco doxorrubicina. Dos tipos de
formulaciones de NLCs fueron desarrolladas. La primera conteniendo doxorrubicina monocationica (Dox-H),
mas hidrofilica. La segunda conteniendo doxorrubicina neutra (Dox-N), mas hidrofdbica. Aquellas NLCs
cargadas con Dox-H (NLCs-H) mostraron los valores mas bajos de eficiencia de encapsulacidon (EE),
alcanzandose un 48%. En cambio, Dox-N mostré una buena capacidad de ser encapsulada en las NLCs (NLCs-
N) alcanzando el valor de EE de 97%. Ambas formulaciones exhibieron perfiles hiperbodlicos y de
caracteristica sostenida para la liberacién del farmaco. NLCs-H liberaron mas cantidad de farmaco por
unidad de tiempo en comparacion con la lenta liberacion observada en las NLCs-N. Dicha caracteristica se
asignd a la diferente capacidad de interaccidn entre el farmaco y la matriz para cada especie idnica de
doxorrubicina. Mediciones realizadas mediante barrido de dispersién de la luz (DLS) permitieron observar
un diametro aparente de 150 nm en ambos tipos de nanoparticulas. Dicho resultado fue confirmado al
tomar imagenes de las NLCs por microscopia electréonica de transmisiéon. Ademas, se determind la carga en
la superficie de las NLCs mediante medidas de potencial zeta. Un valor promedio de +2,5 mV pudo ser
observado. Analisis realizados por medio de termogravimetria y difraccion de rayos X evidenciaron las
interacciones existentes entre el fdrmaco y la matriz lipidica, siendo estas considerablemente mas fuertes
en el caso de las NLCs-N. Estas diferencias en las interacciones sugirieron ser las responsables de los
diferentes perfiles de liberacidon y EE entre ambos tipos de formulacidon. A continuacién, se evalué la
capacidad citotoxica de ambas formulaciones frente a la linea de cancer de mama MDA-MB-231. Tiempos
de exposicidn cortos generaron valores bajos de ICso para las NLCs en comparacion con el farmaco libre. Al
incrementar los tiempos de exposiciéon de las NLCs con las células a 16 y 72 horas, los valores de ICso se
vieron disminuidos considerablemente. Estos resultados demostraron que el farmaco liberado desde las
NLCs es activo y que su efecto sobre células cancerigenas es modulado por las cinéticas de liberacion.
Nuestros resultados ademas sugieren que la doxorrubicina fue internalizada por distintas vias. Imagenes
adquiridas mediante microscopia confocal mostraron que las NLCs son internalizadas por via endocitica, en
contraste con la doxorrubicina libre que ingresa a las células por difusién simple. En la etapa final de este
trabajo, una mezcla de NLCs-H y NLCs-N fue incorporada en una matriz tridimensional de celulosa
bacteriana (BC-NLCs-NH). Nuestros ensayos han demostrado que dicha matriz posee la capacidad de liberar
las nanoparticulas de manera sostenida en el tiempo. Imagenes de SEM y TEM permitieron observar como
las NLCs se incluyen en la matriz del hidrogel conservando su morfologia y tamafo e interaccionando con las
nanofibras de BC. Finalmente, BC-NLCs-NH fue ensayada in vivo mediante su implantacién sobre un modelo
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tumoral ortotdpico de mama. Dicho modelo se generé mediante la implantacién de células MDA-MB-231 en
la grasa intra-mamaria en el extremo inferior de una de las cadenas mamaria. Una vez crecido y
desarrollado el tumor, se realizd la implantacion de la matriz. Los resultados observados mediante
tomografia computada mostraron una disminucién del 50% en el crecimiento tumoral y una fuerte
reduccion en las incidencias de metastasis. Ademas, el tratamiento con BC-NLCs-NH también disminuyé los
efectos toxicos locales de la doxorrubicina. Nuestros resultados exponen claramente la potencialidad de BC-

NLCs-NH como un sistema de liberacion local de nanoparticulas terapéuticas contra tumores sdélidos de
mama.
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9 - NANOCARRIERS DE DERMATAN SULFATO Y QUITOSANO FORMULADOS PARA EL
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO PRECOZ DE LA ENFERMEDAD VASCULAR

Blachman Al.; Funez F'.; Sosnik A3.; Glisoni R% y Calabrese G'.

1Universidad de Buenos Aires, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Catedra de Biologia Celular y Molecular. 2 Universidad de Buenos
Aires. Catedra de Tecnologia Farmacéutica Il. CONICET. Instituto de Nanobiotecnologia (NANOBIOTEC). Buenos Aires, Argentina. 3
Laboratory of Pharmaceutical Nanomaterials Science, Department of Materials Science and Engineering, Technion-Israel Institute of
Technology Technion City, Haifa, Israel.

La enfermedad vascular; particularmente la ateroesclerosis como origen subyacente, constituye
una de las principales causas de muerte a nivel mundial y su incidencia crece continuamente como resultado
de la epidemia internacional de obesidad y diabetes tipo 2 (Tabas, 2015). Llamativamente, a pesar que la
ateroesclerosis compromete la pared del vaso, alin no se han disefiado tratamientos capaces de controlar la
aterogénesis en la pared vascular atero-propensa. Mientras, que las terapias actuales tienen como blancos
fundamentales a los factores de riesgo asociados a la enfermedad: hipertensién, hiperlipemia, tabaquismo,
obesidad, entre otros (Little, 2011).La ateroesclerosis es considerada una enfermedad inflamatoria crénica
que resulta de la interaccién de diferentes componentes de la matriz extracelular vascular, lipoproteinas y
componentes celulares como las células endoteliales, los monocitos/macréfagos, los linfocitos Ty las células
musculares lisas (Libby, 2013). El rol activo de los proteoglicanos de la matriz extracelular vascular adquiere
particular interés en las etapas tempranas de la enfermedad (Nakashima, 2008). Nuestro grupo de trabajo
ha descripto el remodelado cuali y cuantitativo de los proteoglicanos del endotelio murino y humano frente
a dietas hipercolesterolémicas y a las lipoproteinas aisladas a partir de una poblacién joven sana,
respectivamente (Oberkersch 2014, 2016). Sobre la base de lo anteriormente expuesto, hemos disefiado
complejos de polielectrolitos (PECs) formulados con dermatan sulfato (polisacédrido polianidnico) vy
quitosano (QT) (polisacarido policationico); ambos de bajo peso molecular (Rasente, 2016). El DS de bajo
peso molecular, seria el biomaterial responsable de la interaccién especifica de estos nuevos nanosistemas
con el endotelio vascular murino, a través de receptores CD44 (Vasta, 2016).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar las caracteristicas de la interaccion de estos PECs con el
endotelio; de manera de establecer su potencial empleo como nanocarriers con especificidad vascular.

Los PECs y los PECs marcados con fluoresceina (PECs-FITC), fueron obtenidos segun el protocolo

descripto previamente (Rasente, 2016). El tamafio (Dy), la distribucion del tamafo (PDI) y el potencial Z de
los PECs fue determinado por dispersiéon dindmica de la luz (DLS) con Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments) equipado con laser He-Ne (630 nm). El estudio de la interaccion e internalizacién de los
nanosistemas con las células endoteliales venosas humanas aisladas a partir del cordén umbilical (HUVEC) y
con macrofagos humanos, fue abordado a través de microscopia de fluorescencia y citometria de flujo, en
presencia de PECs-FITC durante diferentes periodos de incubacion (entre 30 a 180 min). Mientras que la
expresion del receptor CD44 fue determinada por RT-PCR sobre células endoteliales murina (H5V) en
condiciones normales de cultivo y frente a hipoxia quimica, inducida por cloruro de cobalto 250 mM.
Ambas poblaciones de PECs (con y sin marca) registraron un radio hidrodindmico entre 420—-690 nm, con un
PDI 0.45+0.085 y un potencial Z de 31.3+ 1.63 mV. Por otra parte, la microscopia de fluorescencia reveld la
interaccion especifica de los nanosistemas con las HUVECs, sin deteccion de fluorescencia en el caso de los
macréfagos humanos. El puntillado fluorescente difuso, luego de 30 min de incubacion en presencia de los
PECs-FITC se transformd paulatinamente en agregados fluorescentes intracelulares, conforme se
incremento el tiempo de incubacion (120 y 180 min). Estos resultados fueron confirmados por la citometria
de flujo a través del corrimiento de los histogramas hacia mayores valores en la escala de la fluorescencia
(2.83< 18.8, 30 min vs 180 min; respectivamente). Los resultados obtenidos sugieren que este nuevo
sistema nanoparticulado fue capaz de interaccionar especificamente y luego ser internalizado por
endocitosis por el endotelio vascular. Por su parte, la hipoxia generd el incremento significativo en Ila
expresion del receptor CD44 (0.1+0.04 vs 0.5+0.19, control vs cobalto; P<0.1). Estos registros indican que el
nuevo sistema nanoparticulado seria capaz de distinguir entre un endotelio normal quiscente y un
endotelio activado frente a la injuria por hipoxia.
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En conclusion, el estudio describe un método simple y reproducible para formular un nuevo sistema
nanoparticulado, el cual reconoce precoz y especificamente al endotelio vascular injuriado. La inclusidn de
QT en su formulacion favorece la captacion de los PECs a través de la via endocitica y su posterior escape del
endosoma; evitando de esta manera la degradacidén lisosomal (Malatesta, 2015). Los PECs DS/QT
constituyen un novedoso nanocarrier para la liberacion gradual de la molécula encapsulada en el endotelio
injuriado.
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10 - ESTRATEGIAS BASADAS EN MICRO- Y NANO-PARTICULAS HIBRIDAS PARA AUMENTAR LA
BIODISPONIBILIDAD DE ANTIBIOTICOS EN INFECCIONES PULMONARES DE DIFICIL ERRADICACION
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Actualmente, los tratamientos médicos contra las infecciones pulmonares causadas por patégenos
oportunistas como Pseudomonas aeruginosa, y tal como ocurre en la fibrosis quistica (FQ), implican la
administracién de antibidticos en altas dosis y de forma recurrente, con la consecuente aparicién de efectos
secundarios no deseados. El reto principal es, sin embargo, la erradicacién de los biofilms microbianos que
se encuentran inmersos en una densa capa de mucus, lo cual dificulta la biodisponibilidad de los antibidticos
administrados por via inhalatoria. Por consiguiente, el desarrollo de nuevos sistemas de administracién de
farmacos capaces de proporcionar una liberacion local y sostenida de los farmacos en la region pulmonar es
un factor clave para mejorar el resultado terapéutico de tales infecciones. En este sentido, dos tipos de
vehiculos hibridos inhalables fueron disefiados para tal fin y seleccionados como transportadores eficientes
del antibidtico Levofloxacina (LV). Por un lado, se prepararon microparticulas por co-precipitacién de CaCOs
en presencia de alginato y un posterior tratamiento con una alginato-liasa (AL) para modificar su estructura
superficial y porosidad, y mejorar asi la capacidad de carga del farmaco. Las microparticulas hibridas se
cargaron con LV y DNasa, como agente mucolitico adicional, y mostraron porcentajes de encapsulacién del
40 y 67 % respectivamente. Los estudios in vitro demostraron que las microparticulas fueron capaces de
controlar la liberacion de DNasa durante 24 h, mientras que el 30% de LV se liberdo en 3 dias. La
caracterizacion morfoldgica se realizd por microscopia dptica, de fluorescencia y microscopia electrénica de
barrido (SEM), asi como dispersidon dindmica de la luz (DLS), mostrando particulas esféricas con una
superficie rugosa y una estrecha distribucion de tamafios (5 um). Por otro lado, se desarrollaron
nanoparticulas solidas lipidicas (NSL) y trasportadores lipidicos nanoestructurados (TLN) hibridos, mediante
la técnica de emulsificacion y ultra-sonicacion. Los mismos, mostraron tamafios cercanos a los 200 nm vy
eficiencias de encapsulacidn de LV en el rango de 20-55%. A su vez, la DNasa fue incorporada como agente
mucolitico para favorecer la capacidad de penetracidon de las nanoparticulas en el biofilm bacteriano. Se
observd una liberacidon controlada de LV durante 48 horas. Tanto para las micro- y nano- particulas ser
realizaron estudios de FTIR, XRD, DSC e isotermas de adsorcién de nitrdgeno que revelaron la presencia de
los farmacos en un estado no cristalino. Se encontré en ambos casos un efecto bactericida contra P.
aeruginosa en placas de agar y se corrobordé con el kit Live/Dead y observaciones TEM. Ademas, se encontrd
una marcada disminucion de los valores de concentracion inhibitoria minima respecto del antibidtico libre.
Por ultimo, se estudio la capacidad de los transportadores para mejoraron la localizacion de LV en el pulmdn
por via inhalatoria. Se realizaron asi estudios in vivo en ratones sanos mediante la administracién por
nebulizacién e inhalacién de polvo seco, seguido de la cuantificacion de LV en tejido pulmonar por un
método validado por HPLC. Particularmente se observaron resultados de gran interés para el caso de las
microparticulas cargadas con LV, que fueron capaces de aumentar la biodisponibilidad del antibidtico en
pulmdn al menos 3 veces mas eficientemente que la LV libre. Los presentes desarrollos abren la puerta a
nuevos sistemas de administracion de fdrmacos que pueden proporcionar soluciones terapéuticas
mejoradas contra infecciones bacterianas y en particular como herramienta potencial en el tratamiento de
patologias complejas como la FQ.
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11 - NANOSISTEMAS DE FENAZINA COMO POTENCIALES AGENTES SELECTIVOS EN CONDICIONES
DE HIPOXIA PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA
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Introduccién

El cancer de mama es el mas frecuente en las mujeres, con un aumento en los paises en desarrollo,
principalmente porque el diagndstico se hace en las ultimas etapas de la enfermedad [1]. El cdncer de mama
es un tumor sélido que se caracteriza por un alto grado de zonas hipdxicas dificilmente tratables.
Recientemente, hemos sintetizado un nuevo derivado de fenazina (FNZ; N°,N*°-diéxido de 2-amino-7(8) -
fluorofenazina), con buenos rendimientos sintéticos (~60%), que actla como un agente selectivo en
condiciones de hipoxia, considerado una de las dianas terapéuticas alternativas en el tratamiento de
tumores sélidos [2,3]. Con el objetivo de aumentar la solubilidad acuosa de FNZ (208+31Fg/mL) y mejorar
ciertos obstaculos existentes en la terapia antitumoral actual como una biodistribucién no-especifica,
concentraciones intratumorales bajas o insuficientes y resistencia desarrollada por parte de ciertas células
tumorales al tratamiento convencional, es que resultdé de nuestro interés explorar la encapsulacion de FNZ
en micelas poliméricas (PMs) a base de poli(éxido de etileno)-b-poli(dxido de propileno) (PEO-PPO) y sus
derivados glucosilados (Glu) [4,5]. Las PMs ofrecen diversas ventajas debido a sus propiedades singulares,
incluyendo: (i) una buena estabilidad en agua por encima de su concentracion micelar critica (CMC), (ii)
cargas de farmaco en el nucleo elevadas, (iii) la capacidad de modificar su superficie con una diversidad de
ligandos activos y (iv) tamafios nanométricos, que son adecuados para aprovechar el efecto de permeacién
y retencion mejorada (EPR) para el tratamiento del cancer [6]. EPR es el Unico fendmeno que capitaliza las
caracteristicas de los tumores sélidos, relacionadas con las diferencias anatdmicas y fisiopatoldgicas que
poseen con los tejidos normales. Ademas del efecto EPR, la envoltura/ntcleo de las PEO-PPO PMs
proporcionaria una semivida mas larga en circulacién y la glucosilacién no sdélo estabilizaria el sistema
coloidal debido a formaciéon de multiples enlaces de hidréogeno en la corona micelar, sino que también
favoreceria la internalizacion y la potencial acumulacién en el tumor [5,7]. Por ultimo, y para optimizar la
estabilidad de la solubilidad de FNZ alcanzada con las PMs, se explord por primera vez segin nuestro
conocimiento, la hidratacion de PEO-PPO PMs utilizando liposomas-pegilados (LPS) preformados, con
resultados muy alentadores.
Materiales y Métodos
Caracterizacion Fisicoquimica.Se prepararon PMs vacias (15% p/v) a base de F127, F127-Glu, T1307, T1307-
Glu y mezcla T1307:F127 (50:50) y sus respectivas PMs cargadas (15% p/v) con FNZ (2 mg/mL). Por otro
lado, se exploré la hidratacion de F127 y T1307 (10% p/v) utilizando LPS preformados a base de
fosfatidilcolina de soja y colesterol. En este caso, los sistemas vacios fueron llamados F127:LPSy T1307:LPS y
aquellos cargados con FNZ (2 mg/mL): F127:LPS/FNZ y T1307:LPS/FNZ, respectivamente. Todos los sistemas
fueron caracterizados por Dynamic Light Scattering (DLS, tamano hidrodindmico promedio, indice de
polidispersion (PDI) y potencial-Zeta) y por Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM).
Analisis de la Viabilidad Celular In Vitro. Se utilizaron células NIH 3T3 (normales) y 4T1 (células de tumor de
mama murino simil estadio IV humano) con el siguiente protocolo de tratamiento (FNZ: 0-40 BM): (i) FNZ-
libre, (ii) nanosistemas vacios, (iii) nanosistemas cargados con FNZ y (iv) controles sin tratamiento (tres
ensayos colorimétricos MTT por cuadruplicado).
Estudios In Vivo.Toxicidad Aguda en animales. Se trabajo con un grupo de ratones BALB/c sanos de 2 meses
de edad. Posologia: PMs vacias y cargadas (dosis Unica: 2000 mg/kg ratén) con FNZ (dosis Unica: 20 mg/kg
ratén) y volumen de inyecciéon (185 BIL) por via intraperitoneal (IP). Se evalla la sobrevida de los animales
durante 14 dias, y siguiendo el protocolo de Irwin antes y después de la dosificacion como: modificaciones
de la piel y del pelo, los ojos, las mucosas, el aparato respiratorio, actividad somato-motriz,
comportamiento, entre otras.
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Evaluacién de la reduccion de volumen tumoral. A partir de los resultados obtenidos de la caracterizacién y
estabilidad fisicoquimica, evaluacién de la actividad antitumoral in vitro (viabilidad celular) y estudios de
toxicidad aguda, se seleccionaron los nanosistemas optimos y mds seguros y se trataron ratones BALB/c
inducidos con tumor de mama 4T1, por via IP, con las siguientes preparaciones: (i)T1307:F127 (50:50), (ii)
T1307:F127/FNZ (50:50) vy (iii) controles sin tratamiento (n=3, en cada caso). La posologia de FNZ fue de 20
mg/kg raton, dosis Unica diaria con descanso de un dia (sin inyeccidn). Posteriormente, a los 18 dias de
tratamiento, se procedid a sacrificar por dislocacion cervical y necropsia y se obtuvieron las imagenes ex
vivo de los ratones BALB/c con tumor de mama inducido 4T1. Es asi, que se inoculan las células en los
ratones BALB/c, se aguarda el periodo de implantacién del tumor (4 dias) y se procede al inicio del
tratamiento. Se mide el didmetro mayor y menor con un calibrador vernier (Ostrand-Rosenberg) antes de
cada dia de tratamiento, teniendo en cuenta la reduccidn al final del estudio, para la valoracién sobre la
eficacia del mismo.

Resultados

Las PMs vacias y cargadas con FNZ presentaron distribuciones de tamafo uniforme, indices de
polidispersién (PDI) < 0,5 y Zeta-potenciales levemente negativos, que muestran ser compatibles con
sistemas estables y que aumentaron hasta 10 veces la solubilidad de FNZ en agua. Se analizaron las
estructuras cargadas con FNZ por TEM, en las que se observéd morfologias esféricas del orden de los
nandmetros. FNZ-libre no afecta la viabilidad celular en células normales NIH 3T3 y disminuye la misma al
aumentar su concentracion en células tumorales 4T1. Las PMs vacias no afectan las células NIH 3T3,
mientras que PMs cargadas con FNZ, disminuyeron la viabilidad celular en células 4T1 a concentraciones
menores del 50% y concentraciones de FNZ de ~30&M. Por ultimo, los tratamientos realizados en ratones
BALB/c con tumor de mama inducido 4T1, utilizando las preparaciones mas promisorias y seguras
(T1307:F127, asi como sus respectivos sistemas cargados con FNZ), mostraron que se obtuvo una
disminucién del volumen de la masa tumoral en aquellos ratones que fueron tratados con T1307:F127/FNZ
(Figura 1).

Figura 1. Imagen ex vivo de: (A) control del tumor sin tratamiento y (B) tumor post-tratamiento con
T137:F127/FNZ.

Conclusiones y Perspectivas

FNZ es un potencial agente antitumoral que combina la capacidad de intercalarse al ADN con un
mecanismo de citoxicidad selectivo en hipoxia. Su baja solubilidad en medios acuosos hace necesaria la
implementacion de estrategias nanotecnoldgicas para poder llevar adelante sus evaluaciones bioldgicas in
vitro e in vivo. Las PMs pristinas, sus mezclas, como aquellas glucosiladas desplegaron alta capacidad de
solubilizaciéon de FNZ y la estabilidad de estos sistemas se vio favorecida con la incorporacion de LPS al
medio. Si bien se requieren estudios mas exhaustivos sobre la capacidad de estos nanosistemas cargados
con FNZ para producir reduccién considerable de la masa tumoral en ratones inducidos con tumor de mama
4T1, los resultados obtenidos hasta el momento indicarian la potencialidad de estos sistemas como agentes
terapéuticos selectivos en condiciones hipdxicas en cancer de mama.
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12 - FORMULACION Y ESTUDIOS IN-VITRO DE NANOCAPSULAS LIPIDICAS DE PRAZIQUANTEL
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INTRODUCCION

El Praziquantel (PZQ) es un antihelmintico de amplio espectro utilizado para tratar helmintiasis
producidas por trematodos y céstodos (ej. Schistosoma, Hymenolepis spp.). PZQ pertenece a la clase Il en el
Sistema de Clasificacidon Biofarmacéutica y su solubilidad en agua es la etapa limitante de su absorcién.La
formulacion de este tipo de farmacos plantea numerosos e importantes problemas derivados del hecho de
gue su biodisponibilidad oral es incompleta, variable y dependiente de diversos factores. En este contexto,
una alternativa nanotecnoldgica es la formulacién de nanocdpsulas lipidicas. Este es un proceso de
recubrimiento de los fdrmacos con materiales de distinta naturaleza, para dar lugar a particulas de tamafio
nanométrico. Una de las técnicas recientemente desarrolladas para la elaboracidn de este tipo de particulas
es el método de inversion de fase, que permite la formacion de nanocapsulas a través de una manipulacién
térmica de un sistema aceite/agua.
OBIJETIVO

El objetivo de este trabajo fue formular, caracterizar y evaluar in-vitro nanocdpsulas lipidicas (NCL)
de PZQ para el tratamiento de la esquistosomiasis.
METODOLOGIA
Formulacién de NCL de 50 nm. Se mezclaron los componentes a temperatura ambiente durante 5 minutos,
la emulsién resultante fue sometida a 3 ciclos de temperatura de entre 55 a 90 2C. En el tercer ciclo, durante
el descenso de la temperatura se hizo el lltimo agregado de agua a 4 2C para la dilucidn de la suspensidn de
NCL en el punto en que se da la inversidn de fases. Para las nanocdpsulas elaboradas se empled: Kolliphor
HS 15, Lipoid 75.3, NaCl y Labrafac. Para la elaboraciéon de NCL conteniendo PZQ, se disolvié previamente en
acetona en una concentracion de 20 mg/ml, y la soluciéon obtenida fue incorporada sobre Labrafac,
manteniéndose en agitacidon constante. Una vez eliminada la acetona, se agregan los componentes en las
proporciones antes mencionadas y se somete a los tres ciclos de temperatura de 55 a 90 9C. Las NCL fueron
ensayadas por triplicado.
Didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidispersidad (IP), potencial zeta (PZ) y conductividad (COND). Las
medidas de DH, IP, PZ y COND fueron realizadas a 25 °C sobre las suspensiones de NCL diluidas en un factor
de 60 en volumen.
Activacién del complemento. Se evalud la activacidon del sistema del complemento en suero humano normal
mediante la medicion de la capacidad hemolitica residual del sistema luego de estar en contacto con las NCL
blanco y las NCL de PZQ. Para esto las suspensiones fueron diluidas hasta una concentracién final de 5
mg/ml de NCL.
Cultivo celular. Se realizaron 6 diluciones de las NCL blancos y NCL conteniendo los farmacos para ensayar la
viabilidad celular en presencia de estas. Las diluciones ensayadas fueron: 2, 4.5, 10, 20, 45 y 100 mg/ml.
Ensayos in vitro sobre gusanos S. mansoni. Se llevaron a cabo experimentos in vitro sobre gusanos adultos S.
mansoni en placas. Se estudio el efecto de las NCL de PZQ y NCL blanco en diferentes concentraciones y
distintos tiempos. Ademas se compard con el efecto del PZQ sin tratar.
RESULTADOS
Didmetro hidrodindamico, indice de polidispersidad, potencial zeta y conductividad

Los resultados se muestran en la tabla 1. En todos los casos los valores de tamafio promedio
obtenido fueron cercanos a los esperados (50 nm). Para todas las muestras los valores de indice de
polidispersidad fueron inferiores a 0,08 nm, podemos decir que las particulas formuladas tienen un tamafio
homogéneo. El valor de conductividad para todas las suspensiones ensayadas fue cercano a 0,6 mS/cm.
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Tabla 1 Diametro hidrodindmico, IP, PZ y conductividad de las NCL.

Blanco PzQ
DH (nm) 56,3 1|56,7 |61,4 |53,4 |58,7 |55,4
IP (nm) 0,06 (0,04 10,03 |0,05 0,06 [0,06
PZ (mV) -7,55 |-3,96 |-4,8 |-12,3 |-5,43 |-5,41
COND (mS/cm) |0,65 (0,58 10,57 0,59 (0,92 |0,69

Activaciéon del complemento

En los casos en los que se emplearon NCL conteniendo PZQ se observa que la activacion del sistema
del complemento es similar a lo que ocurre con las LNC vacias. Esto podria que el PZQ en estos casos
ensayados estaria encapsulado dentro de las LNC.
Cultivo celular

Tanto en las NCL blanco como las NCL conteniendo PZQ la proporcién de células supervivientes fue
similar entre siy a las NCL vacias, tanto a las 24 como a las 48 horas.
Ensayos in-vitro sobre gusanos S. mansoni

Los resultados obtenidos indicaron que la capacidad de inmovilizar e influenciar la disminucién de
tamafio de los gusanos fue similar para las NCL de PZQ respecto al PZQ sin tratar, mientras que al trabajar
con NCL blanco no se observaron efectos significativos sobre los gusanos. En este sentido podemos afirmar
que las NCL de PZQ son activas frente a S. mansoni.
CONCLUSIONES

Los resultados muestran que las NCL blancos y NCL de PZQ exhiben un tamafio similar y cercano a 50
nm. El IP en todos los casos fue menor o igual a 0,08, lo que indica una distribucidon de tamafio homogénea.
Se observa una activacidn del sistema del complemento para las NCL de PZQ similar a la de las NCL blancos,
lo que podria indicar la presencia del farmaco en el interior de las capsulas.
Las NCL blancos y NCL de PZQ presentan resultados similares respecto la supervivencia celular tanto a las 24
como a las 48 horas.

Se demostrd actividad contra gusanos S. mansoni para las NCL de PZQ mediante ensayos in vitro. Las
NCL cargadas con PZQ representan una importante alternativa para una distribucién eficiente de dicho
agente antiparasitario.
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13 — SISTEMAS TRANSDERMICOS DE LIBERACION ELECTROMODULADA EN BASE A FILMS FINOS
DE NANOTUBOS DE CARBONO
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Introduccién

La aplicacién de nanotubos de carbono (NTCs) para el desarrollo de sistemas transdérmicos de
liberacion controlada constituye una alternativa promisoria para la administracion de ingredientes
farmacéuticos activos, que practicamente no ha sido investigada. Los NTCs presentan caracteristicas
distintivas que los hacen muy adecuados con este fin: permiten una alta carga de droga, actian como
favorecedores de la penetracidn, su actividad antimicrobiana intrinseca colabora en el mantenimiento de la
estabilidad microbioldgica de los films permitiendo un uso prolongado, y también se ha demostrado la
bioadhesividad de los NTCs 12, Las propiedades conductoras de la electricidad de redes de NTCs favorecen
también su potencial empleo en sistemas transdérmicos modulados aplicando voltajes eléctricos.
En el presente trabajo, se prepararon y caracterizaron films finos de NTCs (buckypapers) cargados con
drogas modelo, y se estudi®é comparativamente su desempefio, in vitro, como potenciales sistemas
transdérmicos en forma pasiva y electromodulada. Como drogas modelo se emplearon clonidina, de
naturaleza basica y flurbiprofeno, de naturaleza acida.

Materiales y métodos

Los buckypapers se prepararon empleando NTCs comerciales de pared simple, funcionalizados con
grupos carboxilo. Los NTCs se dispersaron en soluciones etandlicas de las drogas mediante un procesador
ultrasénico. Las dispersiones obtenidas se secaron en estufa para favorecer la deposicion de las drogas
sobre los NTCs. Luego, los NTCs cargados se redispersaron en hexano en un bafio ultrasénico y se filtraron
sobre membranas de nylon (tamafio de poro de 0,22 um). Los buckypapers con y sin carga de drogas se
caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), espectroscopia
Raman, difraccién de rayos X (XRD), calorimetria diferencial de barrido / termogravimetria (DSC-TG) y
microscopia electrénica de barrido (SEM). Ademds, se estudiaron las propiedades eléctricas de los
buckypapers, mediante el método de las cuatro puntas y se determiné la eficiencia de carga de las drogas.
Se evalud la cinética de liberacion de las drogas modelo empleando celdas de difusion de Franz adaptadas
para la realizacion de ensayos pasivos y electromodulados.
Resultados

Los resultados de FT-IR, XRD y DSC-TG de los NTCs cargados con las drogas, indicaron que éstas se
encontraban depositadas en estado amorfo. Ademas las mediciones de DSC-TG mostraron un efecto
estabilizador de las drogas por parte de los NTCs. En los espectros Raman, las variaciones en las relaciones
de intensidad entre la banda-D (modos inducidos por desorden) y la banda-G (modos de tipo grafitico) de
los NTCs cargados con respecto a los NTCs puros, resulté caracteristica de la funcionalizacidn no covalente
de los mismos. Las imagenes SEM (Figs. 1a y 1b) evidenciaron que las drogas estaban finamente depositadas
sobre los NTCs. La conductividad eléctrica de los films fue de 220 + 7,9 S m™%, para los buckypapers cargados
con clorhidrato de clonidina y de 308 + 9,3 Sm™, para los cargados con flurbiprofeno. La eficiencia de carga
resultd de 95 % (clorhidrato de clonidina) y de 91 % (flurbiprofeno).
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Fig. 1. Imagenes SEM de films cargados con clorhidrado de clonidina (a) y flurbiprofeno (b)

En las Figs. 2a y 2b se presentan los perfiles de liberacion para los films cargados con ambas drogas modelo.
De la comparacion de estas figuras, pueden observarse diferencias entre los perfiles pasivos de las dos
drogas, presentando el flurbiprofeno valores mas bajos de liberacidn, respecto a la clonidina, a las 8 horas
de ensayo. Estas diferencias pueden atribuirse a las interacciones NTCs-droga, tales como las de apilamiento
n—T, dependientes de la estructura de cada droga. La aplicacién de potenciales eléctricos permitié modular
la liberacion en el sentido deseado, acelerandola o desacelerandola. Los perfiles de liberacién se
representaron en forma satisfactoria e inédita mediante un modelo de pseudo segundo orden
bicompartimentado. La bondad del ajuste puede apreciarse en las Figs. 2ay 2b
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Fig. 2. Perfiles de liberacion pasiva y electromodulada de clorhidrado de clonidina (a) y
flurbiprofeno (b). Comparacidn entre los datos experimentales y las predicciones del modelo de
pseudo segundo orden bicompartimentado (PSOB).

Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que los buckypapers basados en NTCs podrian emplearse como
plataformas novedosas, para la administracion de moléculas terapéuticas por via transdérmica. La
electromodulacion posibilitaria el desarrollo de sistemas transdérmicos electrdnicos integrados que liberen
el principio activo en funciéon de las necesidades terapéuticas del paciente.
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14 - EFECTO ANTITUMORAL DE NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA EN CELULAS DE GLIOMA
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La hidroxiapatita (HAp) [Ca10(POs)s(OH)2] es un componente fundamental de la matriz ésea
inorganica y ha sido ampliamente empleada para reconstruccion ésea. Las nanoparticulas de HAp (NHAp)
presentan propiedades emergentes interesantes, y entre sus diversas ventajas, se ha propuesto que poseen
un efecto antitumoral. En el presente trabajo evaluamos la citotoxicidad de las NHAp tanto en células
normales como tumorales. Las células fueron expuestas a distintas concentraciones de nanoparticulas (50-
500ug/ml) durante 24-72h y se evalué la viabilidad por el ensayo de MTT. Si bien la exposicion a la NHAp
generd baja o nula toxicidad en la mayor parte de los tipos celulares estudiados, en las células de C6 de
glioma se observd un efecto citotdxico luego de 72hs de exposicion (50ug/ml: 21+2%; 100ug/ml: 31+1%;
200pg/ml: 28+2%; 500ug/ml: 29+1%; p<0.001). Este hallazgo resultd relevante sobre todo teniendo en
cuenta las dificultades que presenta el tratamiento de tumores en el cerebro. Por este motivo,
profundizamos en los mecanismos que subyacen al posible efecto antitumoral de la NHAp. La exposicion a
las nanoparticulas indujo generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS). Por tincidn con Lysotracker
Red DND-99, hallamos un incremento en el nimero y tamafio de los lisosomas.

A nivel nuclear, detectamos un aumento en la fosforilacion de la histona 2AX (y-H2AX), lo que indica
la ocurrencia de dafio al ADN. Por otra parte, no encontramos cambios en la morfologia nuclear por
marcacidn con el colorante fluorescente Hoechst 33258 ni en los niveles protéicos de PARP ni p53. La
exposicion a la NHAp disminuyé la capacidad proliferativa (ensayo clonogénico) y de migracién celular
(ensayo de la herida), ambos procesos relevantes para la progresion tumoral. La evidencia obtenida apoya la
existencia de un efecto antitumoral de la NHAp en células de glioma. Estos datos, en conjunto con ensayos
in vivo, permitirdn determinar la factibilidad de emplear estas nanoparticulas con fines terapéuticos.
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15 - NANO-SUSPENSIONES DE ALBENDAZOL PARA EL TRATAMIENTO DE HELMINTIASIS

J. Priotti, D. Leonardi, M. C. Lamas
Instituto de Quimica Rosario (IQUIR-CONICET), Suipacha 570, Rosario, Argentina *correo electrénico: priotti@iquir-conicet.gov.ar

Palabras claves: Albendazol, nano-suspensiones, solubilidad, disolucidn.

Introduccién

El albendazol (ABZ) es un farmaco empleado en el tratamiento de helmintiasis en animales y
humanos. A pesar de su efectividad y amplio espectro, su absorcion en el tracto gastrointestinal es limitada
debido a su baja solubilidad y velocidad de disolucién. Las nano-suspensiones se han convertido en una
estrategia util para mejorar la biodisponibilidad de farmacos poco solubles. Consisten en particulas de
farmaco submicrométricas estabilizadas en un medio, generalmente acuoso. Presentan ventajas tales como
facilidad de manufactura y escalado, reproducibilidad entre lotes y versatilidad. El producto final puede
estar como suspensién o en forma sdlida. Pueden ser producidas por técnicas de precipitacidon anti-solvente
(bottom-up) o por reduccidn del tamafio de particula (top-down). En las primeras, una solucién del farmaco
en solvente orgdnico soluble en agua se agrega sobre una solucién acuosa conteniendo estabilizantes
(polimeros y/o surfactantes). Luego del paso de precipitacion se suele recurrir al secado por aspersion o
liofilizacidn y al empleo de agentes redispersantes para prevenir la aglomeracién de las particulas durante el
proceso. El objetivo de este trabajo fue obtener y caracterizar una nanosuspensién de ABZ para el
tratamiento de las helminitiasis.
Materiales y Métodos

El ABZ se solubilizdé en acido acético glacial y se afiadié sobre soluciones acuosas con estabilizantes.
Las nano-formulaciones se prepararon variando las siguientes condiciones de trabajo: tipo y concentracion
de estabilizante, concentracion de ABZ, velocidad de agitacidn, proporcidn solvente/anti-solvente, tipo de
inyeccion (rapida/por goteo), descartando aquellas en donde se obtenian nano-suspensiones inestables.
Una vez encontradas las condiciones éptimas, se procedid al secado de las nano-suspensiones por dos
métodos, liofilizacidon o secado por aspersion, se compararon los productos resultantes en base al aspecto
del sélido obtenido, el titulo y la solubilidad aparente. Se hicieron ensayos de velocidad de disolucién en HCI
0,1 N, se determind el tamario y el potencial zeta de la nano-suspensién obtenida y se obtuvieron imagenes
en microscopio electrénico de barrido de las particulas secadas por aspersion.
Resultados

Los factores determinantes para la obtencién de nano-suspensiones estables fueron Ia
concentracién de ABZ y el tipo y concentracidon de estabilizante. El polisorbato 80 estabilizd las nano-
suspensiones entre 0,5-1,5% v/v, cuando la concentracién de ABZ fue de 40-100 mg/mL y la proporcién de
solucion de ABZ/solucién de estabilizante 1/5-1/20. La inyeccidén continua de solucién de ABZ sobre la
solucion de estabilizante permitio la obtencidon de nano-suspensiones de menor tamafo que las obtenidas
mediante goteo. La velocidad de agitacion no influyd en el producto. Se selecciond entonces aquella nano-
suspensidn estabilizada con la menor concentracion de polisorbato, la mayor concentracién de ABZ, el
menor volumen de solucidn de estabilizante y secada por aspersién, dado que la solubilidad fue mayor en
las muestras secadas por aspersion que en las muestras liofilizadas. El rendimiento fue de 71,4%, la
solubilidad aparente en HCl 0,1 N fue 76 veces mayor que el ABZ puro y la disolucién del ABZ en las
nanoparticulas fue completa e inmediata. El tamafio obtenido de la nano-suspensién fue de 321 nm. El
potencial zeta de la nano-suspension fue de 15,63 mV y luego del secado de -23,6 mV. En las imagenes de
microscopia electrénica de barrido se observé morfologia irregular de las particulas con tendencia esférica.
Conclusién

La nano-suspension de ABZ obtenida a partir de la estabilizacién con polisorbato 80, presentd
propiedades farmacéuticas prometedoras para ser destinada al tratamiento de las helmintiasis.
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16 - LA ERITROPOYETINA MODULA LA RESPUESTA CARDIOVASCULAR ANTE UN ESTADO
HIPOVOLEMICO AGUDO SEGUN AVANZA LA EDAD

Pérez Niveyro J, Marasco F!, Silva J, Ogonowski N', Donato M?, Zotta E3, Fellet A!, Arreche N},
Puchulu MB?, Balaszczuk AM*?

1Catedra de Fisiologia, IQUIMEFA, 2Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular, 3Instituto de Fisiologia y Biofisica, IFIBIO, Universidad
de Buenos Aires-CONICET Junin 956, 72piso, CABA *correo electrénico: bernarditapuchulu@conicet.gov.ar

Introduccién: Los adultos mayores constituyen una poblacién de alto riesgo cardiovascular por
pérdidas sanguineas derivadas de una cirugia mayor. Se ha demostrado los efectos protectores en
diferentes tejidos de la eritropoyetina (EPO) a través de su unidén con el receptor EPOR, presente en el
miocardio. Sin embargo, es controversial el efecto cardioprotector de la EPO en la regulaciéon de la
hemodinamia cardiovascular ante una hemorragia aguda durante el avance de la edad.

Objetivo: estudiar el efecto del tratamiento con EPO sobre la funcidn cardiovascular y el dafio
oxidativo luego de una hemorragia aguda durante el avance de la edad. Se utilizaron ratas machos de 2
(joven: J) y 12 (adulto: A) meses de edad y se dividieron en: S: sham-tratamiento PBS (1ml/kg); EPO: sham-
EPO (1000 Ul/kg) i.p (3 dias consecutivos); H: hemorragia (20% volemia)-tratamiento PBS; EPO+H:
hemorragia-tratamiento EPO. Se evaluaron: Presion Arterial Media (PAM, mmHg), Frecuencia Cardiaca (FC,
lpm) durante 120 min, hematocrito, EPO sérica, pardmetros ecocardiograficos, inmunohistoquimica del
receptor de EPO (EPOR) y TBARS en ventriculo izquierdo (VI).

Resultados: EPO sérica (mIU/ml) fue mayor en los tratados con EPO que PBS (J: 22418,1%; A:
22849,3* vs J y A: <1+0,1, *P<0.01, P=ns J vs A). Los animales de los diferentes grupos experimentales
presentaron similares condiciones hemodindmicas antes de inducir el estado hipovolémico agudo dado que
no se observaron diferencias en los valores basales del hematocrito, PAM y FC. El tratamiento con EPO logrd
estabilizar la PAM (J: 7743*; A: 86+3*, *P<0.001 vs grupo H, P=ns vs valores basales), disminuyendo el
cronotropismo en Jy A a los 120 min del periodo experimental. Luego de realizado el sangrado, el tiempo de
la recuperacion de la FC fue menor en ratas A que J. Los animales A tratados con EPO mostraron una mayor
fraccidon de acortamiento (FA) de A: (EPO+H: 48+2%*; H: 4011, *P<0.01). La tincidn inmunohistoquimica de
EPOR fue mas intensa en cardiomiocitos y endotelio de A tratados con EPO. En ambos grupos etarios, los
niveles de TBARS fueron menores en EPO+H que grupo H (J: 1,742%; 2,1+1; A: 1,9+2*; 2,7+1; nmol/mg,
*P<0.01, respectivamente). Conclusidn: la terapia con EPO compensaria las alteraciones hemodinamicas y el
dafio de la funcidn cardiaca asociadas al avance de la edad acompanandose de la presencia funcional del
EPOR en el miocardio ante la pérdida aguda de sangre.
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17 —-DESARROLLO DE PELETS DE PECTINA/GELATINA PARA LA LIBERACION CONTROLADA DE
VIOLACEINA PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER DE COLON

Ignacio Rivero Berti'", Boris Rodenak-Kladniew?, Lucie Marquet'?, Nelson Duran* Guillermo R. Castro*

1 Laboratorio de Nanobiomateriales, CINDEFI (CONICET, CCT La Plata), Depto. De Quimica, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad
Nacional de La Plata, Calle 50 # 227, La Plata 1900, Argentina. 2 INIBIOLP, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La
Plata, Calle 60 y 120 s/n La Plata 1900, Argentina. 3 Universite d’Angers, 40 rue de Rennes, BP 75352, 49035 Angers cedex 01,
Francia. 4 Instituto de Quimica, Universidad de Campinas, Campinas, Brasil. *Expositor: Lic. Ignacio Rivero Berti. *correo electrénico:
iriveroberti@gmail.com

La violaceina (Viol) es un pigmento indocarbazolico producido por bacterias (i.e.
Chromobacteriumviolaceum). Esta familia de pigmentos ha demostrado un extenso abanico de actividades
bioldgicas, a saber; antimicrobiano contra bacterias Gram- positivas y en menor medida contra Gram-
negativas, antimicobacteriano, tripanosida, antiulcerosa y antidiarreica, analgésica, inmunomoduladora y
antipirética, y antiviral. No obstante, son sus propiedades tumoricida, citotdxica, inductora de la apoptosis y
antioxidante, las que hacen de este pigmento prometedor en el area de terapia oncoldgica. Asi, las
propiedades citotdxicas de Viol se han estudiado en un panel de lineas celulares; al menos tres de ellas de
carcinoma colorrectal (CCR) y mas importante, in vivo, en ratones, confirmando estas propiedades. Sin
embargo, uno de los mayores problemas que presenta la Viol para su administracién es su baja solubilidad
en medios acuosos, lo que ademas limita su biodisponibilidad y redunda probablemente en procesos de
toxicidad celular y tisular debido a fenédmenos de agregacion molecular.

La pectina, un biopolimero vegetal derivado del acido galacturdnico, por su lado ha sido investigada
como un posible vehiculo para administracién de farmacos especifica de colon en varias oportunidades. El
razonamiento detrds de esta posible aplicacion es respaldada en parte por varias de las propiedades del
polimero, como su biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad de formar geles. Pero, por otro lado, la
pectina es insoluble en medios 4cidos como los del estdmago y duodeno y no es degradada por las enzimas
alli presentes (protegiendo el farmaco encapsulado en ella); mientras que el pH levemente bdasico y las
enzimas pectinoliticas de los microorganismos de la biota promueven la liberacion del farmaco en el medio
colénico.

A causa de la baja solubilidad de la Viol en medios acuosos, esta fue primero emulsionada en una
solucion al 1% (m/V) de Tween20. Para esto una cantidad pesada de Viol fue mezclada con la solucién de
Tween y sonicada con un sonicador de punta durante 10 min en bafo de hielo (60% de potencia).

La emulsidon (ViolTW) fue caracterizada espectrofométricamente por su absorbancia al visible y sus
propiedades fluorescentes. Observandose espectros similares a los obtenidos en solventes hidréfobos.
ViolTW se dejoé reposar 24hs, 48hs y 72hs de manera de evaluar su estabilidad. ViolTW fue observada al
microscopio electrdnico de transmisidon observando estructuras regulares de menos de 100 nm.

ViolTW fue mezclada con pectina y gelatina de manera de producir coacervados conteniendo 4,0% (m/V) de
pectinay 1,0% o 2,0% de gelatina (P4G1 y PAG2 respectivamente). El gel formado por esta mezcla fue luego
goteado en una solucién de 500 mM CaCl; y 1,0 % (V/V) glutaraldehido, con el objeto de lograr una
gelificacion ionotrdpica. Los microesferoides resultantes se secaron a 502C por 24h.

La eficiencia de encapsulacion (EE%) de las matrices fue evaluada segun la ecuacién siguiente:

m,io — |Viol] XV
EE% = —22 Wioll xV 100%
Myiol
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Donde myiyinicial de violaceina en la matriz [Viol] es la concentracion de violaceina en la solucién de
gelificacion y V el volumen de la misma solucién. Las EE% fue del 96,1% para P4G2 y del 95.9% para P4G1.

El tamafio de los microesferoides fue determinado con asistencia del software Imagel, el cual permitid
establecer un didmetro promedio de 0.80+0.15mm vy sin diferencias significativas entre las formulaciones. La
porosidad de la superficie de los esferoides fue evaluada a partir de microfotografias obtenidas con un
microscopio electrdnico de barrido y la asistencia del software Image).

La liberacién de Viol fue ensayada en un disolutor de paletas. La liberacidn se realizd por triplicado en un
medio Clark & Lubs (KCI/HCI, pH 1.2) con el objetivo de simular el paso por el medio gastrico, luego de dos
horas los esferoides fueron lavados y llevado a medio intestinal simulado sin pancreatina segun esta
detallado en la Farmacopea Nacional Argentina, adicionado con 1,0% (m/V) Tween 20, el pH inicial en este
medio fue ajustado a 6.8 y a las dos horas (cuatro horas desde el inicio del ensayo) fue aumentado a pH 7.4
mediante el agregado de NaOH. Se extrajo un mililitro de muestra a cada hora desde el inicio del ensayo y la
concentraciéon de Viol fue determinada mediante absorbancia a 580 nm. Las curvas de liberacion fueron
significativamente diferentes, PAG1 liberd el 77,7% de su carga a las 10h mientras que P4G2 liberd solo el
56,3% al mismo tiempo. La masa de Viol liberada durante las primeras dos horas a pH acido (pH 1,2) fue en
ambos casos menor al 3,0%.

Diferentes concentraciones de Viol, ViolTW y la emulsidn con el agregado de pectina-gelatina (P4G)
fueron evaluados por su citotoxicidad in vitro frente a células HCT-116 (linea celular de cédncer colorrectal
humano) a 24h y 48h mediante MMT. ViolTW mostré ser mas citotdxica a menores concentraciones
(menores a 1,0uM) y menos citotdxicas a mayores concentraciones (mayores a 3,0uM) que las mismas
concentraciones de Viol dispersada con DMSO.

En resumen, se logré obtener una formulacion capaz de vehiculizar la droga altamente hidrdfoba,
violaceina, en entorno acuosos. Esta formulacién probd ser mas eficiente en bajas concentraciones frente a
cultivos celulares de cancer colorrectal. La formulacién fue exitosamente asociada a una matriz para la
liberacion coldnica por via oral.
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18 - DESARROLLO, CARACTERIZACION, CINETICA DE LIBERACION Y EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD IN VIVO DE NANOPARTICULAS SOLIDAS LIPIDICAS CONTENIENDO CARBAMAZEPINA
COMO POSIBLES NANOSISTEMAS PARA EL TRATAMIENTO DE LA EPILEPSIA REFRACTARIA

Sebastian Scioli Montoto'3, German A. Islan?, Maria E. Ruiz'3, Mauricio Di lanni3, Manuel Couyoupetrou?,
Maria L. Sbaraglini?, Guido O. Pesce?, Alan Talevi3, Luis Bruno-Blanch3, Guillermo R. Castro?
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La epilepsia es el trastorno neuroldgico crénico grave mas comun, el cual afecta a mds de 50
millones de personas en todo el mundo. Se caracteriza por convulsiones recurrentes tanto focales como
generalizadas, y aunque se han desarrollado mas de diez nuevos farmacos antiepilépticos (FAEs) en los
ultimos afos, alrededor de un tercio de los pacientes sigue siendo resistente a la terapia con FAEs.
Adicionalmente, debido a las restricciones que encuentran estos farmacos para el ingreso al sistema
nervioso central (SNC) impuestas por la barrera hematoencefdlica (BHE), se requieren elevadas dosis de
FAEs para lograr niveles efectivos en el SNC, lo que aumenta el riesgo de sufrir severos efectos adversos.

Si bien se trata de un problema multifactorial, una de las hipdtesis que se ha planteado para explicar
la resistencia a los tratamientos tradicionales establece que se trataria de un problema farmacocinético,
donde la sobreexpresion de transportadores de eflujo (tales como Pgp) a nivel de la BHE y el foco
epileptogénico, atentaria contra la biodisponibilidad de los FAEs.

Una de las posibles estrategias para enfrentar este problema consiste en “ocultar” al farmaco de los
mecanismos de aclaramiento, permitiendo una mayor llegada del mismo al blanco molecular. En este
sentido, las nanoparticulas sélidas lipidicas (NSL), resultan especialmente prometedoras ya que poseen una
gran capacidad de permeacién a través de la BHE, pero asociadas a una menor toxicidad intrinseca que su
contraparte polimérica.

El objetivo de este trabajo fue encapsular el FAE Carbamazepina (CBZ) en nanoparticulas lipidicas
(NSL y transportadores lipidicos nanoestructurados, TLN), biodegradables y no tdxicas, para obtener
sistemas de liberacién controlada, capaces de mejorar la distribuciéon y aumentar la exposicién cerebral del
farmaco.

Se disefiaron y sintetizaron cuatro formulaciones diferentes conteniendo CBZ (incorporada en

estado sélido o previamente disuelta en DMSO). La sintesis de las mismas se realizé mediante la técnica de
emulsificacion por ultrasonicacién. Brevemente, el lipido se coloca en un bafio de agua calentado a una
temperatura 102C por encima de su punto de fusién, y una vez fundido se incorpora la droga. A
continuacién, dicha fase lipidica se mezcla con una solucién acuosa y termostatizada de un tensioactivo (3%
de Kolliphor® P188) e inmediatamente se aplica ultrasonido mediante un sonicador de punta. Finalizado el
procedimiento, se enfria la nanoemulsién resultante a temperatura ambiente para obtener una suspension
de nanoparticulas lipidicas.
Cada una de las formulaciones fue caracterizada en cuanto a su eficiencia de encapsulacion (%EE) a través
de un método por HPLC previamente validado; tamafio de particula (TP), indice de polidispersion (Pl),
potencial Z (7) por espectroscopia de correlacion de fotones (PCS), microscopia de fuerza atémica (AFM) y
microscopia de transmision electrénica (TEM); las propiedades térmicas a través de calorimetria diferencial
de barrido (DSC) y termogravimetria (TG); y andlisis estructural por difraccién de rayos X (XRD). La
estabilidad de las cuatro formulaciones, en términos de su %EE, TP, Pl y {, se determind durante 2 meses a
una temperatura entre 2-82C.
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Se evalud la cinética de liberacién in vitro de CBZ en buffer fosfato a pH 6.8, durante 24 hs. A
continuacién, y con el fin de evaluar la capacidad de permeacion de las particulas a través de una monocapa
de células, se realizd un ensayo sobre células transfectadas MDCK MDR-I, las cuales sobre-expresan Pgp. Por
ultimo, se realizaron ensayos farmacoldgicos in vivo en ratones utilizando un modelo agudo de epilepsia
(ensayo MES, maximal electroshock seizure) para evaluar la actividad anticonvulsivante de la CBZ
incorporada en las nanoparticulas lipidicas.

Todas las formulaciones mostraron elevadas %EE (89 — 96%) y forma esférica, con un tamafio de
particula medio de 163 nm y una baja polidispersion. Los perfiles de liberacion in vitro mostraron una
liberacion sostenida durante 24 hs. Los ensayos por DSC, TG y XRD evidenciaron que la CBZ se encontraba
incorporada en estado amorfo o molecularmente dispersa dentro de la matriz lipidica. Los ensayos de
permeabilidad en células mostraron diferencias significativas favorables en algunas formulaciones respecto
a la droga libre. Finalmente, se obtuvieron resultados muy promisorios en ensayos in vivo, dondese observo
una evidente proteccion frente a las convulsiones por hasta 4 hs post-dosis para el sistema de
nanoparticulas.

En conclusion, se desarrollaron nanoparticulas lipidicas conteniendo CBZ con caracteristicas dptimas
de tamaiio, forma y permeabilidad, capaces de liberar la droga de manera sostenida, y con actividad
antiepiléptica mas prolongada respecto a una solucién de la droga libre. Dicho desarrollo abre las puertas a
nuevas alternativas para afrontar las limitaciones actuales de los FAEs en el tratamiento de la epilepsia
refractaria.
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19 - DESARROLLO DE UN AGENTE DE TRANSFECCION BASADO EN DMRIE

E. Elhalem?, J.Morrone?, S. Reidel?, M. Ciarlantini®, R. P. Gauna?, V. Zannoni?, L. Gandolfi Donadio?, L.
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Introduccién

DMRIE (bromuro de 1,2-dimiristiloxipropil-3-dimetil-
hidroxietilamonio), es un lipido catidnico utilizado en N
formulaciones liposomales para la transfeccién de acidos |wo~"Z
nucleicos (ADN, ARN) en células eucariotas. Es comercializado Figura 1: Estructura de DMRIE
por un Unico proveedor para aplicaciones de I1+D como agente
de transfeccidon en células animales, como una suspensidn acuosa de concentracion no informada de una
mezcla de DMRIE con colesterol bajo el nombre comercial DMRIE-C. Sirve tanto para aplicaciones in vitro
como para terapia génica. Con el advenimiento de nuevas tecnologias de edicidén génica, se posiciona como
un reactivo de alto potencial comercial, por lo que resulta de gran interés su desarrollo.
Objetivo: Desarrollar un reactivo de transfeccion basado en DMRIE como producto comercial para la
sustitucidon de importaciones.
Descripcidn
Sintesis de DMRIE

Se preparé DMRIE en dos pasos de reaccidén empleando materiales de partida y reactivos
comercialmente asequibles (Kasireddy et al, 2004; Arpicco et al, 2004). Ambos pasos fueron optimizados
variando la temperatura, el tiempo, el solvente, los equivalentes de cada reactivo y el orden de agregado. Se
llevd a cabo la sintesis en escala multigramo (potencialmente escalable) con un rendimiento global del 30%.
El producto se caracterizd por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de
masa.

o)

| OH NaH/DMF O(CHy)13CH3 Br A OH O(CHy)13CH3
Ny s,
N —_— \i —_— N'Br
- OH CH3(CH2)13Br N O(CHy)3CH;  CHaCN HO ™~ O(CHy)13CH3
60 °C reflujo
S YIBRARIRol _ DMRIE
Esquema 1: Sintesis de DMRIE

Preparacion de liposomas catidnicos. Caracterizacion fisicoquimica y morfolégica

Los liposomas fueron preparados de acuerdo al método de hidratacién de la pelicula delgada
empleando una mezcla de DMRIE y colesterol en un rango de concentracion de 5-40 mM. El didametro medio
de particula (Z-Ave) e indice de polidispersidad (Pdl) de las suspensiones se determinaron por dispersion
dindamica de luz, mientras que el potencial zeta (Pot Z) se determind por andlisis en fase de scattering de luz,
utilizando un Zetasizer Nano ZS (Malvern®, Reino Unido) a 25°C en agua deionizada. El Z-Ave, fue menor a
150 nm, y el Pdl resultd menor a 0,1. El Pot Z fue mayor a +30 mV, valor que se correlaciona con la
estabilidad fisica en fase acuosa (Figura 2A). La morfologia y homogeneidad de los liposomas catidnicos se
estudié por microscopia de doble haz FIB/SEM (Figura 2B).
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Z-AVE (nm) | PdlWidth (nm) Pdl PotZ (mV)

138(3) 3

LN

(3) 0.068(0.038) 30013

Nota: el desvicestanderfue mdic ade entre paréntesis.

Z-Ave: Tandio medio de particulz Pdl widh: andhe de
coeficent de polidispersidad. PAT: cooficiente de polidispasidad
Pot Z: Potencial 2

Figura 2: A) Caracterizacion fisicoquimica de liposomas catidnicos B) Imagen de microscopia de doble haz
FIB/SEM de liposomas catidnicos con una magnificacién de 37.000 (Izg.) y 150.000 (Der.).

Preparacion y evaluacion in vitro de Lipoplexes (complejos liposomas-ADN)

La preparacién de lipoplexes se llevé a cabo utilizando combinaciones de liposoma:ADN
correspondientes a un experimento factorial completo
cuyos factores fueron volumen de liposomas (6 o 12 L),
masa de ADN (0,4 o 0,6 pg) y tamafio de liposomas (100 o
400 nm). La citotoxicidad se evalué de manera cualitativa
utilizando una tabla propuesta por la norma ISO 10993-
5:2009 que relaciona caracteristicas citopaticas y citotdxicas
observadas al microscopio optico con grados de
reactividad. La evaluacién del efecto citopatico indicd que  Figura 3: lzquierda. Campo claro + fluorescencia de
el factor “tamafio de liposomas” fue el que presentd el DA-0,6-12-100. Df.-recha.Campfo claro + fluorescencia

L, del control negativo (ADN (-) Liposoma 0,168 mM (+))
mayor efecto (90%). Por otro lado, la transfeccion de las
células CHO fue realizada con el plasmido pEGFP C1 (Clontech) y analizada mediante microscopia de
fluorescencia luego de 24 hs. de cultivo (Bing HU et al, 2012). Si bien la transfeccion resulté positiva para
GFP en todas las condiciones evaluadas, la eficiencia de transfeccién aparente fue baja (Figura 3).

Conclusiones

El desarrollo de un método de sintesis eficiente y robusto nos permitié obtener DMRIE con buenos
rendimientos. A partir de mezclas DMRIE:colesterol se prepararon liposomas catidnicos que se
caracterizaron fisicoquimica y morfolégicamente. Estos liposomas se emplearon para preparar lipoplexes y
se realizd su evaluacién mediante ensayos de citotoxicidad y eficiencia de transfeccién. Los lipoplexes
resultaron efectivos en la transfeccién de células CHO mediante un protocolo canénico de transfeccion.

La proyeccidon de este desarrollo es aplicar un disefio experimental para optimizar la combinacion de
caracteristicas fisicas y condiciones de transfeccion para maximizar la eficiencia de transfeccidn. Se propone
evaluar las variables criticas del proceso de sintesis de DMRIE y preparacidén de liposomas catidnicos para
poder realizar el cambio de escala

Teniendo en cuenta la capacidad demostrada de este reactivo tanto para la transfeccién de células
en suspension in vitro como para terapia génica, se estima que su disponibilidad y produccidn local podran
resultar de utilidad para impulsar el desarrollo de metodologias innovadoras orientadas a terapia génica
libre de agentes con potencial infeccioso (Branski et al, 2010).
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20 - MICELAS POLIMERICAS CARGADAS CON VERDE DE INDOCIANINA COMO POTENCIALES
AGENTES TERAGNOSTICOS
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La combinacion de agentes terapéuticos y diagndsticos en un solo sistema da origen a un concepto
emergente llamado teragnosis [1,2]. Un sistema teragndstico dirigible supondria un gran avance en el
diagndstico y tratamiento de enfermedades como el cancer y seria capaz de tratar la enfermedad al mismo
tiempo que podria utilizarse como agente de diagndstico de la misma [1,2]. La principal caracteristica que
deben cumplir estos novedosos sistemas teragndsticos es su capacidad de dirigirse y acumularse
preferentemente en la diana que se espera realicen su funcidn y asi, evitar un diagndstico errado, como
dafios a tejidos sanos por un tratamiento poco especifico [1,2].

Las micelas poliméricas (PMs) a base de poli(éxido de etileno)-b-poli(éxido de propileno) (PEO-PPO)
ofrecen varias ventajas debido a sus propiedades Unicas, incluyendo: (i) una buena estabilidad en agua por
encima de su concentracién micelar critica (CMC), (ii) cargas elevadas de moléculas activas en el nucleo, (iii)
la capacidad de modificar su superficie con una importante diversidad de ligandos vy, (iv) tamafios
nanomeétricos (15-50 nm) que son adecuados para aprovechar el efecto de permeabilidad y retencién
mejorada (EPR) para el diagndstico y tratamiento del cancer [3,4]. EPR es el Unico fendmeno que capitaliza
las caracteristicas propias de los tumores sélidos, a destacar: una extensa angiogénesis, generacion de
fenestraciones de 300-400 nm de diametro debido a defectos en la arquitectura vascular del tumor, escaso
aclaramiento linfatico y lento retorno venoso, entre otras [5]. Ademas del efecto EPR y el direccionamiento
pasivo, el nucleo/corona de PEO-PPO PMs proporcionaria una semivida mas larga en circulacion [5]. Las
PMs, podrian sumar la capacidad de realizar direccionamiento o targeting activo con especificidad hacia
células cancerosas mediante la incorporacién de moléculas guia. Un gran nimero de células tumorales
sobreexpresan receptores de moléculas especificas [6,7]. Es asi que, los ligandos del tipo aztcar (manosa,
galactosa, glucosa y otros) tienen la capacidad de ser direccionados selectivamente a receptores del tipo
lectinas (LLRs), que son sobreexpresados en macréfagos, células dendriticas, hepatocitos, endotelio
linfatico, entre otros tipos celulares [6,7]. Las razones por las que se ha utilizado glucosa (-Glu) como
molécula ligando en este estudio, ha sido la relativa facilidad con la que se ha podido conjugar a
copolimeros sintéticos preformados, y por otro lado, porque la glucosilacién no sdlo estabilizaria el sistema
coloidal debido a formacidon de multiples enlaces de hidrégeno en la corona micelar, sino que también
favoreceria la internalizacién mediada por receptor a la célula diana y la potencial acumulacién en el tumor
debido a una mayor captacion celular a expensas del aumento exacerbado del metabolismo de dicho azltcar
en las células tumorales [6,7].

En este contexto, es que resulté de nuestro interés explorar el disefio y desarrollo de una nueva
nanoformulaciéon micelar que incorpore eficientemente, en esta primera etapa de estudio, un agente de
contraste con propiedades fisicoquimicas mejoradas tales como: (i) una fluorescencia éptima, (ii) una mejor
estabilidad en medio acuoso y (iii) una semivida mas larga en circulacién, utilizando PMs a base de PEO-PPO
(F127, Mw~12.6 KDa y T1307 Mw~18 KDa) y sus novedosos derivados glucosilados con potencial para
realizar direccionamiento activo (F127-Glu, Mw~13 KDa y T1307-Glu, Mw~19 KDa). Verde de Indocianina
(ICG) es un colorante infrarrojo cercano (NIR), aprobado por la Administracién de Alimentos vy
Medicamentos de los EEUU (FDA), que se utiliza como agente de contraste para el diagnéstico médico [8].
Sin embargo, sufre de algunas desventajas que limitan su uso en aplicaciones clinicas, a mencionar:
autoagregacién en medio acuoso con la consiguiente pérdida de la fluorescencia, orientacién pobre y una
vida media corta in vivo debido a la rapida absorcidn en el higado [8]. Para superar dichos obstaculos,
hemos utilizado en este trabajo, los copolimeros de bloques anfifilicos a base de poli(6xido de etileno)-b-
poli(6xido de propileno) (PEO-PPO) para cargar ICG.
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Si bien, esta estrategia se ha investigado con propédsitos de estudiar la capacidad de
direccionamiento pasivo y activo en una primera instancia, similares enfoques podrian ser explorados para
la administracién de diversas moléculas antitumorales en el futuro.

Las PMs a base de poloxaminas T1307 y T1307-Glu (10% p/v) proporcionaron una eficiencia de
encapsulacion completa (EE = 100%) de ICG en solucidn acuosa (375ug/mL) mientras que ésta se redujo a un
10 y un 55% para F127 y F127-Glu, respectivamente. Las PMs cargadas con ICG fueron caracterizadas
completamente por dispersién dindmica de la luz (DLS) y Microscopia Electrdnica de Transmisién (TEM). Se
observaron tamanos de particula con dos poblaciones marcadas entre 24-27 nmy 6-7 nm, para F127 y F127-
Glu, mientras que se observd una Unica poblacion de 16-21 nm para T1307 y T1307-Glu (PDI < 0,5), con
potenciales Zeta (pot-Z) promedio de -6t1 mV, a 37°C. Asimismo, las PMs cargadas con ICG,
congeladas/liofilizadas y resuspendidas en agua ultrapura, resultaron estables en cuanto a su tamafio de
particula y pot-Z estudiados. Por ultimo, los estudios in vivo utilizando un equipo FX-MX-Pro camera
(Bruker), revelaron un tiempo de circulacion mejorado y un buen rendimiento de los novedosos agentes de
imagenes en ratones BALB/c portadores de tumores de mama inducidos con células 4T1 (modelo de tumor
de mama murino simil estadio IV humano), mas especificamente para los derivados de poloxamina
glucosilados. Los resultados preliminares indican que PMs a base de PEO-PPO y cargadas con ICG podrian
servir como potenciales candidatos de contraste no invasivo (NIR) para el diagndstico y el tratamiento del
cancer.
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21-AUMENTO DE LA ESTABILIDAD DE EMULSIONES ACEITE EN AGUA POR INCORPORACION DE
NANOCRISTALES DE CELULOSA
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En los ultimos afos, ha crecido el interés en la obtencién de nanoparticulas a partir de polisacdridos
tales como celulosa, almidén y quitosano, teniendo en cuenta que son compuestos biodegradables, de facil
obtencidn, bajo costo y no téxicos. Estas nanoparticulas se han utilizado principalmente como refuerzos de
peliculas y recubrimientos poliméricos, logrando mejor sus propiedades mecanicas y/o barrera. Pero
recientemente se ha comenzado a estudiar su incorporacién en emulsiones ya que su posible actividad
surfactante podria mejorar la estabilidad de estos sistemas por efecto Pickering.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del agregado de nanocristales de celulosa (NCC)
sobre la capacidad de las proteinas de soja de formar y estabilizar emulsiones aceite en agua (O/W). Los
NCC se obtuvieron por hidrdlisis acida de celulosa microcristalina durante 120 minutos a 45°C. La suspension
resultante se lavé hasta neutralidad con sucesivas centrifugaciones, se dializé en agua, se sonicd y se
almacend hasta su utilizacidn. Se obtuvieron nanocristales de 0,5-3 nm de didmetro y 250-550 nm de largo
(seguin su analisis por dispersion de luz dindmica y microscopia de fuerza atdmica); y con un indice de
cristalinidad de 96% (determinado por DRX). Estas nanoparticulas se incorporaron en distintas proporciones
(de 0 hasta 10%p/p) a dispersiones acuosas de aislado proteico de soja al 5%p/v, que fueron empleadas
para formar emulsiones O/W empleando aceite de pescado como fase oleosa manteniendo una relacién
proteina:aceite 4:1 (p:p). Se realizd una pre-emulsidon con Ultraturrax y luego se emulsificé por ultrasonido
(350W por 5 min).

Las emulsiones O/W sin el agregado de nanoparticulas presentaron distribucién bimodal de tamario
de gotas, siendo la poblacién de menor tamano (10-100 nm) la mas predominante. Al aumentar la
concentracion de nanoparticulas, se observaron distribuciones polimodales con gotas de mayor tamafio. Al
analizar el comportamiento reoldgico de las distintas formulaciones, se encontré que la emulsion preparada
solo con proteinas presentdé un comportamiento de flujo newtoniano, al igual que las que contenian bajas
concentraciones de NCC, pero aquellas con contenidos de nanoparticulas superiores al 6%, presentaron un
comportamiento pseudopldstico, reflejado en la disminucién del indice de flujo y el aumento del indice de
consistencia. La estabilidad de las emulsiones, determinada por andlisis de luz dispersa, aumento
significativamente con el agregado de NCC. Mientras que las emulsiones estabilizadas solo con proteinas
comenzaron a desestabilizarse a partir de las 48 h, las que contenian bajas concentraciones de NCC (hasta
4%) recién mostraron signos de cremado al séptimo dia, y las que contenian concentraciones de NCC
superiores a ese valor se mantuvieron estables por mas de 25 dias.

Los sistemas emulsionados estudiados resultan promisorios para carriers componentes activos con
caracteristicas lipofilicas. En particular, las emulsiones O/W desarrolladas permitirian vehiculizar aceite de
pescado en distintos alimentos, cuyo consumo es recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud, y
enmascarar sus caracteristicas organolépticas.

Palabras clave: nanocristales de celulosa, proteinas de soja, emulsiones O/W, aceite de pescado.
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22 -DESARROLLO DE NANOPARTICULAS DE PLATA Y SU UTILIZACION EN LA FORMACION DE
MATERIALES ANTIMICROBIANOS
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Los envases con propiedades antimicrobianas pueden desempefiar un papel crucial en la mejora de
la calidad de los alimentos, prolongando su vida util y previniendo o retrasando su deterioro. La accidn
antimicrobiana en los envases puede alcanzarse con el agregado de aditivos activos de origen organico,
como acidos, enzimas, péptidos y polimeros, o inorganicos como es el caso de las nanoparticulas metalicas u
oxidos metalicos. Las nanoparticulas de plata (NPAg) han atraido mucha atencién por su actividad contra
una amplia gama de microorganismos patégenos, incluyendo bacterias, levaduras, hongos y virus, y por su
estabilidad térmica.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar peliculas de gelatina con propiedades antimicrobianas
debido a la incorporacion de nanoparticulas de plata sintetizadas in situ en la dispersiéon filmogénica o
previamente usando citrato de sodio como agente reductor/estabilizante

Tanto el citrato como la gelatina lograron reducir los iones plata (AgNQOs) y formar nanoparticulas de
plata esféricas, con distintas distribuciones de tamafio y con una importante actividad antimicrobiana
evaluada frente a E. coli. Estas nanoparticulas, al estar presentes en la formulacién de peliculas de gelatina,
las activd con importantes propiedades antimicrobianas y lograron ejercer un efecto refuerzo sobre las
propiedades mecdnicas de los materiales resultantes.

Los nanocompuestos preparados agregando nanoparticulas previamente formadas usando citrato
de sodio como agente reductor/estabilizante fueron los que mostraron las mejores propiedades. El tamafio
de las nanoparticulas de plata pareciera ser mas determinante en la actividad antimicrobiana que la
concentracion.

La gran actividad antimicrobiana observada en los materiales, nos induce a buscar la cantidad
minima de nanoparticulas a incorporar, y confirmar esta actividad en sistemas alimenticios reales.

Palabras clave: gelatina, peliculas biodegradables, nanoparticulas de plata, antimicrobianos, envases activos.
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23 -LAS NANOFIBRAS DE CELULOSA MEJORAN LA LIBERACION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS
DEL ACEITE ESENCIAL DE CLAVO INCORPORADO EN PELICULAS PROTEICAS DE SOJA

C.M. Ortiz %, P. R. Salgado !, A. Dufresne %, A. N. Mauri **

1. Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA, CONICET-CIC-UNLP), Universidad Nacional de La
Plata, Buenos Aires, Argentina. 2: Laboratoire de Génie des Procédés Papetiers (LGP2), UMR CNRS 5518, Grenoble INP-Pagora,
Francia*correo electrénico:anmauri@quimica.unlp.edu.ar

Actualmente, una de las alternativas mas efectivas para mejorar las propiedades mecanicas y
barrera de los materiales en base a biopolimeros, asi como también para los sintéticos, es el agregado de
micro o nanorefuerzos a la formulacion. Estos refuerzos también pueden afectar la liberacién de los
compuestos activos incorporados en los materiales. Entre los nanorefuerzos disponibles, existe un especial
interés en aquellos de naturaleza biodegradable derivados de polisacaridos, como son las nanofibras de
celulosa.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del agregado de nanofibras de celulosa sobre las
propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y antimicrobianas de peliculas proteicas de soja activadas con
aceite esencial de clavo de olor (CEO).

Las peliculas se formaron por casting a partir de dispersiones acuosas conteniendo 5%p/v de aislado
proteico de soja (SPI), 1,25%p/v de glicerol, cantidades variables de celulosa microfibrilada (0, 4, 8y 12 g
MFC/100 g SPI; obtenida por tratamiento mecanico a partir de fibras de formio (con d=50-60nm, L=485um y
cristalinidad=34,5%), con o sin el agregado de 0,5 mL de CEO/100 mL.

Todas las dispersiones filmogénicas presentaron comportamiento de flujo pseudopléstico -que se
acentuod con el agregado de MFC y CEO- y formaron peliculas homogéneas. El agregado de MFC provocd un
fuerte efecto refuerzo en las peliculas, mejorando las propiedades mecanicas y de barrera pero sin
modificar su apariencia, contenido de agua y Tg. El agregado de CEO a las peliculas proteicas vy
nanocompuestas les confirid importantes propiedades antioxidantes y antimicrobianas, plastificando las
matrices proteicas y modificando de manera diferencial las propiedades barrera, dado que aumenté la
permeabilidad al oxigeno y disminuyd la permeabilidad al vapor de agua. La presencia de nanofibras en la
matriz proteica modifico la liberacién de los compuestos activos del CEO. Al aumentar la concentracién de
nanofibras se incrementaron las propiedades antioxidantes y la actividad antimicrobiana de las peliculas
frente a distintas cepas bacterianas de importancia en enfermedades transmitidas por alimentos. Estos
resultados podrian atribuirse a una mejor distribucidn del aceite en las peliculas, a través de un mayor
nuimero de gotas de menor tamafio (observado por SEM), lo que podria deberse a un interesante efecto
emulsificante de las nanofibras (recientemente descripto).

Estos resultados propician la utilizacion de estos materiales activos y nanocompuestos en la
preservacion de alimentos, lo que sera evaluado en futuros estudios.

Palabras clave: proteina de soja, nanofibras de celulosa, peliculas antioxidantes y antimicrobianas, envases activos.
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24 - DESARROLLO DE SISTEMAS NANOMETRICOS PARA LA ADMINISTRACION DE MELATONINA
UTILIZADOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA PERIODONTITIS

A.Carpentierii, S. M. Martinezz, D. A. Allemandizy D. A. Quinteros*:

1-Citedra de Quimica Bioldgica. Facultad de Odontologia Universidad Nacional de Cérdoba. INICSA-CONICET/UNC. Cérdoba-
Argentina. 2-Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Facultad de Ciencias Quimicas Universidad Nacional de Cérdoba. UNITEFA.
Cordoba-Argentina. *correo electrénico:*danielaag@fcqg.unc.edu.ar

INTRODUCCION:

La periodontitis es una enfermedad causada por bacterias de la placa dental. Se caracteriza
principalmente por la destruccién del periodonto de insercidn, el cual incluye cemento, ligamento
periodontal y hueso alveolar:. En Latinoamérica, la mayoria de la poblacién sufre de enfermedad
periodontal en distintos grados de severidad,. Una vez daiado, el periodonto tiene escasa capacidad para la
regeneraciéns. Los procedimientos mas comunes para lograr regeneracién periodontal incluyen
acondicionamiento radicular, injertos dseos, regeneracién tisular guiada y la aplicacién de factores de
crecimientoas. Sin embargo, estos procedimientos son poco predecibles y estan asociados con una alta tasa
de variabilidads, La melatonina (MEL, N-acetil-5-metoxitriptamina), es una hormona sintetizada y secretada
principalmente por la glandula pineal. La MEL también se produce en varios drganos, y las enzimas
formadoras de MEL son encontradas en un gran nimero de tejidos, incluyendo la retina, ovarios, tracto
gastrointestinal y células del sistema inmunes. MEL es liberada a la sangre y luego difunde pasivamente a la
cavidad oral via la saliva y a la mucosa oral. La MEL en saliva se encuentra en concentraciones de hasta un
70% menos que en sangre;. Dentro de las variadas funciones de la MEL esta reconocida su accién
estimuladora de la formacién dsea, ya que estimula la proliferacidn y la sintesis de fibras de colageno tipo |
en osteoblastos (OB) humanos in vitrog. Dentro del metabolismo éseo, otra importante accién bioldgica
directa de la MEL se centra en el osteoclasto (OC), célula multinucleada encargada de la reabsorcion de
matriz extracelular mediante diversos mecanismos, dentro de los cuales se encuentra la produccion de
radicales libres. La MEL, a través de su accidn antioxidante y depuradora de radicales libres, podria interferir
en esta funcidn del osteoclasto e inhibir de esta forma la resorciéon dsea. En los ultimos afios la nano-
odontologia ha aportado nuevas tecnologias en el desarrollo de materiales innovadores con particulas en
rangos nanomeétricos, y su aplicacion clinica cotidiana como nanoparticulas, nanotubos y nanorobots, que
han mejorado incluso los procedimientos tradicionales, revolucionando terapias y los procedimientos
odontoldgicos cldsicos. En este contexto, los sistemas nanoparticulados han mostrado ser sumamente
auspiciosos como sistemas farmacéuticos de uso odontolégico para dar respuesta a todos estos
requerimientos de formulacién. No obstante, estos sistemas no han sido exhaustivamente explorados para
administrar fdrmacos por esta via, comparativamente con otras vias de administracion (ej. parenteral). Con
este nuevo sistema se busca insertar directamente Melatonina utilizando como sistema portador diferentes
sistemas nanométricos dispersos o no, en polimeros bioadhesivos en la bolsa periodontal, liberando el
farmaco de forma sostenida

MATERIALES Y METODOS:

Materiales:

Nanocapsulas de etilcelulosa — Melatonina (MEL): Etilcelulosa (Colorcon ®), Melatonina (Drogueria
Saporiti S.A.C.I.F.I.A), Span 60 (Resikem S.A), Miglyol 812 (Cremer Oleo), Etanol 95% calidad p.a (Porta®),
Tween 80 (Todo Droga), Agua Purificada.

Métodos:
Elaboracion de sistemas nanoparticulados de etilcelulosa cargados con Melatonina.

Las nanocdpsulas seran preparadas por deposicién interfacial del polimero preformado. Es una
técnica sencilla facilmente escalable a nivel industrial. Consiste en obtener una solucién en acetona de

89



Anales 2017- MEMORIA — ANEXO — PRESENTACIONES JORNADA 161

polimero (Etilcelulosa), fdrmaco, surfactante lipdfilo (Span 60) y aceite (triglicéridos de cadena media)
que se afiadira a una dispersion acuosa de Tween 80 (agente tensioactivo hidrofilo), bajo agitacion
magnética a 40°C. El etanol se separard y la fase acuosa se concentrard por evaporacién bajo presion
reducida. ElI volumen final se ajustard a la concentraciéon deseada. Se desarrollaron nanoparticulas de
etilcelulosa (NCEC-B) y conteniendo MEL (NCEC-ME, dosis de 1,2 mg/ml).

Caracterizacidn fisico-quimica: se realizaron estudios tales como medicion de pH, Potencial Z tamafio de
particulas y eficiencia de encapsulacion de Melatonina.

Estudios in vitro: se realizaron perfiles de liberacion en Fluido simulado de Saliva y su respectiva cinética de
liberacion.

RESULTADOS :

Caracterizacion fisica — quimica de NCEC-ME.

pH: Las formulaciones de NCEC-ME, mostraron valores de pH ligeramente acidos. Evidenciando una
disminucién a medida que aumenta la concentracién de Melatonina.

Tamaiio de particula, polidispersidad (Pdl) y Potencial Z: se observd un rango tamafio de particula
(determinado por el didametro hidrodindmico, du) para NCEC-ME, entre 10 nm y 155 nm, aunque se observé
un ligero aumento del tamafo de particula con el descenso de la concentracién del farmaco. Los valores de
Pdl obtenidos son menores a 0.160, éste resultado hace presumir la obtencidon de un tamafio de particula
relativamente homogéneo. Los valores de Potencial Z muestran valores negativos, aproximadamente -22
mV.

Capacidad de carga: La capacidad de carga de las NCEC-ME fue de aproximadamente 64 % para NCECME
(Img/ml) y de 69% para NCECME (2mg/ml).

Estudios in vitro de liberacion de Melatonina desde NCEC-ME: se observd una liberacion prolongada en le
tiempo del sistema nanoparticulado, en comparacion con una solucidon de MEL en una concentracién de
1mg/ml reflejan. Ademds, a medida que aumenta la concentracién de MEL en las NCEC-ME, la velocidad de
liberacidn tiende a disminuir.

DISCUSION Y CONCLUSION:

Las Nanocdpsulas de Etilcelulosa cargadas con Melatonina tienen un tamafio de particula
aproximado de 150 nm, con baja polidispersidad y con carga superficial es negativa. Esta dispersion
ligeramente acida ha mostrado tener una adecuada eficiencia de encapsulacion de MEL, con capacidad de
liberar el farmaco de manera prolongada en el tiempo y dependiente de la concentracién. Estas
caracteristicas permiten inferir que serian sistemas con potenciales ventajas para su utilizacion como
sistemas nanomeétricos para vehiculizar Melatonina para el tratamiento de diferentes patologias
periodontales, principalmente periodontitis.

1 Baelum V. et al. Periodontology 2000, 2013; 62:37-58.

2 Oppermann R et al. Periodontology 2000, 2015; 67: 13-33.

3 Feng R. Advances in wound care 2013; 2:296- 305.

4 Sander L et al. J. Clin Periodontology 1995; 22:332-337.

5 Needleman IG.Cochrane Database Syst Rev. 2006 Apr 19;(2):CD001724 (Abstract)
6 Carpentieri A et al. Mol Cell Biochem 2014; 387:197-205.

7 Nakade O et al. J Pineal Res. 1999; 27:106-10

8 CARDINALI DP ET AL. J PINEAL RES. 2003; 34:81-87.
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162° JORNADA CIENTIFICA

ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

FACULTAD DE FARMACIAY BIOQUI'MICA
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Sala de conferencias: “Pbro. Antonio Saenz”

“SINDROME UREMICO HEMOLITICO.
PASADO, PRESENTE Y FUTURO”

Coordinadores
Acad. Silvia Gold — Acad. Francisco Stefano
Buenos Aires — Argentina
14 de Septiembre de 2017

PROGRAMA

14:30-14:35 hs

Introduccion

14:35-15:05 hs

“Escherichiacoli productor de toxina Shiga: avances de un abordaje
transdisciplinario”
Académico Gerardo Leotta

Académico de Numero en representacion de la Academia Nacional de Agronomia y
Veterinaria

15:15-15:45 hs

“SUH, su impacto en la poblacion pediatrica Argentina”

Dra. Andrea Exeni

Jefe de Seccion Nefrologia y Didlisis Peritoneal Crdnica Infantil Hospital Universitario
Austral

15:55-16:25 hs

“Nuevo paradigma diagndstico del Sindrome Urémico Hemolitico
tipico”

Dra. Marta Rivas

Jefe Servicio Fisiopatogenia INEI-ANLIS "Dr. Carlos G. Malbrdn"

16:35-16:50 hs

Café

16:50-17:20 hs

“Prevencion del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)”
Dra. Maria Gracia Caletti
Consultora (h) H. Garrahan

17:30 - 18:00 hs

“Ingenieria de proteinas para el abordaje terapéutico del Sindrome
Urémico Hemolitico”
Dr. Fernando Goldbaum

Investigador Superior CONICET, Director del Centro de Redisefio e Ingenieria de
Proteinas (CRIP-UNSAM)

91




Anales 2017 — MEMORIA — JORNADA 162

“Escherichiacoli productor de toxina Shiga: avances de un abordaje transdisciplinario”
Académico Gerardo Leotta
Académico de Numero en representacion de la Academia Nacional de Agronomia y Veterinaria

Muchas gracias por la invitacién.

Espero que esta sea la antesala de una relacién interesante entre ambas academias: Farmacia y
Bioquimica y de Agronomia y Veterinaria. Aprovecho mientras la presentacion se va cargando. En
noviembre va a haber una jornada interacademias, ambas academias van a estar participando junto con
Medicina y Veterinaria de Uruguay, acd en Buenos Aires.

Lo que tengo para comentarles es que si bien vengo en representacién de la Academia Nacional de
Agronomia y Veterinaria mi lugar de trabajo es el CONICET y lo que les voy a comentar es algunos avances
respecto de un abordaje transdisciplinario con Escherichia coli productor de toxina Shiga, no con la
enfermedad en si misma sino con el agente etiolégico.

Yo soy responsable de la linea de investigacidn en el Instituto de Genética Veterinaria, una unidad
ejecutora del CONICET, y la UNLP es de doble dependencia. La linea se llama Seguridad alimentaria y esta
dirigida particularmente hacia inocuidad. Y entre lo que es inocuidad particularmente al peligro bioldgico:
bacterias patégenas transmitidas por alimentos.

La linea fue creada en el afio 2009 y estas son un poco las metas que tenemos la linea y el Instituto:
qgue lo hacemos en investigacion pueda aplicarse en docencia de hecho estamos en una universidad publica
y en extensidn. Y cuando digo extensién me refiero desde el punto de vista genuino, de devolver a la
comunidad lo que la comunidad hace por el sector de ciencia y técnica y por Universidad publica. Y en este
marco les voy a contar algunas de las experiencias que tuvimos. El objetivo de esta linea de investigacion fue
el desarrollo de técnicas moleculares para la detencidn de bacterias patdogenas transmitidas por lo
alimentos. Tratamos de abarcar distintos alimentos: acad pueden ver algunas: Salmonella spp; marcada en
rojo la que nos convoca el dia de hoy Escherichia coli STEC 0157:H7 y STEC no-0157 productos de toxina
Shiga; Campylobacter jejuni 'y C. coli; Listeria spp. y L. monocytogenes; Staphylococcus aureus; Cronobacter
sakazakii, entre otras.

El tema es que teniamos estas técnicas, las teniamos desarrolladas y las teniamos validadas,
publicabamos trabajos de investigacion, pero la idea fue qué hacemos con esto desde el laboratorio cémo
podemos aplicar, cémo podemos devolver a la comunidad algo de lo que estamos haciendo. Para qué sirve
lo que estamos haciendo.

Al estar en la Facultad de Veterinaria trabajamos con varias matrices, pero convocé fuertemente la
cadena de la carne bovina y una de las enfermedades que tenia vinculo con la cadena de produccién de la
carne es el SUH, como dijo el Dr. Stefano, una enfermedad endémica en la Argentina en donde hay 300 y
500 nuevos casos por afio. Si lo comparamos con el resto del mundo y el total de habitantes es 1.1 casos
cada 100000 habitantes. No hay mucha diferencia con otros paises sin embargo el rango etario mds sensible
menores de 5 afios esta cifra aumenta a 8.4 cada 100000 nifios menores de 5 afios.

Pero también debemos reconocer que si bien lo rumiantes en general, el ganado vacuno en particular
es el principal reservorio, se descubrié en otras especies animales: ahi tenemos distintos rumiantes hasta
silvestres, conejos, perros, gatos, roedores, cerdos, palomas, moluscos bivalvos, y mas. Y el hombre que
tiene que ver con la transmisidon persona a persona, Hay varias formaciones relacionadas con esta
transmisidn persona a persona, y uno de los grandes brotes fue en el afio 2011, en Alemania, se considera
que la bacteria que lo causo podria ser de origen humano y como alimento relacionado vegetales. Esto es
mucho mas complejo que vincularlo al ganado bovino y a la carne. Por eso nosotros tratamos de hacer un
abordaje integral basandonos en la cadena agroalimentaria y bajo el concepto de una sola salud: la salud
humana, la salud animal, y la salud ambiental.
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Desde nuestra linea de trabajo, tratamos de abordar todos los eslabones, particularmente de carne
bovina. Trabajamos en produccién primaria con la industria alimentaria: les voy a dar algunos ejemplos:

Puntos de comercializacién y venta. y acd me voy a detener. El primer ejemplo que les voy a dar.
Empezamos al revés en la cadena por el punto de venta minorista. En el afio 2010 disefiamos este programa
“Carnicerias saludables” con la idea de mejorar la calidad de la carne bovina destinada al consumo
minorista. Esto devino en que nos encontramos con una realidad quizads diferente a las que nos
imagindbamos y terminamos contribuyendo con las autoridades sanitarias y bromatolédgicas para
fortalecerlas, para generar un vinculo entre la autoridad sanitaria y la boca de expendio minorista. Al menos
las pruebas piloto que hicimos en la ciudad de Berisso (BA)
El programa consistio en 3 etapas:

La primera etapa es descriptiva, explicamos desvios. En esta etapa lo hicimos fue describir, analizar y
proponer acciones de mejora. Esto no lo podiamos hacer sino de la mano de la autoridad sanitaria. Pero la
propuesta, las opciones de mejoras se hicieron en conjunto con los carniceros. Ellos mismos al contarle cual
era el peligro iban buscando en conjunto soluciones. Si ellos no estaban convencidos de aplicar estas
mejoras era dificil que tengan éxito.

En la segunda etapa se implementaron las acciones de mejora y en la tercera etapa se verificaron.

Y esto que parece tan sencillo, tan obvio, no siempre es asi porque muchas veces hay planes de estas
caracteristicas que quedan en una capacitacion; capacitacién que quedd ahi. Lo interesante de estos, el
desafio, fue ver si realmente las acciones de mejoras se implementaron y si realmente fueron efectivas.

En la etapa 1 lo que hicimos fue aplicar una planilla de cuantificacion de riesgo dividiendo la
carniceria en 5 grandes bloques donde la cuantificacidn de riesgo estaba basada en inocuidad no en aquello
que los inspectores tienen mayor avidez en ver que son las condiciones edilicias sino en el manejo de la
carne. Tomamos muestra de carne picada en géndola y después la situacién general que se daba en la
carniceria. Un andlisis microbiolégico negativo a la carne molida en determinado momento es circunstancial
si el ambiente estd contaminado. Es por ello que tomamos muestras de ambiente: picadoras y las
desarmdabamos, tomamos muestras de las manos de carniceros, tablas, los cuchillos y chairas. Demas esta
decir que no haciamos Unicamente Escherichia coli, también buscdbamos salmonela, listeria monocytogenes
y Staphylococcus aureus.

En la segunda etapa lo que se hizo fue aplicar acciones de mejoras y los usamos como lema fue
“Capacitacion sin sancién”. La idea de esto era si hay una sancion. Si hay sancidn se cobra una multa. Se
cierra la carniceria. Se vuelve a abrir y no tiene ningln tipo de mejora. Se vuelve a abrir en las mismas
condiciones. Entonces la idea es explicarle al carnicero que fue lo que ocurrié y cémo mejorarlo.

Estos son los resultados de la prueba piloto en la ciudad de Berisso. Lo podemos clasificar en tres
estratos: riesgo alto, moderado y bajo y podemos comparar la primera etapa con la tercera

La primera etapa fue en 2011, la segunda etapa en el aio 2012 y en el afio 2013 la tercera. De riesgo
alto tuvimos en el afo 2011 el 50% o sea que la mitad de las carnicerias eran de riesgo alto. En el 2013
bajamos al 22%. De riesgo moderado de 34% pasamos a 42%. Asumimos ahi que las que eran de riesgo alto
pasaron a moderado. Y de riesgo bajo pasamos de 10 a 30%. Entonces podemos asumir que tuvimos un 55.8
% de mejora con un saldo positivo ya que 48 de 86 tuvimos buenos resultados

Con esto también, lo intentamos hacer es comunicar a la sociedad que era lo que estaba pasando y
trabajar con los chicos de edad en riesgo. Para esto lo hicimos con todos los jardines de infantes tanto
publicos como privados. Eran 26 jardines de infantes y utilizamos como herramienta didactica la caja
diddctica de USO la ONG de lucha contra el SUH. Y 4500 chicos llevaron informacidn a sus casas de cémo
prevenir las enfermedades producidas por los alimentos, no Unicamente el SUH sino todas las
enfermedades producidas por los alimentos

El programa carnicerias saludables fue transferido a partir del afio 2013 en conjunto con el Instituto
de Promocidn de la Carne Vacuna Argentina a 15 jurisdicciones y mas de 150 municipios. Actualmente
seguimos con la etapa de transferencia. Por suerte este es un programa voluntario. Nadie obliga a nada. El
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que lo quiere hacer es porque quiere generar un vinculo entre las bocas de expendio y la autoridad
sanitaria. También sirvié como disparador no solo para trabajar con carniceria sino también con panaderia,
rotiserias. Fue una experiencia interesante.

Los resultados de este trabajo estan publicados, disponibles en la red. Al que le interesa lo puede
consultar o me lo puede pedir.

Y ahora cambio el angulo de la informacién respecto de la cadena de produccion de la carne. En el afio 2011
se produjo un brote de SUH en Alemania causado por E. coli productor de toxina Shiga 0104:H4 que produjo
54 muertes, 855 casos de SUH y 2987 afectados. La primera causa de origen del brote fueron pepinos de
origen espafiol y generd un costo enorme para la cadena frutihorticola que costo mas de 200 millones de
euros. Los pepinos no tenian la bacteria. Los problemas de comunicacién de riesgo no terminaron con los
pepinos, sino que se identificaron a brotes de soja de origen aleman. Y después se demostré que habian
sido unas semillas de mostaza; las semillas de mostaza tampoco habian sido y terminaron con semillas
germinadas de fenogreco.

Esto significo también un cambio en la legislacidn europea que fija los criterios microbiolégicos para
los alimentos. El reglamento fue modificado y se establecidé un criterio claro para la tolerancia 0 a 6
serogrupos de Escherichia coli productor de toxina Shiga.

Sin embargo, en los afios 2013 y 2014 se identificd a la carne bovina, sin tener asociacidén con este
brote, como alimento de mucho riesgo. Y hubo, podemos ver en este resumen, como producto carnico y
con motivo del test tolerancia 0, primero se empezd a considerar los genes STEC y poner en aislamiento a
todos los STEC, mas 1152 serotipos. Hubo 28 alertas, entre los cuales tenemos estados miembros de la UE,
Nueva Zelandia, Brasil y Argentina. Informacidon para seguimiento hubo 3 informes relacionados con
Alemania, informacién para tension 20 estados de la UE, 5 de Argentina, 2 de Uruguay, Brasil, Nueva
Zelandia EE UU y Sudéfrica. Hubo 84 contenedores rechazados de los cuales eran 27 de Argentina, 26 de
Brasil, 23 de Nueva Zelanda, 5 de Uruguay y 3 de Namibia. Carne de origen bovino de Argentina, Brasil y
Uruguay. El resto era carne de cordero o carne de ciervos.

En este marco se generd un grupo, por solicitud del Instituto de Promocién de la Carne Vacuna
Argentina, donde se convocdé a 3 unidades ejecutoras del CONICET, SENASA, INTA y la Agencia
Gubernamental de control de CABA para tratar de buscar una solucién a esta problematica en la cadena de
produccién de la carne bovina con destino a la UE. Por supuesto que este trabajo tenia consecuencia para el
consumo interno

Los ejes estratégicos para este grupo fueron 2: capacitacidn e investigacidn y desarrollo. Para esto,
termind firmandose un convenio entre CONICET y el IPCVA.

En capacitacidon participamos del 8vo. workshop de laboratorios de referencia de la UE. También
participamos de un interlaboratorio, el primer interlaboratorio organizado por la UE en el cual participaba
Argentina. Esto fue en 2013 y en 2014 colaboramos e instamos para que participe SENASA. No tiene sentido
que participe un laboratorio de ciencia y técnica cuando tiene que estar la autoridad sanitaria participando
para dar garantias al exterior. Y también participamos en un workshop que se realizé en Bruselas donde se
dio a conocer parte de los resultados que veniamos haciendo hasta entonces y esto se hizo en conjunto con
cancilleria, el SENASA y IPCVA para mostrar los resultados que habia y en esta reunién fue muy interesante
porque habia autoridades sanitarias de la UE y de la Comisién Europea ademas de varios paises. Toda esta
informacién sirvié para consolidar un curso Centro de Estudios para la capacitacion de veterinarios que se
hizo en el afio 2014 y después se reeditd en los afios 2015, 2016 y 2017. Este afio ya con la experiencia
adquirida el curso fue solicitado por Paraguay y lo dictamos hace un mes.

En investigacion y desarrollo lo que hicimos o logramos hasta el momento fue caracterizar el riesgo y
mitigaciéon del impacto STEC en la cadena cdrnica bovina e implementacién de mejoras en plantas
frigorificas. Lo que hicimos fue un estudio de caracteristicas similares al de carnicerias saludables y un
frigorifico exportador. Donde bajamos todos, el mismo tipo de disefio trabajando con producto terminado y
como alimento de mayor riesgo en un frigorifico de estas caracteristicas que son los recortes ademds de
hacer todas las muestras ambientales donde pudimos ver dénde es que estaba presente la bacteria. Por
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supuesto que el objetivo de esto era tolerancia 0 a STEC. El objetivo que perseguiamos fue la
tolerancia 0 a Escherichia coli productor de toxina Shiga en este tipo de establecimiento.

Demostramos con este primer componente que es practicamente imposible tener un producto como
la carne fresca, cruda, libre de Escherichia coli, de hecho, en ninguna reglamentacion lo tienen asi y entre
estas Escherichia coli tenemos Escherichia coli productor de toxina Shiga. Lo que encontramos no son los
serotipos que tienen implicancia en salud publica. Sin embargo, si estaban siendo una barrera para el
comercio de la carne. Y en ese momento lo que se propuso fue evaluar distintas intervenciones no
solamente aplicando la practica de mejoras, veiamos que no funcionaban que no eran suficientes para este
criterio de tolerancia 0, sino de probar distintos agentes sanitizantes alternativos como ozono en cdmara,
agua ozonizada, agua electroactivada, agua caliente y acidos organicos para el lavado de las reses al final de
la linea de faena.

En un tercer componente lo que hicimos fue una evaluacidon de riesgo de STEC por consumo de piezas
carnicas intactas. Esto fue también algo que se discutié mucho en la UE porque lo que compra a Argentina
son cortes enteros y cortes de primera calidad que no van a estar destinados a carne molida y habria que
hacer una asociacidon entre el riesgo que habia entre el producto y el consumidor y la manipulacién que va a
tener ese producto.

El cuarto componente fue la implementacién de un monitorio de STEC en plantas frigorificas
exportadoras. Se hizo un trabajo con 8 frigorificos. Y se analizaron en un periodo de 8 meses unas 16000
muestras donde encontramos que en el 6.8% de las muestras analizadas pudimos aislar STEC y de lo que
aislamos, de las 200 cepas que aislamos, solamente 1 estaba relacionada o podia llegar a tener impacto con
la salud publica.

El quinto fue un proyecto de validacion de estrategias de intervencién para el lavado de medias reses.
Esto se hizo como consecuencia de una resolucidn de presidencia de SENASA del aifio 2014 donde se abrid el
juego para implementacién de intervenciones al final de la linea de faena: Acidos organicos, agua caliente y
vapor. Lo que nosotros probamos en esta instancia fueron distintos acidos organicos, agua caliente y agua
electroactivada.

Como conclusién esto se hizo a campo, fueron 9 intervenciones que se probaron y lo que vemos es
que los frigorificos son todos distintos, no son iguales, cada universo tiene su realidad y tuvimos como una
de las grandes conclusiones que la aplicacion manual de estas intervenciones no se puede considerar, debe
ser descartada. Lo que si vimos que con arco con cdmaras comerciales ya sea acidos orgdnicos o agua
caliente son efectivas. Y por supuesto que el dcido organico tiene mucha mejor perfomance cuando la
media res estd bien escurrida. Si hacemos un lavado de la media res e inmediatamente se aplica el acido
organico queda diluido y el efecto no es el mismo.

El sexto componente es evaluacidn y estandarizacion de estrategias de intervencién para reducir la
presencia de STEC en corte de carne bovina previo al envasado y en recortes de carne bovina. Este es un
proyecto que estamos haciendo en este grupo y en conjunto con INTA donde estamos probando acidos
organicos, agua electroactivada y combinaciones con irradiacién que fue recientemente aprobada por la
CONADE.

Estan son algunas de fotos que representan estos trabajos. Lo que ven arriba es como disminuyo en
cama con la aplicacién de ozono ambiental, disminuyo la carga en superficie como en medio ambiente como
el aire. Cuando la cdmara comenzd a ser abierta, cuando se empezé a usar la cdmara se dispararon los
recuentos. Una de las conclusiones que les puedo dar respecto de ozono es que si no hay un buen manejo
de la cdmara mejor no aplicarlo.

Un boletin que colaboramos con SENASA para armar uno de los trabajos que publicamos también
sobre los resultados del monitoreo con los 8 frigorificos.

Arriba un arco artesanal que fue el que mejor funciono. Es para el rociado de medias reses después
de la faena y después de un oreo continuo de 30 minutos, la media res llegaba seca. Ademas, en este
frigorifico se aplicaban 2 litros y medio de acido lactico por cada media res. O sea, un volumen muy alto
acido ademds de aplicarlo en una media res seca.
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Y acd viene la pregunta. Estamos logrando una cantidad interesante de la carne que va a exportacion.
Por supuestos que no se la vende, esos frigorificos no se la venden solo a UE sino que también la
consumimos nosotros Y la pregunta es Cuantos estdndares creen que existen en la Argentina? ¢Alguien se
atreve a decir dos, tres?

Veamos.

Frigorificos exportadores, maximo estandar sanitario. Estos frigorificos estan controlados por la
autoridad sanitaria que es SENASA y reciben auditorias externas. Pero también tenemos frigorificos de
transito federal que si bien estan controlados por SENASA no tiene el mismo estandar sanitario porque no
reciben presiones comerciales externas.

Después tenemos los frigorificos de transito provincial. Son frigorificos que venden Unicamente, y
tiene autorizacion para vender en las provincias. Quien rige no es SENASA sino la autoridad de competencia
provincial. Si vamos a la provincia de Bs. As. el Ministerio de Agroindustria de la provincia. Si bien existe una
ley federal de carnes, el estandar sanitario no es el mismo.

Después tenemos mataderos municipales. El producto que se faena ahi se comercializa en teoria, y se
consume en el municipio. No puede salir a un municipio vecino.

Después tenemos la faena artesanal que, aunque parezca mentira, abunda en la Argentina. En el
interior hay mucha faena artesanal. Se faena en el campo y es para consumo propio. Ahora que problema
cuando el consumo propio se comercializa porque pasa a ser faena clandestina. Y ni hablar de los problemas
de abigeato.

No es tan sencillo el abordaje y no son solamente 2 estandares o tres. Es bastante mas complejo.

En este contexto nosotros redoblamos la apuesta y pasamos de aquellos frigorificos exportadores y
con la experiencia que habiamos ganado en frigorificos y en carniceria a un proyecto con frigorificos de
transito provincial con el mismo esquema de trabajo: 3 etapas y en este caso lo hicimos en conjunto, a
través de un convenio con el Ministerio de Agroindustria de la Pcia. de Bs. As. y el Laboratorio Stamboulian.
Es imposible hacerlo si no esta involucrada la autoridad sanitaria. Esta prueba piloto se estd haciendo con 3
frigorificos de las Pcia. de Bs.As. y con 3 frigorificos de la Pcia. de Tucumdn. No tengo resultados finales, pero
si puedo mostrar algunas fotos.

En estos frigorificos lo que incluimos fue el analisis del agua que se utiliza de los pozos y del agua que
se utiliza para el lavado de las reses y dentro del frigorifico que no siempre se refleja el andlisis anual o cada
6 meses.

Muestra de medias reses maduradas y recién faenadas, muestra de cuchillo, cdmaras frias y bafios.
Con esto queremos demostrar cientificamente algo tan obvio como la utilizacién de un filtro sanitario.

A este proyecto le incorporamos subproductos que se comercializan y terminan en la carniceria.
Entonces estamos tomando muestras de agua de lavado y enfriado de higado, corazén, chinchulines,
mollejas y rindn ademds de un subproducto que nadie ve, nadie considera, que es la carne chica de cabeza,
que es la carne que sale del pelado de la cabeza, no se desaprovecha nada y eso termina siendo en
ocasiones carne picada que se vende en las carnicerias. Los resultados de este trabajo van a ser muy
importantes para dar informacién de como trabajar con este tipo de establecimientos con la idea de
predecir para prevenir. Y esta frase que copie y uso siempre es del Instituto Nacional de Epidemiologia “si
las personas estan al borde de un precipicio es mas humanitario instalar un cerco de contencién en lugar de
instalar un hospital en el fondo”. Esto se logra en forma transdisciplinaria poniendo sobre la mesa los
problemas y buscando soluciones, pero hay que ponerlos primero sobre la mesa.

Y con esto termino como decia predecir para prevenir, este trabajo contribuyd para la creacion de la
Red de Seguridad Alimentaria de CONICET. Este es nuestro objetivo, poner el sector de ciencia y técnica a
disposicion de los gestores para que puedan tomar decisiones con base en ciencia.
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“Nuevo paradigma diagnoéstico del Sindrome Urémico Hemolitico tipico”
Dra. Marta Rivas
Jefe Servicio Fisiopatogenia INEI-ANLIS "Dr. Carlos G. Malbrdn"

En primer lugar haré una breve resefia de la historia natural de la enfermedad y de su agente
etioldgico, Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC). La primera descripcidon del SUH fue
realizada por el grupo del Dr. Gasser y colaboradores, en Suiza en el afio 1955, aunque hay
registros de la década del 20, que correspondian a nifios que presentaban una sintomatologia
similar a la que ahora conocemos como SUH.

Previamente se mencionaron los aportes del Dr. Gianantonio y su grupo como lo mas relevante de
Argentina. Fue el Dr. Gianantonio quien a partir del afio 1962 realizd una recopilacién descriptiva
de numerosos casos, y fundamentalmente instaurd el tratamiento de dialisis en nifilos con SUH,
bajando drasticamente la letalidad. En 1977, Konowalchuk y col. en Canada, informaron que ciertas
cepas de E. coli aisladas de casos de diarrea producian una toxina con actividad citotdxica sobre las
células Vero de rifion del mono Verde Africano, de ahi el nombre de verotoxina. Pocos afos
después, O'Brien et al. (1982) demostraron que una toxina producida por algunas cepas de E. coli,
con efecto citotdxico sobre las células Hela, podia neutralizarse con un antisuero anti-Stx de
Shigella dysenteriae tipo 1y la llamaron “toxina similar a Shiga” (del inglés, Shiga-like toxin, SLT). La
emergencia de E. coli 0157 como patdégeno humano se produjo en el afio 1982 cuando ocurrieron
2 brotes de colitis hemorragica en Michigan y Oregon, EE.UU., asociados al consumo de
hamburguesas en locales de una cadena de comidas rapidas. El serotipo 0157:H7 de E. coli,
identificado como el agente causal, fue reconocido por primera vez asociado a enfermedad
humana. Al afio siguiente, Karmali y col. en Canadd reportaron que la toxina producida por ciertas
cepas de E. coli estaba vinculada epidemiolégicamente al desarrollo de SUH. A finales del afio 1992
y principios del 1993 ocurrié un brote multiestado, en 5 Estados de la costa oeste de los EE.UU.,
asociado al consumo de hamburguesas en locales de una cadena de comidas rdpidas, que fue
emblematico porque dejé muchisimas ensefianzas. Entre ella, se pudo establecer la dosis infectiva
de E. coli 0157, se modificaron las temperaturas de coccion de las hamburguesas, y los
consumidores tomaron conocimiento sobre los riesgos de esta bacteria para la salud humana. Algo
importante fue que los primeros casos de colitis hemorragica fueron identificados en un Estado
donde la notificacidon de las infecciones por 0157 era obligatoria, mientras que en los otros
Estados, donde la notificacidon no lo era, la identificacion fue mas lenta. Por ello, a partir del afio
1995 se establecid la notificacion obligatoria de 0157 en todos los Estados de EE.UU., y en el afio
2000 de las infecciones por no-0157. Como resultado de este brote, en 1994, USDA/FSIS [United
States Department of Agriculture (USDA)/Food Safety and Inspection Service (FSIS)], establecié una
reglamentacion por la cual se consideraba a 0157 como adulterante en carne molida y derivados,
con tolerancia 0. El afio 2000 fue muy importante para Argentina porque se establecid la
notificacion obligatoria, inmediata e individualizada (Resolucién N2 346/00) de los casos de SUH al
Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud. En el afio 2001 se produjeron casos asociados al
consumo de hamburguesas en locales de una cadena de comidas rdpidas de la Ciudad de Buenos
Aires. A partir de ese momento se comenzo a trabajar en el Comité de Criterios Microbiolégicos de
la Comisiéon Nacional de Alimentos, y finalmente en el afio 2004 se incorporaron Criterios
Microbioldgicos en el Codigo Alimentarios Argentino, con tolerancia 0 para 0157 en carne picada y
derivados. Otro hito importante en Argentina fue el inicio de las actividades de las Unidades
Centinela para SUH (UCSUH) en 2005, para realizar la vigilancia intensificada de la enfermedad,
distinta de la vigilancia universal. En este momento hay 25 UCSUH en todo el pais.
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En el afio 2011 se produjo un brote de colitis hemorragica y SUH en Alemania, y, se identific6 como agente
causal a un patégeno hasta ese momento desconocido, el cual era un hibrido resultante de la asociacién de
dos categorias o patotipos de E. coli diarreigénico. La cepa asociada al brote era una E. coli enteroagregativa
(EAEC), con todos sus factores de virulencia, que habia adquirido por transferencia horizontal el fago que
codifica para la toxina Shiga. De esta manera se reconocid a este hibrido como EAEC/STEC del serotipo
0104:H4, del cual hasta ese momento habia muy pocos casos de SUH descriptos en el mundo. Este brote
fue emblemdtico por el nimero de afectados, y a partir de alli se produjo una modificaciéon de las
reglamentaciones internacionales respecto a la calidad de los productos alimenticios, fundamentalmente los
productos cérnicos, pero también frutas y vegetales. Finalmente en el afio 2012 USDA/FSIS establecié en los
EE.UU. una reglamentacion de tolerancia 0 para 6 serogrupos no-O157, prevalentes en enfermedad
humana, a los que llamé “Big Six”, en productos de carne no intacta, mientras que en Europa se establecio
tolerancia 0 para los serogrupos no-0157 llamados “Five Top”. Como consecuencia de estas
reglamentaciones internacionales, a principios del afio 2017, el Cédigo Alimentario Argentino
incorporé otros serogrupos no-0157, prevalentes en enfermedad humana en el pais, con
tolerancia 0 en determinados alimentos.

En Argentina, STEC es el agente etioldgico de la forma infecciosa del SUH que hoy se conoce como
SUH tipico (SUHt), y que representa el 95% de los casos notificados. Hay otras formas de SUH que
se conocen como SUH atipico (SUHa), que tienen distintos origenes, representando
aproximadamente el 5% del total de casos del pais, con una elevada mortalidad.

En Argentina, la vigilancia del SUH se realiza utilizando distintas estrategias. Primero estd la
notificacion de los casos clinicos al Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud, a través del mddulo
SNVS-C2. Después la Vigilancia Centinela a través del médulo UCSUH. Funcionan 25 UCSUH en 16
jurisdicciones. Finalmente la Vigilancia Basada en Laboratorio a través del médulo SNVS-SIVILA.
Ademas, el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) realiza la vigilancia molecular de los clones
STEC circulantes a través de la Red PULSENET de América Latina y el Caribe.

Es importante recordar que existe la Ley 15465 desde la década del 60, cuyo Art. 42 establece que
médicos, médicos veterinarios y laboratoristas, entre otros, estan obligados a notificar aquellos
eventos que la autoridad sanitaria establece como de notificacion obligatoria.

Cual es la importancia del SUH tipico en Argentina? En el pais se producen entre 300 y 400 casos
nuevos por afio, presenta la incidencia mas alta a nivel mundial, con aproximadamente 10 casos
por cada 100.000 nifios menores de 5 afos. La tasa poblacional se mantiene por debajo de 1 caso
cada 100.000 habitantes. Hay evidencias de infeccion por STEC en un 70% de los casos. Se
presentan los datos consolidados en el Ministerio de Salud Argentina del periodo 2010-2016
(Boletin Integrado de Vigilancia N_ 344-SE 3-Enero de 2017. Disponible en:
http://www.msal.gob.ar/images/stories/boletines/Boletin-Integrado-De-Vigilancia-N344-SE3.pdf).
En cuanto a distribucidn etaria, el grupo con mayor el nimero de casos corresponde a los nifios de
2 a 4 afios, pero la tasa mas elevada corresponde al grupo de 1 afio, con 14 casos por cada 100.000
nifios. No hay grandes diferencias en la distribucion por sexo, pero siempre hay un ligero
predominio del sexo femenino.

Si bien ya se dijo anteriormente, quiero destacar la importancia del diagndstico temprano de la
enfermedad. En la secuencia temporal de la enfermedad, el tiempo 0 corresponde al inicio de la
diarrea, pero hay un periodo de incubacidn, que en promedio es de 3 dias, pero puede durar hasta
una semana o mas. Al inicio, la diarrea es acuosa-mucosa, en 2 a 3 dias pasa a diarrea
sanguinolenta, y al cabo de una semana puede evolucionar a SUH. Se debe enfatizarla importancia
del diagndstico temprano de la infeccién por STEC con aislamiento de la bacteria y también la
caracterizacion genética de la toxina Shiga producida. Lo que se sabe actualmente es que hay un
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grupo de variantes de la toxina Shiga, Stx2a, Stx2c y Stx2d activable, que son mas citotdxicas y por
lo tanto su deteccidn requiere un seguimiento mas estricto del paciente, con hospitalizacion,
monitoreo de su evolucién y una terapia expansiva temprana. Mientras que hay otras toxinas Stx
que tienen menor efecto citotdxico y no hace falta en principio una internacion, sino un
seguimiento ambulatorio.
En cuanto al diagndstico de STEC hay distintos ensayos. Hay inmunoensayos que utilizan tests
inmucromatograficos:

1. Singlepath E. coli 0157(Merck)

2. Immunocard STAT! E. coli 0157 Plus (Meridian)

3. Duopath Verotoxins (Merck), diferencia Stx1/Stx;

4. Immunocard STAT! EHEC (Meridian), diferencia Stx1/Stx,

5. RIDAQUICK Verotoxin/0157 Combi (r-Biopharm), no diferencia Stx
En general, estos tests tienen buena sensibilidad y especificidad. Los que estan resaltados en
negrita son aquellos que estdn recomendados por el CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) de EE.UU. Estos tests inmunocromatograficos pueden detectar la toxina Shiga, a veces
diferenciar Stx1 y Stx2, y también a 0157.
Hay otros inmunoensayos que requieren mayor tiempo de realizacién, pero tienen buena
sensibilidad y especificidad. Se hacen a partir de materia fecal del paciente o directamente del
aislamiento. Hay wun inmunoensayo, llamado Shiga Toxin Quik Chek®, que es un
enzimoinmunoensayo en casete, rapido, sensible y especifico. El LNR estda verificando su
desempefio, con buenos resultados para detectar tempranamente la infeccion por Stx1 y Stx2.

1. Premier EHEC (Meridian), no diferencia Stx

ProSpecT Shiga Toxin (Remel), no diferencia Stx
RIDASCREEN Verotoxin (r-Biopharm), diferencia Stx1/Stx»
Shiga Toxin Quik Chek (TechLab), diferencia Stx1/Stx»

Pwnwn

También estd la aglutinacién reversa pasiva (VTEC Screen/RPLA (Denka Seiken), diferencia
Stx1/Stx,) recomendada por el CDC. Finalmente, estdn todos los ensayos basados en ADN,
fundamentalmente PCR multiples de punto final, PCR convencionales, o PCR en tiempo real, con
sistemas abiertos por paneles o sistemas cerrados, automatizados, que son muy buenos porque
uno tiene muestra — resultado en forma muy rapida.

A nivel mundial hay una tendencia a que los Laboratorios de Referencia realicen la secuenciacion
del genoma completo (SGC) aplicada a la vigilancia de casos esporadicos y brotes. En este sentido,
el LNR de Argentina esta participando de un Bioproyecto (Bioproject E. coli Argentina PRINA282762
Proyecto Piloto Genome TRAKR) dirigido por la FDA (Food and Drug Administration), para realizar
la vigilancia de patdgenos de transmision alimentaria.

Ademads, el LNR ha incorporado la evaluacion de la respuesta inmune a lipopolisacdridos utilizando
glicoproteinas recombinantes serogrupo-especificas como antigeno de captura, en un ELISA
indirecto. Este desarrollo es parte de un Proyecto FONARSEC, que se estd ejecutando entre el
Instituto de Biotecnologia de UNSAM, INMUNOVA y ANLIS-Malbrén, en el cual ya se han
desarrollado y estan en uso las glicoproteinas recombinantes para 0157, 0145y 0121 (serogrupos
que representan mas del 90% de las infecciones de Argentina), y ya estan desarrolladas y en
proceso de validacidn para otras glicoproteinas recombinantes de serogrupos que son importantes
en Argentina (026, 0103 y 0111). Para estas glicoproteinas se han realizado pruebas de concepto y
desempefio. Son muy buenas, porque no tienen reactividad cruzada, y permiten evaluar una
respuesta inmune temprana a IgM/IgG, con buena sensibilidad y especificidad.
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En el LNR se utilizan 3 criterios diagndsticos para establecer la infeccion por STEC: (i) deteccion de
toxina Shiga libre en materia fecal; (ii) deteccion, aislamiento y caracterizacion de la bacteria,
utilizando una PCR multiple como técnica de tamizaje, que permite tener un resultado muy rapido
el cual se informa al médico al dia siguiente, y que permite saber si ese nifio esta infectado con una
bacteria portadora de Stx1 y/o Stx2 y ademads si es 0157 o no-0157. Se realiza el aislamiento,
tipificacion, y ademas la subtipificacién por electroforesis de campo pulsado (PFGE) para vigilar los
clones que estan circulando en Argentina; y (iii) la deteccién de anticuerpos anti-LPS serogrupo-
especifico.

Respecto a los serogrupos STEC prevalentes en Argentina, en el periodo 2011-2015, y el afio 2016,
hubo 3 serogrupos (0157, 0145 y 0121) importantes, y que representan el 90% de las infecciones
que se registran en nuestro pais, por ello se hace la evaluacidon de la respuesta inmune a estos
serogrupos en una primera etapa. Este perfil se repite en el 2017 con un ligero aumento de los
casos asociados a 0145.

Desde finales del 2014, la incorporacion de la evaluacidn de la respuesta inmune con deteccion de
anticuerpos anti-LPS, ha permitido aumentar la positividad de los casos que llegan al LNR a casi el
70%. Ademas, en la actualidad hay una mayor demanda de la realizacidon de este ensayo porque
permite diferenciar el SUHt del SUHa. No sé si ustedes saben, pero los casos de SUH atipico tienen
un tratamiento distinto, y en estos momentos se estd utilizando el Eculizumab®, anticuerpo
monoclonal humanizado que inhibe la activacidn del C5, el cual es muy costoso. Por lo tanto, hay
una necesidad de contar con un muy buen diagndstico diferencial entre SUHt y SUHa.

En la evaluacién de la respuesta inmune, la frecuencia de serogrupos que se observa en los
anticuerpos anti-LPS es similar a la de las cepas STEC, 0157 sigue siendo el mas importante.
Seguido por 0145 y en menor frecuencia 0121. EI LNR esta realizando con algunos hospitales un
seguimiento para ver como es la evolucidn de la respuesta inmune. Hasta el presente se observa
que la respuesta inmune a IgM/IgG es muy temprana, y esta respuesta continta por casi un afio.

Otro hecho importante en Argentina es el perfil genético que tienen las cepas STEC circulantes.
Entre las cepas 0157 asociadas a SUH, en el periodo 2011-2015, el 88% de las mismas tenian el
genotipo stxza/stxac, el genotipo toxico més potente que se conoce. Es decir las cepas que circulan
en Argentina producen las toxinas con mayor actividad citotoxica. En el afio 2016 se produjo una
ligera disminucion de este perfil porque aparecié un nuevo clon, sobre todo en las provincias del
sur de Argentina, que son solamente productoras de toxina Stx2a. Este nuevo clon sigue circulando
en Argentina en 2017. Respecto a las cepas no-0157, también portan el genotipo stx2a que es el
mas potente, y fundamentalmente asociado a casos de SUH y enfermedad severa en todo el
mundo. Estas cepas prevalentes también portan el factor de adherencia intestinal (intimina) y la
enterohemolisina (EHEC-Hly).

En el afio 2016, el LNR recibid muestras de 283 de los 369 casos de SUH notificados en el pais, y se
pudo confirmar la asociacion con la infeccién por STEC en casi el 70% de los mismos, lo que es muy
interesante ya que anteriormente la asociacién a la infeccién por STEC estaba en el orden del 35%.

Otro tema que es muy importante en Argentina es el de los brotes, ya que no se registran grandes
brotes, como ocurre en otras partes del mundo, pero si se producen brotes que llamamos “brotes
difusos o “brotes familiares”. Tal como dijo la Dra. Exeni, en una familia se infectan varios, pero se
enferma el que puede enfermarse, y hace SUH el que puede hacer SUH. En el LNR mediante la
vigilancia molecular por electroforesis de campo pulsado (PFGE), vigilamos todas las bacterias que
circulan en Argentina. Hay una Base de Datos Nacional (BDN) desde 1988, hay en realidad una BDN
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que corresponde a STEC 0157 y otras bases que corresponden a serogrupos no-0O157, como parte
de la Red PulseNet Internacional.

Esta vigilancia es muy importante porque permite ir monitoreando que patrones nuevos estan
emergiendo en Argentina. Es una vigilancia en tiempo real de los patrones, tanto en enfermedad
humana como también en animales y en alimentos para ver si aparecen cepas nuevas. Mediante
esta vigilancia se han podido identificar brotes asociados a STEC. En el periodo 2011-2016 se
produjeron 57 brotes, 36 asociados a 0157 y 21 a no-O157. Hubo 40 casos de SUH, con dos casos
fallecidos, 25 casos de diarrea sanguinolenta, 14 casos de diarrea acuosa no complicada y 62
portadores asintomaticos. Ante un caso de SUH la recomendacidn es que se estudie todo el grupo
familiar. Si el nifilo concurre a un jardin maternal, a un jardin de infantes o a una escuela se
estudian los contactos institucionales, y es asi como hemos podido detectar brotes que
epidemiolégicamente no eran evidentes para el sistema de vigilancia.

Lo que tenemos que tener en cuenta es la importancia que tiene hacer esta vigilancia y el
seguimiento de excrecion de los niflos infectados. Es que la bacteria se sigue excretando una vez
que la persona se ha recuperado. Hubo nifios en los cuales hemos hecho el seguimiento y hemos
detectado la bacteria por periodos tan largos como un mes, 40 dias o mas. En el adulto, la
portaciéon es un poco mas corta, alrededor de una semana. Pero es muy importante tomar la
precauciéon de que un nifio en el cual se detecta STEC no reingrese a un jardin maternal o jardin de
infantes hasta no tener 2 coprocultivos negativos en un periodo de 48-72 horas. Este grupo
bacteriano tiene una dosis infectiva muy baja: menos de 100 bacterias producen la enfermedad.
Entonces se imaginan que un nifio que sigue excretando STEC y que vuelve a una institucion de
cuidado diario, donde las condiciones higiénicas pueden no cumplirse estrictamente, es algo de
riesgo A partir de lo que pasé en Alemania en 2011 con la emergencia del hibrido EAEC/STEC han
surgido otros hibridos, otras asociaciones, otros patotipos que también adquieren la toxina Shiga,
por lo tanto no estd limitado solamente al E. coli enteroagregativo. En el brote de Alemania se
registraron 881 casos de SUH en un periodo de un mes. Alemania tiene en promedio 35 casos de
SUH al afio. Imaginense en un mes mas de 800 casos. Eclosiond todo el sistema de salud. Eran
fundamentalmente adultos, mas del 88% personas mayores de 20 afios, la mayoria de sexo
femenino, con alta mortalidad. Fundamentalmente, los afectados se morian por las complicaciones
neurolégicas. Hubo complicaciones neuroldgicas severas en el 50% de los casos. El probable
vehiculo fueron semillas germinadas de FENOGRECO. En otra oportunidad con mas tiempo les
contaré como se hizo la investigacion epidemioldgica que llevd a implicar a las semillas de
Fenogreco como agente causal de la infeccién. Fue muy interesante como se llegé a esa conclusion.

Pero qué es esta bacteria? Esta bacteria nueva es un E. coli enteroagregativo, otro patotipo de E.
coli diarreigénico que generalmente produce diarreas persistentes. En Argentina, tenemos muchos
casos de diarrea por EAEC. Este EAEC con todos los factores de virulencia adquirié por
transferencia horizontal el fago que codifica para la toxina Shiga que se inserté en el cromosoma
de la bacteria. Ademas, adquirid un plasmido de resistencia a las betalactamasas de espectro
extendido cosa inusual en las STEC. Los STEC son muy sensibles a todos los antibidticos. Y qué
importancia tiene para nosotros? En Argentina, en enero de 2015 se atendid a un nifio de 7 afios, 8
meses en Puerto Madryn que concurrid a una consulta médica. El médico que lo atendié considerd
que no tenia diarrea porque presentaba deposiciones blandas pero formes con sangre alrededor
de la materia fecal. Tenia fiebre, vomitos, cefalea intensa, irritabilidad. Le dieron ibuprofeno y lo
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mandaron a la casa. El nifio volvidé al dia siguiente a la consulta, con ictericia, oliguria. Estuvo
internado 11 dias, de los cuales 7 dias estuvo en la UTI y se diagnostic6 como un SUH atipico
porque el pediatra considerd que no habia tenido diarrea. Mandaron muestras de materia fecal al
LNR. La primera muestra correspondid al dia de la internacidon. Se aislé una bacteria STEC, , que
producia Stx2a y no tenia el factor de adherencia intestinal eae que tienen las STEC 0157, pero que
en ese momento no se pudo determinar el serogrupo. Es decir, era un STEC no-0157. Ademas, se
detectd Stx2 libre en la materia fecal (Stx2MF). Se toma una segunda muestra a los 61 dias v, el
cultivo era puro de esa bacteria. También tenia Stx2MF. Durante el seguimiento, a los 115 dias, el
nifio ya recuperado, seguia excretando la bacteria. Nosotros, en el laboratorio nos sorprendimos,
porque teniamos niflos con excreciones prolongadas de 30, 40 dias, pero nunca de mas de 100
dias. Y nos preguntamos éno sera una agregativa? Se hizo la PCR correspondiente y se detecto el
gen aggR, que regula todos los factores de virulencia en las cepas EAEC. Por lo tanto era un E. coli
enteroagregativo que producia toxina Shiga 2 y pensamos: éno tendremos otras cepas en
Argentina y nunca lo supimos? Entonces lo que se hizo fue un estudio retrospectivo de nuestra
coleccion de cepas que producian Stx2a, pero no tenian el factor ege. Y estudiamos 34 cepas del
periodo 99-2007 y 300 del periodo 2008-2015. Y encontramos 19 cepas desde el afio 2005. Todas
eran EAEC/STEC 059:NM que tenian el flagelo fliCH19.

Fue muy interesante porque si ustedes observan en la diapositiva son nifios, de todas la edades,
pero hay nifios y adolecentes muy grandes, de 13, 15, 18 afos. Es decir, fuera de lo que vemos
habitualmente. Uno de los casos correspondid a una nifia de 92 meses atendida en Entre Rios que
se recuperd. Cuando se hizo la investigacion epidemioldgica, en el interrogatorio surge que la
familia habia asistido a un asado y otra hermanita también habia tenido SUH en la misma fecha y
fallecié en 24 horas.

Esta emergencia crea otra problemdtica para Argentina, no solo tenemos que tamizar para la
toxina Shiga, sino hay que tamizar para todos los factores de virulencia para detectar estos nuevos
patotipos. Nosotros en nuestro algoritmo diagndstico hemos incluido ademas del tamizaje de Stx la
de factores de virulencia de los distintos patotipos de E. coli para encontrar estas nuevas cepas
hibridas.

Hemos incorporado y estamos haciendo la secuenciacién de genoma completo. Hay toda una
tendencia a nivel mundial de incorporar esta metodologia en los laboratorios de referencia para
tener un diagndstico completo, rdpido, de la cepa involucrada, fundamentalmente en brotes.

Se presenta una comparacion del tiempo necesario para la identificacion completa con las pruebas
convencionales y la SGC. Si bien la secuenciacién es una técnica facil y rapida, lo mas complicado es
el andlisis con herramientas de bioinformética.

En el LNR estamos participando del BioProyect dirigido por la FDA para monitorear las cepas de
Salmonella, Listeria y STEC, que estdn asociadas a las enfermedades trasmitidas por alimentos.
Nuestra primera experiencia fue con 16 cepas de E. coli 0157 de las cuales teniamos la informacion
de las caracteristicas por los ensayos tradicionales.

Se muestran ejemplos, tenemos una cepa STEC 0157 aislada de un caso de SUH, y se la compara
con la cepa aislada del alimento implicado. Otro caso de SUH muy interesante, es la comparacion
entre la cepa humana y las aisladas de las hamburguesas implicadas. El Dr. Eszpteyn del laboratorio
de alimentos del Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires aislé y envid al LNR varias cepas de E. coli
0157. En la vigilancia molecular por PFGE, una de esas cepas estaba relacionada genéticamente a
la cepa humana, pero en la hamburguesa habia otras cepas de 0157, también productoras de
toxina Shiga, pero que no eran idénticas a la que se habia encontrado en el paciente.
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Infectados en forma sintomatica o asintomatica. Tenemos que tratar de minimizar todo lo que es la
transmisidn secundaria y la aparicion de brotes.

El aumento de la positividad de los casos de SUH asociados a STEC del 35 al 69% incorporando la
deteccion de anticuerpos a-LPS es muy importante, y ademds aporta al diagnéstico diferencial
entre SUH tipico y SUH atipico, porque el tratamiento es absolutamente distinto, muy costoso para
el sistema de salud. Cuando las obras sociales no pueden hacerse cargo es el Estado el que asume
esa responsabilidad, por lo tanto es esencial el diagnodstico diferencial.

Algo que es fundamental, a pesar de que se puede disponer de técnicas de tamizaje con buena
sensibilidad, y especificidad, el aislamiento es el diagndstico definitivo. Para saber qué cepas
circulan en Argentina, es fundamental el aislamiento, y después de la emergencia de nuevos
patotipos como el hibrido EAEC/STEC existe un nuevo desafio para todos los laboratorios, de salud
publica, de sanidad animal, y de alimentos. Tenemos que saber cudl es el reservorio, como se
trasmiten estas nuevas cepas hibridas. La inclusion de la secuenciacion de genoma completo
incorpora una nueva herramienta en el diagndstico, y esperamos que sea muy beneficiosa en un
futuro cercano. Muchas gracias.

105



Anales 2017 — MEMORIA- JORNADA 162

“Prevencion del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)”
Dra. Maria Gracia Caletti
Consultora (h) H. Garrahan

Voy a hablar de Prevenciéon del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)- Cuando uno habla de SUH no
puede dejar de recordar al Dr. Gianantonio y a la Dra. Vitacco y su equipo. Lo que es importante son los
aportes que ellos hicieron al conocimiento del SUH. Ellos en relacién al SUH describieron la enfermedad en
nuestro pais por primera vez y a partir del afio 62 hicieron las primeras publicaciones relacionadas a la misma
en el Journal of Pediatric. En la atencién de pacientes con este Sindrome, fueron los primeros que
introdujeron la dialisis intermitente como tratamiento en la etapa aguda de la enfermedad produciendo una
disminucién importantisima de la mortalidad. Del 50% de mortalidad que tenia esta enfermedad en la etapa
aguda lograron disminuirla al 10%. Describieron la histologia de la enfermedad en la etapa aguday en la etapa
crénica junto con el Dr. Gallo que fue el patélogo del grupo. Describieron también las lesiones extrarenales
del SUH. Es decir que incorporaron aspectos fundamentales al conocimiento de la enfermedad.

Cual es la situaciéon actual del SUH en nuestro pais. Se sabe que es la primera causa de insuficiencia
renal aguda en nifios menores de 5 afos y es la segunda causa de trasplante renal en edad pedidtrica en
nuestro pais. Comparte con el Sindrome Nefrético corticoresistente cuya histologia es una Hialinosis
Segmentaria y Focal, la segunda causa de trasplante renal en nuestro medio. La mortalidad varia, de acuerdo
a la complejidad del paciente y la institucion donde se interna, entre 2 y 4 %. La incidencia por afio es de 300
a 400 casos por afio.

Evolucion y pronéstico. El 95% de los pacientes se recupera de la etapa aguda; 95-96% depende de los
que mueren que dijimos que eran entre un 2y 4%. Aqui la mortalidad en un grupo mas acotado de chicos fue
del 3%. Se recuperan totalmente el 62%. Quedan sin ningln signo de dafio renal. Sin proteinuria ni
hipertensidon, que son los signos y sintomas mas importantes de la evolucidn a la cronicidad. Llegan a la edad
adulta con restitucion completa de la funcién renal. El 18% de los pacientes, quedan en la edad adulta, con
una funcién renal normal pero esta, se acompafia de distintos grados de proteinuria y/o hipertensidn arterial.
Otro 16% de los pacientes quedan con disminuciones variables de la funcién renal, necesitando tratamientos
sustitutivos de la funcién renal como la hemodialisis, y la didlisis peritoneal cronica ambulatoria (DPCA). Un
3% evolucionan en distintos periodos de tiempo a la insuficiencia renal crénica terminal debiendo ser
transplantados.

Los trabajos que desarrollamos de la enfermedad, desde Salud Publica, estuvieron dirigidos
fundamentalmente a su prevencidn. Estudiamos en el afio 2002 — 2003 los costos del tratamiento de la
enfermedad en todas sus etapas evolutivas: aguda y crénica. En el 2001, el Ministerio de Salud, a través del
Programa Vigia, dio subsidios para becas sobre todo para estudios de costos de casos nuevos; de tuberculosis,
de SIDA y ese afo habia incluido estudio de costos del SUH. En el marco de ese Programa, desarrollamos el
trabajo de andlisis de los costos del tratamiento del SUH. Al término de este, a los dos afios estudiamos los
costos de la prevencion del SUH y por ultimo en el 2007 hicimos un estudio de investigacién - accién en
terreno en el marco del Programa “Municipios saludables”.

El primer trabajo que se llamd: “Evaluacidn de costos directos e indirectos del tratamiento del
Sindrome Urémico Hemolitico en sus distintas etapas evolutivas” lo constituimos: el Lic. Daniel Petetta,
socidlogo del INDEC, Marisa Jaitt y Silvia Casaliba, dos médicas pediatras con Residencia completa y Jefatura
de residentes en el Hospital Garrahan y el Contador Alberto Gimenez Director del Departamento de Costos
del Hospital Garrahan.

Evidentemente, el Hospital Garrahan, es uno de los pocos hospitales del mundo en el que se podria
haber hecho este trabajo. Primero porque la Argentina es la que tiene la mayor casuistica de SUH del mundo;
en nuestro pais, mas del 40% del ganado es portador sano de E Coliy ademas en el Hospital Garrahan, donde
se hicieron los trabajos, los costos de los tratamientos estdan modulados y se conocen exactamente sus
valores. Se conoce el costo de la hora médica, de los materiales y de todos los procedimientos y estudios que
se llevan a cabo para el tratamiento de los pacientes agudos y crénicos que alli se atiende.
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El objetivo del trabajo fue: estimar los costos de atencidn y prevenciéon del SUH, a fin de contribuir al
establecimiento de prioridades en la definicidn de politicas y asignacidn de recursos en salud. Y por otra parte,
contar con informacién que permitiera hacer una estimacidon de costo-beneficio de la prevencion. Se
incluyeron para su analisis, 525 pacientes ingresados en la base de datos que teniamos en ese momento en
el hospital. De esos 525 hubo que excluir 30 porque faltaban datos de la historia clinica. Se incluyeron, de
acuerdo con el socidlogo, todos los pacientes cuyo N fuera bajo.

Entonces dentro del grupo quedaron 48 trasplantados, 15 con insuficiencia renal crdnica, 59 provenientes del
interior del pais. De los 373 agudos que nos quedaron se hizo una aleatorizacién, de cada dos, elegiamos uno,
guedando la muestra a evaluar compuesta por 213 pacientes.

Nosotros averiguamos los costos de acuerdo a lo que presentaban durante la internacion. Analizamos
toda la historia clinica. Esto se llama diagnostico por proceso y entonces multiplicamos el nimero de veces
que estos pacientes presentaban cada proceso y el costo de cada uno. Los costos directos son los costos de
tratamiento, de las cosas que necesita el paciente, pero también investigamos los costos indirectos que son
los costos lucro cesante, del viaje que hace la familia para traer un chico al hospital pos-trasplantado. Bueno
todo eso tuvo en cuenta. Entonces los costos indirectos, nosotros hicimos reuniones periddicas del equipo de
trabajo, decidimos hacer una encuesta telefdnica, analizamos cada historia clinica, obtuvimos los lugares de
procedencia, teléfono y direccidn, y nos manejamos con los resultados de una encuesta telefénica cuyos
resultados volcamos a una planilla electrénica. Aqui van a ver que estan graficados el N de pacientes, nimero
de casos, los costos. Cuando en el afio 2016 hicimos el célculo del costo era $ 1.202.296 x paciente x afio. Y
el acumulado a fin de 2016 hubo 4482 pacientes significo una erogacion para el estado $ 1.792.656.217
cuando lo transformamos en valor doélar este costo significaba 82.068 ddlares/paciente por afio. El costo
acumulado en ddlares fue 102.437.498 desde el afio 2004 que se empezaron a contar estos pacientes, cuando
empezo el trabajo hasta el 2016. Sabiendo los costos del tratamiento lo que a uno le surge siguiendo el
aforismo es que la prevencion debe ser mucho mds econémica.

Entonces a los dos afos nos presentamos nuevamente a un proyecto Vigia con el titulo “Evaluacién de
la eficacia, costos y desventajas de acciones preventivas del Sindrome Urémico Hemolitico”. Formaba parte
yo que lo pensé y lo escribi, Javier Vera Ocampo, que un comunicador visual que es el hizo toda la parte
grafica, Marisa Jaitt, la misma pediatra que siguid con nosotros en el proyecto, Eduardo Acevedo, un
economista que era hasta el afio pasado el jefe del departamento de costo del Hospital de Pediatria Prof. DR.
Juan P. Garrahan.

Entonces, nosotros para hacer este proyecto reunimos en el Hospital Garrahan en una jornada de
trabajo a todos los profesionales dedicados a estudiar los nifios con Sindrome Urémico Hemolitico y la
enfermedad en si. Durante la mafana, fueron las presentaciones de los distintos grupos de trabajo, y por la
tarde, con la consigna “si Ud. fuera ministro de salud que implementaria para solucionar el tema de SUH”
intercambiamos opiniones, proyectos e ideas para elaborar una propuesta concluyente y posible de
implementar.

De este analisis surgié el disefio de la cadena epidemioldgica de la enfermedad, que luego el
comunicador visual, la ejecutd con el nombre de: Infografia “de la vaca a la boca”, que es la descripcion de la
epidemiologia de la enfermedad. Ustedes ven que, sucintamente se los voy a mostrar, todo lo que esta
pintado de rosa esta contaminado por el coli, lo que esta pintado de turquesa esta libre de coli. Y al final de
la cadena esta la boca del nifio. Aqui estan graficadas las formas de contagio y las vias, a través de la leche, a
través del agua, a través de la carne, ya sea, del animal criado libremente en el campo, o formando parte de
un feedlot. Y por ultimo una nueva forma, que se ha descripto Ultimamente, porque ha habido casos de chicos
que contrajeron la enfermedad en lo que se llaman aguas recreacionales (piletas de natacién
insuficientemente cloradas). En el disefio de la cadena sobresalen unos rombos negros, son los lugares en
los que uno pudiendo intervenir, solucionaria el problema y transformando el alimento con alto poder
infectivo en (hierve la leche, se lavan las manos, hierve el agua, se lava las manos después de ir al bafio, tratar
de que la comida no esté contaminada) un alimento limpio que llega la boca del nifio.

De esta reunidn y del analisis de la Infografia surgieron, como puntos clave los posibles puntos de
intervencién que fueron 4. 1°- a nivel del ganado en pie antes que llegue al frigorifico, que corresponde
institucionalmente al SENASA, 2° del frigorifico a las carnicerias que también corresponde al SENASA, 3° de
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las carnicerias al consumidor corresponde al Instituto Nacional de Alimentos (INAL), y por ultimo 4° a nivel
del consumidor que desde se compra, se traslada, se consume el alimento) Entonces aqui escrito los puntos
que se podian intervenir en la cadena epidemioldgica. Para ello dijimos que las acciones necesarias para
obtener un alimento sano debian constituir una politica de estado. Una politica de estado es aquellas en las
que el Estado invierte: a nivel del ganado debe hacer una descripcién y registro del ganado infectado, crear
laboratorios equipados regionales, denunciar el caso en forma obligatoria, el SENASA deberia aplicar la norma
Haccp en forma obligatoria, porque en nuestros pais para la faena y por lo tanto la comercializacion vy el
consumo, existe todavia, lo que se llama “doble standard”: el Haccp que es una sigla que implica deteccién e
intervencién en los puntos criticos de control y las BPM “las buenas practicas de manufacturas”, que son las
tienen las mayoria frigorificos, encargadas de hacer cumplir la normas de control e higiene de la carne. CAA
(Cddigo Alimentario Argentino). En el tercer punto de la cadena, a nivel de supermercados, el INAL (Instituto
Nacional de Alimentos es el responsable de hacer cumplir el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) en la
preparacion y venta de alimentos; depende del Ministerio de Salud. Por ultimo la comunidad interviene en la
compra, el transporte, el almacenamiento, la elaboracién y el consumo de los alimentos y podria ser educada
a través de “campafias de prevenciéon”.

Entonces elegimos el grupo, y fundamentalmente orientado por el comunicador visual determinamos
que la “poblacion blanco” eran los nifios de 0 a 5 afios. Los “llamadores de campafia” son las imagenes y
graficas que se utilizan para la propaganda y la prevencién. Determinamos que los intermediarios eran los
padres y los agentes intervinientes, los pediatras, los enfermeros, los trabajadores sociales, los maestros y
todo personal que tuviera en su actividad, cercania con los nifios. El material disefiado expresamente, consiste
en: un zécalo, que consiste en una pieza con formato de libreta, de 10cm, que se despliega, y puede ser
utilizada por el pediatra extendiéndola delante de la familia para explicar su contenido, en el disefio se ve y
lee con detalle en que consiste la enfermedad, como se contagia y como se previene, con cada uno de los
alimentos. Tomando como simbolo de la bacteria coli este circulo rojo rodeado de negro. Tambiéndisefié otra
pieza, que nosotros llamamos afichetas que tiene, siempre como simbolo, este circulo sobre la carne y se lee:
“si la carne esta rosada no se come”. Aca explica en que consiste la enfermedad, como se contamina y como
se previene. Dice “bien cocido bien comido” haciendo alusidn a la necesidad de cocinar bien la carne a
temperaturas mayores de 75°C. Otro afiche que usamos es “mami las manos” que muestra el simbolo de la
bacteria. Si uno va al bafio se tiene que lavar con agua y jabdn. Y dice ”la salud de tu hijo esta en tus manos
lavalas con agua y jabon”. Esta es una lamina que se disefié para poner en los jardines de infantes, en los
lugares donde habitualmente se retnen los padres, o en la sala de espera de los consultorios médicos.

Nosotros averiguamos los costos de este material que habiamos fabricado y dénde lo podiamos utilizar.
Entonces para ejecutar el programa vimos cudntos pediatras tenia la Sociedad Argentina de Pediatria, los
centros pedidtricos dependientes del Min. de Salud, cudantos comedores escolares habia, cuantos jardines de
educacidn inicial, maternales, estatales y privados, en dénde podiamos desarrollar estos programas.

Asi llegamos al tema de los costos. El costol de tratamiento sabiamos que era de USA 82.000 x paciente x afio
y el costo de la prevencion actualizado se calculé en USA 473.476 ddlares para una poblacion calculada de
1.400.000 nifios. Quiere decir que con el costo de tratamiento de 5.7 pacientes por ano se paga el programa
de prevencién para 1.400.000 nifios.

Llegamos a la conclusion que el SUH es una enfermedad prevalente, prevenible cuya atencién tanto en
la fase aguda como crdnica requiere tratamiento especializado de alta complejidad. Conocemos los costos de
atencién. Conocemos el agente etioldgico y su epidemiologia y dicho conocimiento nos habilita a la realizacion
de dos programas, primero a nivel de Salud Publica, programas de prevencion y a nivel clinico los posibles
programas de tratamiento con los probiéticos.

Nosotros nos presentamos, en el afio 2007, a otro proyecto del programa Salud Investiga que se llamd
Prevencién del Sindrome Urémico Hemolitico en dos Municipios de la Provincia de Buenos Aires- Programa
de investigacidn — accién basado en Educacién Comunitaria en terreno”. En ese momento, el Min. De Salud
tenia un programa que creo que todavia lo tiene llamado de “con municipios saludables”. Llaman Municipios
Saludables a aquellos que de alguna manera aceptan la normativa del ministerio y se encargan de que se
cumpla. Entonces el mismo ministerio cuando nos aprobd este proyecto nos indicé dos municipios en los
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cuales podiamos ejecutarlo: el Municipio de Alte. Brown, que en ese momento tenia 550.000 habitantes, el
de ltuzaingd que tenia 160.000. El Dr. en Veterinaria, integrante del Programa, Marcelo Da Rocha, participo
de la ejecucién del mismo. Los integrantes del proyecto fuimos: Maria Gracia Caletti. Javier Vera Ocampo el
comunicador — visual, la Lic. Clarisa, Jefa de Clinica del Servicio de alimentacién del H. Garrahan, Marcelo Da
Rocha, Dr. en veterinaria, actual presidente de LUSO, y dos trabajadores de los dos municipios; fueron, dos
pediatras y dos trabajadores sociales. La Dra. Tapponier y la Lic. Nodar Maria Cecilia y la Dra. Martinez Maria
Valeria y el Dr. Horacio Castellano, trabajador social de ltuzaingo.

El objetivo de este programa fue: “implementar un programa de educacién a la comunidad en
prevenciéon del SUH en dos municipios de diferente complejidad y elaborar lineamientos generales de
implementacion para poder replicarlos en otros programas y otras jurisdicciones”.

Qué hicimos nosotros. Encuestas de habitos alimentarios, talleres de capacitacién, con el material grafico que
habiamos elaborado en el programa anterior, entonces nos dedicamos a hacer los Talleres con maestras y
profesores de educacién fisica, trabajadores sociales, manzaneras, pediatras, comadres, cocineros y madres.
Se hicieron en total 27 talleres. Capacitamos 610 personas. Los contenidos, fueron los que seguimos haciendo
ahora en los talleres del Hosp. Garrahan desde 2009, con la presentacion de la enfermedad, los datos
epidemioldgicos y con las causas conocidas de trasmisidn y la forma de prevencidn, les ensefiamos la correcta
manipulaciéon de los alimentos en las cinco (5) etapas fundamentales para obtener la inocuidad de los mismos:
la compra, el transporte, el almacenamiento, la preparacion y la ingesta de un alimento saludable.

Cuales fueron los resultados esperados y sus implicancias. Tuvimos una informacidn valiosa sobre las
forma de implementar la ejecucidn, un proyecto en terreno articulando los recursos locales. Una comunidad
municipal con conocimiento como para prevenir el SUH. Un grupo de actores sociales capacitador, un equipo
de conduccién con experiencia en terreno, un documento con lineamiento para la replicacién del proyecto
porque estaba hecho el mddulo en otros municipios de cualquier otro lugar y complejidad. Eso era con
respecto a Salud Publica.

Lo que respecta al area clinica nosotros estamos desde entonces y actualmente con un estudio de
prevencion del SUH y otras complicaciones en la diarrea sanguinolenta. Para eso elaboramos un Proyecto que
introduce los el uso de probidticos como tratamiento en pacientes con diarrea sanguinolenta (DS). El titulo
es: “Efecto del probidtico Sacharomyces Bourlardii en la evolucion de las diarreas sanguinolentas a
gérmenes comunes en nifios. Un estudio multicéntrico aleatorizados, doble ciego y controlado”.

El Sacharomyces Bourlardii actua por por competencia en la pared intestinal del ganado vacuno, con la E Coli
entero hemorragica. Impide la penetracidon de la toxina en la mucosa intestinal, reduce drasticamente el
desarrollo de la cadena fisiopatogénica que desemboca en el SUH, ejerce una accion tréfica y promueve la
respuesta inmune. El objetivo del proyecto es determinar si el Sacharomyces Bourlardii administrandolo
tempranamente en nifios menores de 5 afos, puede modificar el numero y la frecuencia de las deposiciones
y las complicaciones en pacientes con diarreas sanguinolentas con y sin cultivos positivos para E Coli
enterohemorrdgica 0157-H7 y no 0157-H7, Shigella, Salmonella, Campylobacter, rotavirus y adenovirus.
Nosotros planteamos, estimando el tamafio muestral, una primera etapa con 200 pacientes y una segunda
etapa con 1150 pacientes. La primera etapa nos permitiria, con 200 pacientes, conocer la duracién de la
diarrea en dias, el nimero de deposiciones por dia, las complicaciones y el tipo de complicacién, como
acidosis, deshidratacion, nimero de internaciones, etc. En una segunda etapa, en un Proyecto multicéntrico
ampliado con 1150 pacientes, nos permitiria conocer ademas, los distintos comportamientos, segun el
germen causal.
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CONFERENCIAS

“OBESIDAD: CONTROVERSIAS Y DESAFiOS”

Dra. Ana Cappelletti

Médica. Magister en efectividad clinica (UBA). Universidad Favaloro. E- mail: anacappelletti@yahoo.com.ar

La obesidad representa una epidemia global. Afecta a la mayoria de los paises del mundo y, dentro de
cada uno de ellos, aunque de modo diferente, a todos sus sectores sociales. Incluye a mujeres y hombres
infanto-juveniles y adultos. Se trata de una enfermedad que ha sido ignorada por los gobiernos y los sistemas
de salud durante décadas, y subestimada hasta la actualidad por la comunidad médica que en su mayoria
continla considerandola un mero desorden estético o de fuerza de voluntad controlable. Es asi que las
personas que padecen obesidad contindan aun siendo victimas de ese maltrato. La estigmatizacién de la
obesidad por la sociedad suma la propia culpabilidad de quienes la padecen. Eso los lleva a someterse a
tratamientos magicos inadecuados, la mayoria de los cuales carece de evidencia de eficacia en el largo plazo.
Mientras muchas personas no asumen a la obesidad como una enfermedad; otras, sin embargo, se ven y se
sienten obesas sin realmente serlo, en relacién con la mirada social hacia las personas con sobrepeso o
guienes simplemente no encajan en el modelo aceptado de delgadez.

La obesidad y sus comorbilidades son patologias de etiologia compleja. A un nivel de analisis simple la
obesidad estad causada por un balance energético positivo: mas ingreso que gasto calérico. Sin embargo,
muchos otros factores determinan la pandemia.

El cambio en los patrones alimentarios y el sedentarismo no alcanzan para comprender el crecimiento
alarmante de la obesidad en el mundo. Los esfuerzos por entender los determinantes de esta situacién
llevaron a la observacion y el estudio de multiples asociaciones. Si bien es clara la influencia del ambiente
como facilitador de la expresion génica, aun no es posible establecer relaciones causales en el estricto marco
de la evidencia cientifica. La epigenética comienza a arrojar luz sobre esta problemdtica a la vez que la
complejiza. Una estrategia que impresiona de alto impacto sanitario es la intervencidn tendiente a proteger
a las personas desde el vientre materno, lo que implica la promocién de controles de salud y de peso de las
mujeres en edad fértil y de las embarazadas en particular.

El aumento explosivo de la pandemia de obesidad hasta ahora imparable, nos sefiala que hicimos las
cosas mal.

Tratamos enfermedades prevenibles y para combatirlas hasta caemos en la generacion de trampas
fisiopatoldgicas que nos llevan hasta a la iatrogenia (planes de corto plazo o dietas extremas)

El mayor desafio profesional comun a todas las enfermedades es el correcto diagndstico en busca del mejor
tratamiento. En el caso de una patologia crénica como la obesidad, la complejidad es mucho mayor, dado que
aunque todas involucran un exceso de grasa corporal, deberiamos considerar el componente psicoldgico y
afectivo de los pacientes obesos para proponer tratamientos mas adecuados y obtener resultados
optimizados.

Es tiempo de un compromiso particular para los agentes de salud, pero también resulta indispensable
el compromiso de toda la sociedad, los gobiernos y la industria. La informacidn es fundamental para la toma
de decisiones. Los nuevos conocimientos solo cobran relevancia si inducen acciones para el beneficio de las
personas. Lo inadmisible es no actuar.
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Seccion I: Obesidad en ninos y adolescentes—
Moderador: Acad. Silvia Hajos

“Alteraciones cardiometabdlicas tempranas en obesidad
infantil”

Dra. Carmen Mazza

Médica pediatra. Ex Jefa del Servicio de Nutricion y Metabolismo, Hospital Garrahan. Investigadora principal del Consejo de
Investigacion en Salud y Directora de la Carrera de Especialista de Nutricion Pediatrica, sede Garrahan. Actualmente miembro del
Comité coordinador del “Estudio Teens”, participante del “Proyecto Sweet” y consultora del Servicio de Nutricion y Diabetes del
Hospital Garrahan. E- mail:carmazza@gmail.com

“ABORDAJE CLINICO DE LA OBESIDAD INFANTIL”

Dra. Marisa Laura Armeno

Médica Pediatra. Especialista en Nutricion infantil (UBA) Médica Planta permanente del Servicio Nutricion del Hospital Garrahan
(CABA). Médica Consultora Nutricidn Infantil. Servicio Pediatria, Hospital Aleman. E- mail:mlarmeno@gmail.com

La Obesidad Infantil tiene una prevalencia global 17% (12.7 millones). Como sabemos, el cuidado y
manejo clinico de nifios y adolescentes con obesidad es un reto. Las recomendaciones clinicas actuales han
sido siempre enfocadas en guias de diagndstico y estrategias de manejo terapéutico.

De todas formas, el examen fisico de un nifio o adolescente con obesidad puede proveer a los pediatras y
clinicos informacién adicional muy valiosa para tomar decisiones de manejo clinico.

Durante esta sesidn apuntaremos a focalizarnos en los hallazgos clinicos especificos de los nifios y
adolescentes con obesidad, estableciendo la prevalencia de los mismos en la edad pediatrica, discutiendo la
importancia y la relevancia del hallazgo, describiendo la severidad de los mismos y la necesidad de evaluacién
adicional.

El objetivo principal serd el de realzar la importancia de conducir un examen fisico dirigido durante la consulta
pediatrica en pacientes con sobrepeso y obesidad y dar pautas de manejo de las comorbilidades encontradas.
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“MICROBIOTA Y OBESIDAD”

Dra. Carmen Toca

Médica. Especialista en Gastroenterologia pediatrica, Hospital Nacional Alejandro Posadas. Directora de la carrera de
Gastroenterologia Infantil (UBA). Vocal Argentina de la Sociedad Latinoamericana de Gastroenterologia Hepatologia y Nutricién
Pediatrica.E- mail:mtoca@intramed.net

La superficie intestinal y la luz de la cavidad gastrointestinal, en el hombre y los animales,estd poblada
por un complejo mixto de microorganismos no patdgenos. Estos constituyen la microbiota intestinal (M),
compuesta por mas de 1000 especies, con un genoma (microbioma) 100 veces mayor que el humano y con
una funcion metabdlica mayor que la del higado. Estos microrganismos cumplen una funcidn esencial para la
salud del individuo, siendo relevantes para la funcidon inmunolégica, el metabolismo, la neurodesarrolloy la
nutricion del huésped.

La microbiota se desarrolla durante los 2 primeros afios de vida hasta hacerse estable y definitiva para
el futuro adulto. Al nacer el neonato viene de un ambiente intrauterino casi libre de gérmenes. Si bien la
colonizaciéon intestinal comienza en esta etapa prenatal, es escasa e insuficiente, con el nacimiento se
comienza la conformacidn de la microbiota definitiva.La fuente original es derivada de la microbiota materna
que llega al recién nacido en el parto vaginal y posteriormente con la leche materna. La dieta, estilo de vida,
medio ambiente, tratamientos antibidticos y factores de estrés durante el embarazo y durante los dos
primeros afios de vida, influencian la conformacién de la MI. Su composicion es un proceso dinamico y puede
sufrir desequilibrios conocidos como disbiosis. Hay evidencias que el eje metabdlico, hepato intestinal tiene
una relacién directa con la Ml, y estos cambios pueden generar trastornos metabdlicos.

Estudios en humanos han sugerido que la composicién de la microbiota esta alterada en la obesidad,
aunque mas investigaciones son necesarias para determinar la direccion y causalidad de esta relacion.

En animales de experimentacion se demostré que dietas ricas en grasas alteran la composicidon de la
microbiota y muestran un aumento en sangre de LPS (endotoxemia) generando inflamacion intestinal y
respuesta inmune sistémica con inflamacion de bajo grado, similar a la observada en la obesidad. Este
mecanismo esta asociado al aumento de la permeabilidad intestinal.
Preliminares estudios sugieren estrategias terapéuticas para la obesidad, modulando la MI, a través de dietas,
pre y probidticos, y trasplantes microbiota fecal.

Conocer las interacciones de microbiota y eje cerebro — higado — intestino y su relacién con los
trastornos metabdlicos, nos permitird descubrir el mejor camino para prevenir enfermedades y para
manipularterapéuticamente la microbiota con el fin de garantizar la salud del huésped.
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Seccion Il: Obesidad en adultos: aspectos bioquimicos y clinicos

MODERADOR: ACAD. MIRTHA BISCOGLIO

“¢QUE PASA CON LAS LIPOPROTEINAS EN LA OBESIDAD?”

Dra. Laura Schreier

Dra. en Bioquimica. Profesora Titular. Directora Dto. de Bioquimica Clinica. Jefe del Laboratorio Lipidos y Aterosclerosis. Hospital de
Clinicas, INFIBIOC-Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA). Representante Argentina en la Red lberoamericana de
Hipercolesterolemia Familiar. E- mail:Ischreier@ffyb.uba.ar

Las alteraciones en las lipoproteinas que ocurren en la obesidad de localizacién central se producen
como consecuencia del estado de insulino-resistencia y el cuadro pro-inflamatorio concomitante. La
hiperinsulinemia favorece la expansién en nimero y tamafo de los adipocitos, lo cual sustenta el estado de
insulino-resistencia.

El comportamiento del tejido adiposo visceral, localizado en la zona abdominal es diferente al tejido
adiposo del normopeso, de localizacién preferentemente periférica. Paraddjicamente la adiposidad visceral
mantiene una lipolisis exagerada e induce la proliferacién de macréfagos y linfocitos, la produccion de
citoquinas como TNFa o interleuquina-6 y reduccién de la adiponectina insulino-sensibilizante.

Los niveles elevados de acidos grasos libres en circulacién y la hiperinsulinemia son los dos factores
mas importantes promotores de la sintesis incrementada de apo By de triglicéridos en el higado, conduciendo
a la sobreproduccion de VLDL. Paralelamente, el exceso de TG se deposita en forma ectdpica en el higado,
produciendo esteatosis hepdtica no-alcohdlica, que ocurre alrededor del 70 % de los estados de insulino-
resistencia con obesidad abdominal. En este contexto de sobreproduccion de VLDL por un lado, e induccién
del depdsito de TG en los hepatocitos por otro, la VLDL resultante secretada presenta alteraciones en su
composicion y tamafio que incrementan su aterogenicidad. De hecho, estas particulas pueden penetrar al
subendotelio y provocar disfuncidon endotelial de forma comparable a las LDL.

En el marco de un estado pro-inflamatorio inducido por la grasa intrahepatica y visceral, la disminucion
de adiponectina estimula la formacién de estas VLDL andmalas, precursoras de remanentes lipoproteicos con
mayor potencialidad aterogénica. Asimismo, la reduccién de adiponectina dificulta la degradacion de los TG-
VLDL por la lipoproteina-lipasa en circulacion, favoreciendo su persistencia en diferentes estadios de
degradacién identificadas. Estas alteraciones, sumadas al predominio frecuente de LDL pequefias y densas,
forman parte de la denominada dislipemiaaterogénica, caracteristica de los pacientes con obesidad central.
Las particulas grandes de VLDL pueden degradarse en la superficie de la pared arterial, disminuir su tamafio
y atravesar al subendotelio. Asimismo promueven el proceso proinflamatorio y oxidativo en la intima arterial,
evidenciando su contribucion al mecanismo aterogénico.

Es importante tener en cuenta que los pardmetros cldsicos que se miden en plasma en la practica
clinica, no revelan, en la mayoria de los casos, las alteraciones del metabolismo lipoproteico asociadas a los
estados de insulino-resistencia. Los indices col-VLDL/TG y TG/HDL, el célculo de Col-RLP y la medida de PCRhs
constituyen indicadores accesibles y Utiles para la evaluacion de este cuadro.
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OBESIDAD Y SINDROME METABOLICO EN EL ADULTO”

Dr Julio Mollerach

Médico. Especialista en Clinica Médica y Nutricion (UBA). Servicio de Nutricion del Hospital Tornu. Servicio de lipidos del Instituto
Cardiovascular de Buenos Aires (ICBA). Docente Nutricion de UBA y UCA. E- mail:juliomollerach@gmail.com

El término sindrome metabdlico encierra varios factores de riesgo cardiovascular,cuyo
desencadenante principal quiza, sea la resistencia a la insulina. La obesidad parece ser el principal
desencadenantey la insulino resistencia, una respuesta fisioldgica, a esa obesidad; entre las otras alteraciones
que lo caracterizan, la intolerancia a la glucosa, la dislipemia e hipertensidn; estos factores de riesgo en ultima
instancia serian una comorbilidad de la obesidad y el riesgo global la sumatoria de los mismos.

Es tal la sociedad de estos factores de riesgo, con el lamado sindromemetabdlico, que el descenso de
peso puede reducir hasta un 70 por ciento la expresidnclinica de este sindrome.

La obesidad a diferencia de otras enfermedades crdnicas, es prevenible o puede revertirse sobre todo
en sus fases iniciales, de ahi que la adherencia del paciente con el profesional es fundamental para detectar
el riesgo, toma de conciencia y éxito final.

“OBESIDAD Y SU RELACION CON METABOLISMO OSEO”

Dra Susana Zeni

Profesora de Bioquimica General y Bucal, Facultad de Odontologia (UBA). Investigadora Principal del CONICET. Laboratorio de
Osteopatias Metabdlicas. INIGEM. Hospital de Clinicas. UBA - CONICET. Vicepresidente de la Asociacién Argentina de Osteologia y
Metabolismo Mineral. E- mail:snzeni@hotmail.com

La prevalencia de dos desdrdenes crdonicos como la osteoporosis y la obesidad se encuentra en
aumento. La fisiopatologia de ambas alteraciones metabdlicas es multifactorial e incluye factores genéticos,
factores ambientales y hormonales. Diversos estudios clinicos y experimentales demuestran la existencia de
una interaccién entre el tejido adiposo y el esqueleto, similar a la que ocurre entre las patologias
mencionadas. Si bien se pensaba que la obesidad protegia al hueso, actualmente se postula que un exceso de
tejido graso, fundamentalmente grasa abdominal, seria un factor de riesgo para el desarrollo de osteoporosis
y fracturas por fragilidad. La relacién inversa entre adipogénesis y osteoblastogénesis con la edad, determina
cambios que conducen al aumento de grasa en la médula ésea a expensas de la osteoblastogénesis y la
formacidn 6sea.

Este hecho determina que la existencia de interacciones entre el tejido graso y el esquelético que
constituyen un sistema homeostatico de retroalimentacidén negativa en el cual tanto las adipoquinas como las
moléculas derivadas del hueso confluyen en un eje que relacionan a ambos tejidos. Se han propuesto varios
mecanismos a través de los cuales la obesidad afecta la formacion y resorcidn ésea como el aumento en la
produccién de citoquinas proinflamatorias, inhibicion en la sensibilidad a la insulina y desregulacién del
metabolismo de los lipidos y desarrollo de estrés oxidativo, disminucidn en la absorcién de calcio asociada a
una alta ingesta de grasa, excesiva produccién de lectina. Aunque el mecanismo completo no ha sido aun
dilucidado totalmente, los datos que emergen a diario claramente evidencian una correlacién entre tejido
esquelético y graso y una la interrelacidn entre obesidad y el desarrollo de osteoporosis.
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SECCION Il EL PACIENTE ADULTO OBESO Y SUS ALTERNATIVAS CLINICAS —

Moderador: Acad. Norma Sterin de Speziale

“INDICACIONES DE LA CIRUGIA BARIATRICA EN OBESIDAD MORBIDA O CON
SINDROME METABOLICO”

Dr. Hugo Montemerlo

Especialista en Medicina Interna, Academia Nacional de Medicina. Unidad de Nutricién y Asistencia Nutricional del Sanatorio Mater
Dei. Especialista en Nutricion (UCA). Experto en Soporte Nutricional. Miembro de la Subcomisién Cientifica de la Sociedad Argentina
de Nutricién. Codirector del Instituto Argentino de Educacion e Investigacion en Nutricion (IADEIN). E-
mail:hmontemerlo@yahoo.com.ar

La obesidad es una patologia con frecuencia en ascenso, queen los casos severos tiene escasa respuesta
al tratamiento clinico. Esta asociada a factores que potencian el riesgo cardiovascular, en especial
Hipertension arterial (HTA) y Diabetes.La Cirugia Bariatrico-metabdlica se presenta como una opcion de
tratamiento.Los riesgos de complicaciones agudas de la cirugia se han reducido, en especial con grupos
multidisciplinarios con gran experiencia. Las complicaciones crénicas dependen en especial, del seguimiento
con esos grupos por periodos muy prolongados.
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“INDICADORES BIOQUIMICOS DE ESTADO NUTRICIONAL PRE CIRUGIA BARIATRICA”

Acad. Maria Luz Pita Martin de Portela

Profesora Titular Consulta de Nutricion, Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA) E- mail: mportela@ffyb.uba.ar

La mayoria de los pacientes a ser sometidos a cirugia bariatrica (CB) presentan alguna deficiencia
nutricional preexistente, debido a alimentacidn inadecuada, con baja densidad de macro y micronutrientes
criticos. Esas deficiencias deben ser identificadas para realizar una suplementacidon adecuada que evite el
deterioro del estado nutricional post cirugia, logre una evolucién favorable y disminuya el riesgo de las
complicaciones quirurgicas.

La Sociedad Americana de Metabolismo y Cirugia Bariatrica (ASMBS, 2008) recomienda 3 tipos de
pruebas de laboratorio: a) de rutina: glucosa en ayunas, perfil lipidico, funcién renal y hepatico, analisis de
orina, pruebas de coagulacion, tipificacion sanguinea, hemograma completo, estudio de prediabetesy funcién
tiroidea; b) estado nutricional con relacidn a hierro, vitamina B, acido félico y vitamina D; c) determinaciones
complementarias: folato intra-eritrocitario, homocisteiina, dcido metilmaldnico, vitaminas By,A, E, Ky PTH.

El Documento de Consenso sobre Cirugia Bariatrica de la Sociedad Espafiola para el Estudio de la
Obesidad (SEEDO) y la Sociedad Espafiola de Cirugia de la Obesidad (SECO) aconsejan como indicadores
bioquimicos basicos, antes de la cirugia: hematometria completa, estudio de coagulacién, glucemia, perfil
lipidico, ionograma, PC reactiva, funcidon renal y hepatica, serologia de hepatitis B y C yhormonas: tiroideas.

La Actualizacion del Consenso Argentino de Nutricién en Cirugia Bariatrica (SAN; 2016) considera que las
deficiencias mas comunes en el paciente con obesidad mérbida se relacionan con los siguientes nutrientes:
vitaminas Bs, B12, Ay D, acido fdlico, hierro, zinc, cobre y calcio. Para completar la evaluacién preoperatoria,
recomienda determinar la albdmina, de importancia en la cicatrizacion de las heridas. Otras determinaciones
aconsejables estan relacionadas con la evaluacidn en relacién a vitaminas Bg, B2, y otros microminerales.

La correcta identificacion de las deficiencias debe tener en cuenta los puntos de corte de los
indicadores bioquimicos, de acuerdo a la metodologia utilizada y al proceso inflamatorio relacionado con la
obesidad. Los avances del conocimiento y de nuevas metodologias permitirdn contar en el futuro con
indicadores de sensibilidad adecuada y con valores de referencia para establecer Recomendaciones
nutricionales acerca de las dosis de nutrientes a suplementar antes de la cirugia.
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“ALTERACIONES NUTRICIONALES Y DE LA MICROBIOTA POST CIRUGIA BARIATRICA”

Dra. Maria del Pilar Quevedo

Médica (UBA). Especialista en Clinica Médica y en Nutricién (UBA). Médica de Planta del Servicio de Nutricion del Hospital de Clinicas
“Jose de San Martin” (UBA). Coordinadora de la Unidad Bariatrica y Metabdlica (CIEN- DIAGNOMED). Médica de Planta del Sanatorio
Gliemes. Integrante del Equipo Nutricion y Diabetes, Dr. H. Montemerlo. E- mail:maria.pquevedo@gmail.com

“GENETICA Y EPIGENETICA”

Dr. Gustavo Fretchel

Laboratorio de Diabetes y Metabolismo. INIGEM. (UBA/CONICET) Profesor Titular. Catedra de Nutricion. Departamento de Medicina,
Facultad de Medicina (UBA). Profesor Adjunto. Catedra de Genética. FFYB (UBA). Jefe Division Genética. Hospital de Clinicas (UBA) E-
mail:gfrechtel@yahoo.com

La obesidad es una enfermedad compleja o multifactorial, cuyo desarrollo depende de una interaccion
entre factores genéticos de susceptibilidad y ambientales desencadenantes.

Esta demostrada la herencia de la obesidad en cuanto a una multiplicidad de componentes fisiopatolégicos y
clinicos como la distribuciéon de la grasa corporal, apetito, saciedad, gasto metabdlico y enddcrino-
metabdlicos en relacién a las patologias para las cuales la obesidad se constituye en un factor de riesgo como
la dislipemia, la hipertensidn arterial, la diabetes tipo 2, cancer, poliquistosis ovarica.

La genética de la obesidad esta determinada por la influencia de multiples polimorfismos de nucledtido simple
(SNPs) presentes en una importante variedad de genes, cuyos productos de expresidon son moléculas proteicas
que se constituyen en la base molecular de la obesidad y sus patologias asociadas. Por eso la obesidad es una
enfermedad poligénica, cuya herencia es de caracteristicas no mendelianas y con una baja penetrancia.

El conocimiento de la genética de la obesidad ha avanzado significativamente en los ultimos afios, en
base a los estudios de escaneo amplio del genoma (GWAS), en los que se estudian cientos de miles de SNPs
en decenas de miles de pacientes obesos comparados con controles. En base a estos estudios se han definido
mas de 100 SNPs asociados a obesidad.

Por otro lado, los factores ambientales influencian el desarrollo de obesidad a través de la epigenética, que
es el puente molecular entre el ambiente y los genes. La epigenética influencia la expresion de los genes. Los
tres mecanismos epigenéticos son: 1) Metilacion de islas cpg, 2) Acetilacion/metilacion de histonas y 3) Micro
RNA.

La epigenética constituye un mecanismo plastico de adaptacién al medio ambiente y por lo tanto
modificable ante la variacidn de los factores ambientales. De ésta manera habrda modificaciones en la
expresion de genes de acuerdo a si el individuo es sedentario o realiza actividad fisica, de acuerdo al tipo de
alimentacion, etc.

La obesidad tiene diferentes formas de expresidn clinica o fenotipos, que estan influenciados por la
genética y por la epigenética. La determinacién clinica de estos fenotipos tiene impacto en el tratamiento de
la obesidad y sus complicaciones endocrino-metabdlicas.

Uno de esos fenotipos es el de obesos metabdlicamente sanos, cuya evolucidon clinica hacia
complicaciones como la diabetes tipo 2 y la enfermedad cardiovascular es mucho menor comparado con
obesos con alteraciones metabdlicas.

La genética estd empezando a recorrer este camino hacia una medicina de precision, en la cual
diagndsticos especificos permiten tratamientos personalizados.
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“PREVENCION DE OBESIDAD EN LA INFANCIA Y ADOLESCENCIA”

Dra. Irina Kovalskys

Médica (UBA). Especialidad en Pediatria, Nutricion infantil y Diabetes. Residencia en Nutricién Pediatrica. Scholarship en investigacion
en Obesidad Infantil, Universidad de Stanford. Profesora de Maestria Internacional en Nutricion Humana “Dr. Fernando Viteri”,
Instituto de Investigaciones Pediatricas de la Plata; de la diplomatura en obesidad y diabetes de la Universidad Nacional de Tucuman,
del Posgrado de Especializacién en Nutricion materno infantil, de Universidad del Centro Educativo Latinoamericano de la Ciudad de
Rosario (UCEL) y de la Universidad Favaloro. Secretaria electa del capitulo Latinoamericano de la ObesitySociety. Coordinadora
cientifica del comité de Salud, Nutricidn y Calidad de Vida, ILSI Argentina. E- mail: ikovalskys@gmail.com

La prevencion de la obesidad requiere de acciones multisectoriales de gran escala que involucren al
Estado, organizaciones no gubernamentales, sociedades cientificas, universidades, industria alimentaria y
sociedad civil (padres, docentes, etc.).

En octubre de 2014 los paises de la Region de las Américas aprobaron un plan de accién para la
prevencion de la obesidad en la nifiez y la adolescencia para el periodo 2014-2019 (OPS.OMS)

En este plan se proponen cinco lineas de accidn estratégicas:
1. Atencidn primaria de la salud y promocién de la lactancia materna y la alimentacion saludable.
2. Mejoramiento del entorno con respecto a la nutricién y la actividad fisica en los establecimientos
escolares.
Politicas fiscales y reglamentacion de la publicidad, promocion y etiquetado de alimentos.
Otras medidas multisectoriales.
5. Vigilancia, investigacién y evaluaciéon?

pw

En el caso de los nifios, las intervenciones poblacionales mas frecuentes se realizan en el ambito Sus ventajas
radican en llegar a todos los nifios, influir sobre el entorno obesogénico, y ser mas sostenibles en el tiempo.
Desde el grupo de nutricion salud y calidad de vida de ILSI Argentina se disefiaron dos programas escolares
consecutivos, basados en la escuela y que incluyeron robustas metodologias de evaluacion que permitieron
evidenciar la efectividad de las intervenciones

SALTEN (Sanos, Activos, Libres de Enfermedad crénica No Transmisible), ha sido un programa con base
en las escuelas para promover habitos de alimentacidon mas saludables y un aumento de la actividad fisica. El
programa consiste en una serie de acciones focalizadas en tres areas: el nifio (su conocimiento, actitudes y
motivacion), su apoyo social (familia, maestros) y su ambiente fisico y organizacional (capaz de promover o
dificultar estos comportamientos relacionados con la salud). La intervencion estd enmarcada en el modelo
ANGELO (6), que enfatiza el rol del ambiente en la determinacién del comportamiento y en el enfoque
motivacional del cambio en el comportamiento (7). Intervencion 2013 -2014

MINI SALTEN es un desprendimiento de SALTEN!, Se desarrolla en la escuela, en nifios de primer grado,
promoviendo alimentacién saludable y acceso a actividad fisica desde temprana edad. Incorpora a los padres,
reconociendo su rol crucial como modelos proveedores de alimentos y de oportunidades para ser activos y
utiliza herramientas de tecnologia para transmitir educacién. Intervencién 2015-2016

La imortancia de la prevencién en el ambiente escolar se centra en dos pilares: 1. La evidencia cientifica
gue sustenta los componentes del programa 2. Hacer mediciones de impacto bajo un modelo de evaluacién
cientifica ya que devuelve a la sociedad el valor del trabajo de prevencién y su efectividad y permite generar
ciencia que sea Util para la toma de decisiones en salud publica.

1 OPS/OMS. Plan de accidn para la prevencién de la obesidad en la nifiez y la adolescencia. Washington, D.C., USA, 2014.
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PREMIOS

PREMIOS 2017

El 15 de noviembre de 2017 la Comisidn de Premio entregd el documento emitido por el jurado integrado por
la Acad. Virginia Martino, el Acad. Roberto Coco, el Acad. Mario los, el Acad. Francisco Stefano y el Acad.
Osvaldo Cascone, Acad. Clyde Carducci y Acad. Silvia Hajos.

Por unanimidad dictamina:

Premio "Maria Amelia Enero", correspondiente al area Ciencias Farmacéuticas y Farmacoldgicas, al trabajo
"Comparacion de los efectos cardiovasculares del tratamiento crénico con R-bloqueantes o amlodipina en
ratas espontaneamente hipertensas" de Julieta S. Del Mauro, Paula D. Prince, Martin Donato, Marcela A.
Morettdn, German E. Gonzalez, Facundo M. Bertera, Andrea Carranza, Susana B. Gorzalczany, Diego A.
Chiappetta, Celina Morales, Ricardo J. Gelpi, Carlos A. Taira, Christian Hocht.

Adjudicar el premio "Fernando Rusquellas", correspondiente al area Ciencias Bioldgicas, Bioquimicas,
Biofisicas y Naturales al trabajo "Enterocina ap-cect7121: actividad bactericida, sinergia antimicrobiana y
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RESUMEN

Las personas que deben consumir alimentos libres de gluten (celiaquia o intolerancia), presentan en
general deficiencias nutricionales. Generalmente estos productos son formulados con ingredientes de pobre
calidad nutricional, sin agregado obligatorio de Fe y vitaminas. El objetivo del trabajo fue estudiar
premezclas comerciales libres de gluten, evaluacién respecto al Fe y Zn de nifios consumidores de las
mismas, desarrollo de premezclas de mejor calidad nutricional. Se estudiaron: 1) las cuatro premezclas
comerciales libres de gluten mas utilizadas para elaboracidn hogarefia de productos farindceos; 2) situacion
respecto al Fe y Zn de 40 nifios escolares celiacos asistentes a hospital pedidtrico publico (La Plata),
mediante ferritina y Zn séricos; 3) composicidn fisicoquimica y mineral de harinas alternativas con/sin
extrusion; 4) desarrollo de 10 premezclas especificas utilizando ingredientes usuales, harinas de sorgo
refinada y soja semidesgrasada ambas extrudidas, leche entera y huevo deshidratado. Las harinas y
premezclas desarrolladas fueron procesadas en planta semi-industrial (INTI Cereales y Oleaginosas, Ciudad 9
de Julio). Se utilizéd quimioluminiscencia para ferritina y métodos oficiales AOAC en el resto de los ensayos.
Las premezclas comerciales presentaron pobre diversidad
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de ingredientes (almidon de maiz, harina de arroz y féculas de mandioca/papa), bajos porcentajes de
proteinas (4,9%), grasa (2,8%), fibra dietaria (3,4%) y alto en carbohidratos (77,5%). Fueron pobres en Fe
(0,18 mg/100g) y Ca (83 mg/100g), mientras que el Zn (0,48 mg/100g), fue superior a la harina de trigo
comercial. EI 37,5% y 12,5% de los niflos, presentd valores inferiores a las recomendaciones de ferritina y Zn
séricos. Las formulaciones de las premezclas desarrolladas se seleccionaron por analisis sensorial de
preferencia. Presentaron 11,9% proteinas, 8,9% grasa, 4,7% fibra, 2,3 mg/100g Fe, 1,1 mg/100g Zn y 111
mg/100g Ca, valores todos muy superiores a las premezclas comerciales. Fue posible la diversificacién de
ingredientes y mejorar las caracteristicas nutricionales de premezclas libres de gluten.

Palabras claves: escolares, hierro, premezclas libres de gluten

GLUTEN FREE COMMERCIAL PREMIXES AND DEVELOPMENT OF NEW FORMULATIONS.
IRON AND ZINC STATUS OF CELIAC CHILDREN.

People who must consume gluten-free foods (celiac disease or intolerance) generally have nutritional
deficiencies. Generally these products are formulated with ingredients of poor nutritional quality, without
mandatory addition of Fe and vitamins. The objectives of this work were: to study gluten-free commercial
premixes, to evaluate Fe and Zn status of children consuming them and the development of premixes of
better nutritional quality. The following were studied: 1) four gluten-free commercial premixes most used
for home-made farinaceous products; 2) situation regarding Fe and Zn of 40 schoolchildren attending a
public pediatric hospital (La Plata), using ferritin and serum Zn; 3) physicochemical and mineral composition
of alternative flours with / without extrusion; 4) development of 10 specific premixes using standard
ingredients, refined sorghum flour and semi-defatted soybeans, both extruded, whole milk and dehydrated
egg. The flours and premixes developed were processed in a semi-industrial plant (INTI Cereales vy
Oleaginosas, 9 de Julio City). Chemiluminescence for ferritin and official AOAC methods were used in the
rest of the studies. The commercial premixes presented poor diversity of ingredients (maize starch, rice
flour and potato starch), low protein content (4.9%), fat (2.8%), dietary fiber (3.4%) and high in
carbohydrates (77.5%). They were poor in Fe (0.18 mg%) and Ca (83 mg%), while Zn (0.48 mg%) content was
higher than commercial wheat flour. Among the children studied, 37.5% and 12.5% presented values lower
than the recommendations for serum ferritin and Zn. The formulations of the developed premixes were
selected by sensory analysis of preference. They presented 11.9% protein, 8.9% fat, 4.7% fiber, 2.3 mg% Fe,
1.1 mg% Zn and 111 mg% Ca, all values were higher than the ones found in commercial premixes. It was
possible to diversify ingredients and improve the nutritional characteristics of gluten-free premixes.

Key words: children, iron, gluten-free premixes

1. INTRODUCCION

Las personas celiacas o con intolerancia al trigo, deben mantener una dieta libre de gluten durante
toda la vida. Las proteinas que reciben el nombre genérico de gluten, estan constituidas por las prolaminas
presentes en el trigo, cebada, centeno, triticale y posiblemente avena. Otros cereales también contienen
prolaminas: espelta, triticale (hibrido de trigo y centeno), kamut (hibridos del trigo). En funcidon del cereal las
prolaminas pueden clasificarse en: gliadinas (trigo), hordeinas (cebada), secalinas (centeno), aveninas
(avena). Existen dudas en cuanto a la toxicidad de la avena, ya que este cereal tiene un contenido en
prolaminas inferior y la presencia de gluten podria deberse a la contaminacién en los cultivos y durante la
cadena alimentaria (Niewinski, 2008).

La celiaguia es una enteropatia que se caracteriza por la inflamacion crénica del intestino delgado
con pérdida de microvellosidades, debido a la respuesta del sistema inmune de individuos genéticamente
susceptibles. La prevalencia actual es del orden del 1% en algunas regiones geograficas, presentandose en la
mayoria de los casos de forma asintomatica. La confirmacion del diagndstico es solo mediante biopsia
intestinal, y debido a su dificil implementacion, se considera que se encuentra subdiagnosticada.
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Actualmente nuevos estudios epidemioldgicos y avances en los métodos de diagndstico, sobre todo
los test seroldgicos, han revelado que la celiaquia se encuentra entre las intolerancias alimentarias mas
frecuentes y comunes en muchos paises en desarrollo (Catassi&Yachha, 2009).

La lesién intestinal se traduce en severos problemas de deficiencias nutricionales debido a la
malabsorcién intestinal o mala adherencia a la dieta sin gluten. Son varios los factores que influyen:
localizaciéon y grado de dafio en la mucosa intestinal, grado de malabsorcidn, tiempo de evolucién previo al
diagndstico, etc. (Kirby&Danner, 2009)

De acuerdo a esto, si bien las personas celiacas pueden ingerir cantidades adecuadas de minerales,
como Fe proveniente de productos carnicos, o Ca de lacteos, es frecuente la deficiencia de minerales y
enfermedades asociadas. El Fe, el Ca y el Zn, acido fdlico y la Vitamina B12, son los micronutrientes mas
estudiados, debido a que sus deficiencias impactan en la salud y en el desarrollo (Garcia-Manzanares & col,
2011; Niewinski, 2008; Bengoa, 2007). Las carencias de estos minerales se asocian a un inferior crecimiento
y desarrollo fisico, motor y cognitivo.

El Fe es un mineral indispensable constituyente de la hemoglobina y forma parte de numerosas
enzimas, asi como del sistema inmune (Pita Martin de Portela, 2015, a). La anemia es frecuente en la forma
clasica de la enfermedad celiaca, que cursa con diarreas crdnicas, mala absorcién de grasas y nutrientes. La
anemia por déficit de Fe se ve agravada, dado que la absorcidn tiene lugar en el intestino proximal, siendo
ésta una de la zonas mas afectadas en la enfermedad (Garcia-Manzanares & col, 2011; Niewinski, 2008).

La deficiencia de Zn puede afectar diversas funciones metabdlicas, retraso en el crecimiento, en la
fertilidad y el rendimiento intelectual entre otras. (Pita Martin de Portela, 2015, b)

El Ca tiene un rol fundamental a nivel estructural conformando la masa ésea y cuando el Ca dietario
es pobre, se obtendra a partir de la desmineralizacion (Pita Martin de Portela, 2015, c). Esto se traduce en la
enfermedad celiaca en osteoporosis, favorecido también por la limitada absorcion de la Vitamina D vy
algunos estudios reportan disminucién de la densidad mineral hasta en un 70% (Guevara-Pacheco & col.,
2014).

En los productos libres de gluten, los estudios se han direccionado fundamentalmente en dos
aspectos, disponer de métodos analiticos que permitan la deteccién de gluten en los alimentos y obtener
productos farindceos de similares caracteristicas tecnolégicas y organolépticas a los elaborados con harina
de trigo.

El nivel maximo propuesto para considerar un alimento libre de gluten, es 20 ppm cuando el producto
se elabora a partir de ingredientes que no contienen gluten (CODEX STAN, 118, 2008). En el afio 2011 se
defini6 en el Cddigo Alimentario Argentino (CAA), “alimento libre de gluten el que estd preparado
Unicamente con ingredientes que por su origen natural y por la aplicacion de buenas prdcticas de
elaboracion —que impidan la contaminacion cruzada— no contiene prolaminas procedentes del trigo, de
todas las especies de Triticum, como la escafiacomun (Triticum spelta L.), kamut (Triticum polonicum L.), de
trigo duro, centeno, cebada, avena ni de sus variedades cruzadas. El contenido de gluten no podrd superar el
madximo de 10mg/Kg” (CAA, Art. 1383). Los productos ‘Libres de Gluten’ que se comercialicen en el pais
deben llevar, obligatoriamente impreso en sus envases de modo claramente visible, el simbolo de la espiga
cruzada y la leyenda “Sin T.A.C.C.” en la barra.

Tradicionalmente el gluten en la harina de trigo, se define como el coloide viscoelastico resultante de
la masa formada por harina y agua, luego de la eliminacidn de todas las sustancias solubles por lavados
sucesivos. En el horneado, el gluten es el responsable de que los gases de la fermentacidn queden retenidos
en el interior de la masa, haciendo que ésta aumente su volumen debido a las propiedades funcionales de
extensibilidad y elasticidad. La eliminacién del gluten en los productos, especialmente en las formulaciones
de pan, origina una textura quebradiza que se desmenuza con facilidad, menor volumen, miga con poca
humedad y poca aireacién con productos de color pobre y otros defectos de calidad.

En las formulaciones y procesos de fabricacién de productos farindceos libres de gluten, se ha tratado
de conseguir caracteristicas sensoriales similares a sus homdlogos con gluten. Se han utilizado distintos
tipos de harinas alternativas, almidones, proteinas, hidrocoloides. Son numerosos los trabajos de
investigacion para mejorar la estructura, la textura asi como la aceptacién y conservacidn de los productos.
Para ello se utilizan como alternativas diferentes almidones, productos lacteos, gomas e hidrocoloides,
diversas proteinas, prebidticos, enzimas, etc. (Perez& col, 2009; Rosell, 2009; Gujral& col, 2002).
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Entre los ingredientes mas utilizados, se encuentran la harina de arroz, junto al almidén de maiz vy la
fécula de mandioca, que actian como aglutinantes y poseen facil digestion (Gujral& Rosell 2004). La harina
de arroz es un sustituto particularmente bueno de la harina de trigo que presenta bajo contenido en sodio,
alta digestibilidad del almidén y gran aporte de vitaminas. Sin embargo, el bajo contenido en proteinas,
junto a las caracteristicas reoldgicas de las mismas, impide formar una red que contenga la aireacién
producida durante el proceso de horneado (Gujral& Rosell 2004). Las harinas de arroz y maiz, también se
han utilizado con leguminosas como la soja, la cual realiza un gran aporte proteico, ademas de fibra dietaria
muy valorada en la consistencia de algunas masas panificables (Ribotta& col, 2004).

Aunque su uso es menos frecuente, existen panes sin gluten elaborados a partir de harina de sorgo y
de pseudocereales como quinoa, amaranto, trigo sarraceno, harina de algarrobo (Afion& col, 2009, Perez&
col, 2009). El sorgo es un cereal de uso limitado en alimentacion humana debido a la menor digestibilidad
de las proteinas y del almidén, a pesar de lo cual su uso en panificacién se ha incrementado en los ultimos
afios (Dyner& col., 2017).

Con el objeto de promover la aireacion de las masas se han incorporado ovoalblmina y proteinas
lacteas ya que poseen buena capacidad gelificante, alta retencién de agua, y favorecen la esponjosidad y
textura mejorando la aceptacién sensorial (Gallagher & col, 2004).

Por otro lado, la aplicacidn del proceso de extrusion se ha limitado en general a productos de copetin,
siendo una alternativa para aumentar la calidad nutricional de productos a base de cereales (Pérez-
Navarrete & col, 2007; Anton& col, 2009). En la coccién por extrusidn intervienen el calor, las fuerzas
termomecanicas de corte y la presién generada en el proceso, todo lo cual produce una profunda
homogeneizacidn y mezclado de los distintos componentes, presentando ventajas operativas por tratarse
de procesos continuos, eficientes, de facil aplicacion, bajo costo y sin produccion de efluentes (Singh & col,
2007). La mayoria de los tratamientos son de alta temperatura y corto tiempo con disminucién de la carga
microbiana, buena conservacion del valor nutritivo, inactivacion de enzimas y factores antinutricionales. En
la industria alimentaria se considera que el proceso de extrusién relune propiedades que lo hacen
particularmente interesante, ya que otorga al producto caracteristicas organolépticas muy apreciadas por el
consumidor (aspecto, textura). La estructura y suavidad-palatabilidad (mouthfeel) se ven afectadas con el
aumento de la proporcién de fibra, asi los numerosos productos comerciales para consumo humano vy
animal actualmente disponibles, son ricos principalmente en almiddn y/o proteinas vegetales (Anton& col,
2009).

Algunas de las alternativas para aumentar la calidad nutricional de harinas sin gluten, es el agregado
de frutos secos (avellanas y almendras) y legumbres (Afion y col, 2009), pero la adicién de las mismas en
productos panificados afecta a las caracteristicas y la calidad del producto final. Sin embargo, la
incorporacién de proteinas exdgenas provocaria el debilitamiento de la red que conforma la masa.

El agregado de Fe y de acido fdlico es respaldado por organismos cientificos, debido a lo cual las
harinas de trigo son fortificadas con Fe y vitaminas del complejo B practicamente en todos los paises de
Latinoamérica y Europa, asi como en Argentina (Serdula& col, 2010; Ley 25.630, 2002). Sin embargo, harinas
sin gluten como las de maiz y arroz, solo se encuentran enriquecidas en Fe en México y Venezuela (Kupper,
2005; Kapur& col, 2003). Actualmente en México la fortificacion de las harinas nixtamalizadas es una
practica cotidiana gracias a un acuerdo entre el gobierno y la industria harinera. El impacto de la medida ha
comenzado a expresarse en la reduccion de deficiencias minerales en Zn y en la menor prevalencia de
anemias (Sanchez & col, 2005). Los productos libres de gluten, fortificados o enriquecidos son poco
frecuentes en el mercado, aunque el desarrollo de estos alimentos mejoraria la calidad de la dieta de esta
poblacién. Particularmente, en Argentina, no existe obligatoriedad de agregado de minerales y vitaminas en
los ingredientes que se utilizan en reemplazo de la harina de trigo.

En definitiva, el reemplazo del gluten en los procesos tecnolégicos es todavia un desafio, ya que
ademas de las caracteristicas sensoriales se suma que las dietas libres de gluten son pobres en lo que se
refiere a proteinas, fibra dietaria, Fe, Ca, Zn y acido fdélico, comparadas con las dietas de la poblacién en
general. Debido a la prevalencia de la celiaquia y su paulatino aumento, es necesario desarrollar nuevos
productos libres de gluten que puedan suplir estas carencias.
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2. OBJETIVOS

- Relevar las premezclas comerciales libres de gluten, de mayor consumo por las familias de nifos
celiacos, para la elaboracidon a nivel hogareio de productos farinaceos, y listar los ingredientes mas
utilizados en la formulacion de las mismas.

- Determinar la composicion centesimal y contenido de minerales de importancia nutricional: Fe, Zny
Ca en dichas premezclas. Comparar los resultados obtenidos con los informados por los fabricantes en las
Tablas Nutricionales.

- Estimar la ingesta de macronutrientes en nifos celiacos a través de registro dietario.

- Evaluar el estado bioquimico de los nifios respecto al Fe y al Zn.

- Caracterizar nutricionalmente harinas obtenidas por extrusion de fuentes tradicionales (arroz, maiz)
y alternativas (sorgo, soja semidesgrasada): composicién centesimal y contenido de mineral: Fe, Zn, Ca, Mg,
Na, Ky Cu.

- Desarrollar premezclas, incorporando las harinas estudiadas, para elaborar productos libres de
gluten de buenas caracteristicas tecnoldgicas, nutricionales y organolépticas.

- Analizar el contenido de macronutrientes y de minerales de las premezclas desarrolladas.

- Comparar aportes de macro y micronutrientes con productos comerciales.

Los resultados podrian ser de utilidad a las autoridades sanitarias como antecedente para evaluar
propuestas de fortificacidn y/o enriquecimiento de harinas o premezclas.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES

Poblacion Estudiada, Registro De Consumo Dietario Y Sueros De Nifios Celiacos.

La poblaciéon estudiada estuvo formada por 40 nifios que se dividieron en dos grupos: A: 22 nifios de
6-8 afios y B: 18 nifios de 9-11 afios. En cada grupo la proporcién de nifias y nifios fue aproximadamente 2:1.
Los nifios seleccionados se encontraron en tratamiento respetando la dieta libre de gluten al menos un afio,
cuya adherencia al tratamiento se controld con el anticuerpo anti-transglutaminasa tisular (anti-tTG).

Para efectuar el presente estudio, en todos los casos se solicitd un consentimiento informado a los
padres y el asentimiento a los nifios. El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Revisién de
Protocolos de Investigacion (CIRPI) del Hospital General Pediatrico Sor Maria Ludovica de La Plata. Se realizo
un registro del consumo de alimentos de 24 hs de dos dias: un dia de la semana y otro festivo o fin de
semana. A partir de los datos de consumo registrados se calculd la ingesta de macronutrientes utilizando el
software SARA basado en la Tablas de composicion de alimentos nacionales (Argenfoods, 2017).

Los sueros se obtuvieron en ayunas de 12 hs.

Premezclas Comerciales.

A partir del registro de consumo de alimentos efectuado por los padres de nifios celiacosque asisten
un hospital pediatrico publico de La Plata se identificaron las 4 premezclas mas utilizadas por las familias.
Para evaluar su composicidn, las mismas se adquirieron en negocios de productos dietéticos de la zona.

Harinas. Se estudiaron:

a) Harina de arroz crudo y extrudido (Oryza sativa L).

b) Harina de maiz integral (Zea maysL.)

d) Harina de sorgo integral y refinado (crudo y extrudido) (Sorghumspp.)
e) Harina de soja semidesgrasada extrudida (GlycinemaxL.)
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Todas las harinas fueron obtenidas en la planta semi-industrial del Centro de Cereales y Oleaginosas
del Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI) de la Ciudad de 9 de Julio, Provincia de Buenos Aires.
Las muestras estudiadas fueron todas provenientes de cosechas nacionales. Los granos fueron pre-
acondicionados (proceso de descascarado en las muestras no integrales) y llevados a molienda en un molino
tipo martillo (Retsch KG) con malla de 0,75 mm hasta que toda la muestra pasara por un tamiz de 420 um.

Las harinas integrales se obtuvieron por molienda del grano luego del proceso de limpieza. En el
proceso de refinacién se aplicé un escarificado o pelado del grano, obteniéndose un porcentaje de
extraccion de la harina cercano al 90%. El proceso de extrusion se efectud luego de la molienda. Para ello, se
utilizé un extrusor de escala semi-industrial de simple tornillo donde se alcanzaron temperaturas de trabajo
en el rango de 125-1352C (Frias & col, 2011). Las harinas de arroz se obtienen en general del grano partido,
subproducto de proceso de limpieza y descascarado del arroz. Las harinas obtenidas a partir de sorgo
fueron: integral extrudida, refinada cruda y refinada extrudida, donde cada una de ellas provino de distintas
partidas. Las harinas de soja semidesgrasada se obtuvieron por molienda, extrusidon y posterior prensado
con eliminacién parcial de la grasa.

Premezclas desarrolladas. Se desarrollaron 10 premezclas para uso general (panaderia, pan de
molde), farinaceos dulces (galletitas dulces, bizcochuelo, budin, panqueques) y platos salados (pastas,
foquis, pizza, rebozador).

De las harinas estudiadas, se utilizaron: arroz, maiz integral, sorgo blanco refinada y soja
semidesgrasada, todas extrudidas. Ademas de almidén de maiz, también se utilizaron otros ingredientes:
leche entera deshidratada, huevo u ovoalbimina en polvo.

Evaluacion sensorial. La aceptabilidad fue valorada a través del grado de aceptabilidad global y
sensorial y su conveniencia de uso (Focus Group). Se conformaron grupos de debate con consumidores
celiacos y familiares, con quienes se realizé una serie de reuniones en distintas ciudades (9 de Julio, La Plata,
Mar del Plata, Cérdoba, C.A.B.A). Las participantes recibieron muestras de las premezclas para elaborar el
producto in situ, segun las instrucciones, se realizé la coccidn de los productos y se degustaron los alimentos
obtenidos. Luego, con la guia de un moderador, se efectud una encuesta para obtener informacion acerca
de la funcionalidad de las premezclas y las caracteristicas de sabor, color, textura, etc de los productos
finales. En funcién de los resultados, se reformularon las premezclas para su optimizacion.

3.1 METODOS

Analisis Quimico. Se utilizé metodologia AOAC 2000 segun:

Humedad: Se determind por método indirecto por desecacidn a presidn reducida en estufa a 702C
hasta peso constante (AOAC 925.09).

Cenizas: se realizé mineralizacién por via seca en mufla a 500-5502C hasta cenizas blancas de peso
constante (AOAC 923.03).

Proteinas: Se utilizd el método de Kjeldahl (AOAC 984.13) y se aplicaron los factores de conversion
nitrégeno/proteina de acuerdo a pautas internacionales (FAO, 2002): f = 6,25 (maiz), f = 5,95 (arroz), f = 5,75
(soja) y f=5,65 (sorgo). Para las premezclas comerciales libres de gluten y para las premezclas desarrolladas
se utilizé el factor general, f = 6,25.

Grasa: Se utilizd el método de Soxhlet para las harinas crudas (AOAC 985.15). Como solvente
extraccion se empled éter de petrdleo 35/60. Para las harinas extrudidas, premezclas comerciales y
desarrolladas, se aplicd el método de hidrdlisis acida utilizando éter etilico y de petréleo 35/60 como
solventes de extraccion (AOAC 954.02).

Fibra dietaria total: Se establecid por duplicado empleando un método enzimatico-gravimétrico
(AOAC 985.29) adoptado por un kit comercial de Megazyme®.

Carbohidratos (CH): Se obtuvieron por calculo segun

%CH = 100 — (% Humedad + %Cenizas + %Proteinas + %Grasas + %Fibra dietaria total).

Valor Energético (VE): se célculo utilizando los factores de Atwater (FAO, 2002).

Minerales: Se cuantificaron Fe, Zn, Ca, Mg, Na, Ky Cu.

Alicuotas de 1 g de muestra se trataron con 10 mL de una mezcla HNO3:HCIO,4 (50:50) durante 4 h a
1202C (AOAC 971.20). Los mineralizados se llevaron a volumen de 25 mL con agua ultrapura. El contenido de
Fe, Zn, Ca, Mgy Cu se establecié por espectrometria de absorcién atédmica — atomizacioén en la llama
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utilizando lampara de catodo hueco para cada mineral, en tanto que Na y K se cuantificaron mediante
espectrometria de emisién por ionizacién en la llama. En todos los casos se utilizé un equipo Perkin Elmer’
modelo AAnalyst 400°. Para cuantificar Ca y Mg, los mineralizados se trataron con una solucién de cloruro de
lantano 0,65% (p/v) para suprimir la interferencia causada por los fosfatos (AOAC, 2000; Perkin — Elmer,
1982).

Todo el material de vidrio utilizado fue previamente lavado con agua corriente y posteriormente se
sumergié durante 24 h en una solucién de HNOs al 20%. Finalmente se enjuago 3 veces con agua destiladay 3
veces con agua desionizada. Se utilizd agua ultrapura en todas las experiencias.

Expresion de resultados: Todos los datos analiticos se expresaron por 100 g de muestra (base
humeda), en g la composicién centesimal y en mg los minerales. Los resultados fueron expresados como la
media * desviacion estandar (SD) de 3 determinaciones independientes.

Determinaciones bioquimicas.

Ferritina. Se determind por quimioluminiscencia en suero con un equipo Access ImmunossaySystems
(Beckman Coulter®). Se contemplé la ausencia de estados inflamatorios o infecciosos a través de la
determinacion de leucocitos a efectos de descartar valores elevados de ferritina sérica asociados a los
mismos. Este criterio fue el utilizado por la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud (ENNyS) del afio 2005.

Zn sérico. Se determind por espectrometria de absorcién atdmica — atomizacion en la llama utilizando
ldmpara de catodo hueco con un equipo Perkin Elmer® modelo AAnalyst 200°.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 PREMEZCLAS COMERCIALES LIBRES DE GLUTEN

La industria alimentaria ha desarrollado diversas premezclas libres de gluten destinadas a la
elaboracion de productos farinaceos.

A través de la encuesta realizada a las familias de niflos celiacos que asistieron a un hospital publico
pediatrico de La Plata, se identificaron las cuatro premezclas mas ampliamente utilizadas para la elaboracién
de los distintos productos farinaceos. A nivel hogarefio, los mas comunmente elaborados fueron: pan, pastas,
pizza, galletitas, tortas, budines, etc. De acuerdo a la informacién obligatoria en el envase, se listé la
denominacion de venta del producto y los ingredientes en orden decreciente de proporciones utilizados en la
formulacion

Tabla 1. Denominacion de venta e ingredientes en orden decreciente de proporciones declarados en el
envase de las premezclas comerciales libres de gluten.

Ingredientes

Muestras Denominacion de venta
1 2 3 q Proporciones minoritarias

Premezcla para panaderia y | Almiddn de Harina de Fécula de Leche entera .

M1 L. . . Espesante - Emulsionante
reposteria. Libre de gluten. Sin TACC. maiz arroz papa en polve

M2 Premezcla para hornear panes y| Almiddn de Harina de Fécula de Concentrado | Espesante, sal, azlcar, materia
pizzas. Libre de gluten. Sin TACC. maiz arroz mandioca proteico grasa, albdmina de huevo
Harina base para preparaciones| . .idon de Harina de Fécula de L .

M3 | dulces y saladas. Libre de gluten. Sin maiz arroz papa Goma xantica Emulsionante
TACL.

Ma Premezcla para  panaderia Y| paring de Fécula de Almiddn de Fécula de azlcar, aceite vegetal, leche,
reposteria. Libre de gluten. arroz mandicca maiz papa huevo, sal

0% Acidos grasos trans.
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Se observd que los ingredientes mas utilizados en todas las premezclas fueron cuatro y similares:
almidén de maiz, harina de arroz, fécula de mandioca y fécula de papa. En orden decreciente de
proporciones, el almidén de maiz es el primer ingrediente en tres de ellas, la harina de arroz es primer
ingrediente en una y segundo en las otras tres. La fécula de mandioca es el 22 ingrediente en una premezcla
y 32 en otra, mientras que la fécula de papa es el 32 en importancia.

En las muestras M2 y M4 se agregaron otros ingredientes que podrian aportar proteinas: concentrado
proteico y albumina de huevo (M2), leche y huevo (M4). Las grasas presentes serian aportadas por leche
entera (M1), materia grasa cuyo origen no se especifica (M2) y aceite vegetal y huevo (M4). Como aspectos
favorables, ninguna muestra declaré agregado de aceites vegetales parcialmente hidrogenados, y dos de las
muestras no tienen agregado de sal (M1y M3).

De acuerdo a tablas de composicién de alimentos, tanto el almidén de maiz como las féculas,
presentan similar composicién: 83 % de carbohidratos, 0,6 % de proteinas, 0,1 % de grasa y ausencia de fibra
dietaria (Souci& col, 1994). La harina de arroz contiene 73,4 % de carbohidratos, 7 % de proteinas, 2,2% de
grasay 2,9% de fibra dietaria (Souci& col, 1994).

De acuerdo a esto, las premezclas presentarian en principio, una composicion con fuerte predominio
de carbohidratos, baja proporcion de proteinas, grasas y fibra dietaria.

Datos informados en Tablas Nutricionales. El tamaifo de porcién informado en las Tablas
Nutricionales (TN) de cada premezcla, fue de 40 g en una muestra y 50 g en el resto. A efectos de comparar
los datos se calcularon el VE y los nutrientes en 100 g .

Tabla 2. Datos declarados en la Tabla Nutricional por porcién y cada 100 g en el envase de las premezclas comerciales.

o c VE CH __ Proteina Grasa total Grasa Grasa trans | Fibra Dietaria Sodio

= ] kcal saturada

n |5 (keal) (g) (@) (@ (@ (@ (9)

g 2 (@

= o porcion | 100g | porcion | 100g | porcion | 100g | porcion | 100g | porcidn | 100g | porcion | 100g | porcion | 100g | porcion | 100g
M1 [40g| 140 351 33 a3 11 28 07 1,8 04 09 0 0 1,0 25 16 40

M2 [50g| 192 384 36 72 3,0 6,0 40 8,0 1,0 20 0 0 0 0 506 | 1012
M3 [50g| 170 340 41 82 1,5 3,0 0 0 0 0 0 0 0,2 05 1,1 23

M4 (50g| 193 385 41 81 1,8 35 26 52 09 1.7 0 0 0,5 1,0 150 300
X - 365 80 38 38 1,2 0 - 1,0 339

Se observé uniformidad en el VE (340 - 385 kcal/100g) y en el contenido de carbohidratos (72 - 83 %).
Todas las muestras presentaron bajo aporte proteico (2,8 - 6,0 %). El contenido de grasa total dispar (0 - 8,0
%), mientras que el valor de grasas saturadas fue bajo y en ningln caso se declaré grasas trans. El contenido
de fibra dietaria también fue bajo (0 - 2,5 %). El Na fue muy bajo en las formulaciones sin agregado de sal
(M1 y M3), mientras que en las otras dos, los valores fueron muy dispares: 300 mg% (M4) y 1012 mg% (M2).

Composicidn centesimal. Los resultados analiticos obtenidos de las 4 premezclas de humedad, cenizas,
proteinas totales, grasa total, fibra dietaria, carbohidratos (por diferencia) y VE, se presentan en Tabla 3.
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Tabla 3. Composicidon centesimal (g/100g) y Valor Energético (VE) (kcal/100g) de las premezclas

comerciales libres de gluten.

Muestras Humedad Cenizas Proteina Grasa FDT CH* VE
M1 11,1+04 0,52 +0,01 41+01 1,47 +0,01 21+01 807 | 353
M2 90+0,1 244+019 8501 3,86+010 41+01 721 | 357
M3 10,8+02 0,23+0,01 3,101 0,24 £ 0,01 23+03 | 834 | 348
M4 104 +0.1 1,60+002 40+0.2 543+010 50+02 | 736 | 359

X - - 49 28 34 775 | 355

* Carbohidratos por diferencia

El contenido proteico fue muy bajo en tres de las muestras (3,1-4,1 %), lo cual indica que ninguno de
los ingredientes realizaria un aporte considerable de proteinas. Solo la muestra M2 presentd un contenido
mayor (8,5 g %), lo cual se deberia al agregado de concentrado proteico. Los resultados hallados fueron
mayores a los informados en las TN, excepto para M3.

La grasa fue muy baja en las muestras M3 y M1 (0,2% y 1,5% respectivamente), mientras que fue
mayor en las restantes (3,9 - 5,4%). La muestra M3 no contuvo en su formulacién ningun ingrediente que
aportara lipidos, mientras que en M1, la grasa provendria de la leche entera. En el resto de las muestras el
contenido provino de la materia grasa (M2) y aceite vegetal (M4) utilizados.

Estos resultados se encontraron dentro del margen de tolerancia permitido para los datos informados
enla TN (* 20 %) (CAA, Capitulo V, RGMC 46/3 Item 3.5.1), excepto en M2 donde se supero dicha tolerancia
(8,0 % declarado vs 3,9 % hallado).

El contenido de fibra dietaria fue muy bajo en todos los casos (2,1 - 5,0 g %), lo cual es consistente con
el bajo contenido de fibra de los ingredientes utilizados (féculas y harina de arroz). Excepto en M1, los
resultados superaron el margen de tolerancia de + 20 %, ya que los valores hallados fueron superiores a los
informados (M2: 4,1 % vs 0%; M3: 2,3 % vs 0,5%; M4: 5,0 % vs 1,0 %). Estas diferencias se deberian a que
generalmente los datos declarados en las TN, se obtienen a partir de tablas de composicidon de alimentos no
actualizadas, donde los datos de fibra fueron obtenidos por el método de fibra cruda. En el presente trabajo
se utilizé el método enzimatico gravimétrico, actualmente recomendado por AOAC.

El porcentaje de carbohidratos fue elevado (72,1- 83,4 g%) y similar a los declarados en las TN.
Asimismo, el VE (348 - 359 kcal%) se encontrd en los niveles informados en la TN.

Conclusidn parcial. De acuerdo a los resultados analiticos, las premezclas comerciales libres de gluten,
presentan muy bajo porcentaje de proteinas, grasa y fibra dietaria, con elevado contenido de carbohidratos
y donde el VE es provisto principalmente por estos.

Contenido Mineral. La anemia ferropénica es una problematica bien conocida en nuestro pais. Como
una estrategia para reducir la deficiencia de Fe de la poblaciéon, desde el afio 2003 se agrega
obligatoriamente 3 mg de Fe cada 100g a las harinas comerciales de trigo en la Republica Argentina (Ley
25630, 2003). Sin embargo, las premezclas libres de gluten no son adicionadas con Fe y, consecuentemente,
la poblacién celiaca queda sin este potencial resguardo.
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El contenido de Fe, Zn y Ca hallado en las premezclas comerciales, se presentan en Tabla 4.

Tabla 4. Contenido de Fe, Zn y Ca (mg/100g) de las premezclas comerciales libres de gluten.

Muestras Hierro Zinc Calcio
M1 ND* 0,50 £ 0,01 59 +1
M2 ND* 0,30 £ 0,01 50+ 1
M3 0,10+ 0,06 0,40 £ 0,01 39+1
M4 0,60+0,04 0,70 £ 0,01 185+ 4
X 0,18 0.48 a3

*ND: no detectable

La concentracion de Fe hallada fue muy baja: no detectable en dos muestras y baja en las restantes
(0.10- 0.60 mg/100g). Estos valores resultaron muy inferiores a la harina de trigo enriquecida (3 mg/100g)

Respecto al Zn, el rango hallado (0.30 - 0.70 mg/100g), superd los resultados propios encontrados en
harinas de trigo comerciales (no detectable - 0.36 mg/100g).

En relacién al Ca, dos muestras presentaron valores bajos (39 mg/100g y 50 mg/100g en M3 y M2
respectivamente), lo cual es consistente con la lista de ingredientes declarados. En las dos muestras que
declararon el agregado de leche entera, los resultados fueron muy dispares: 60 mg/100g (M1) y 185
mg/100g (M4).

Conclusién parcial. Las muestras presentaron muy bajo contenido de Fe, mientras que el Zn se
encontré en los niveles de las harinas de trigo. Respecto al Ca, el valor fue bajo en una de las muestras que
declard agregado de leche entera en polvo.

4.2 INGESTA DE MACRONUTRIENTES Y MICRONUTRIENTES DE NINOS CELIACOS

Trabajos internacionales indican que la dieta libre de gluten se caracteriza por su bajo aporte de fibra
y carbohidratos y exceso de proteinas y grasas (Pelegri Calvo, 2011; Midge& col, 2009; Marugan De
Miguelsanz& col, 2001). Sin embargo, en Argentina no existen investigaciones en el tema que indiquen cual
es el estado de la situaciéon de nifios a nivel local. Por ello, se considerd de interés relevar la ingesta de
macronutrientes en nifios en edad escolar con celiaquia.

Como se dijo anteriormente, se registrd el consumo de alimentos durante dos dias y se calculd la
ingesta de macronutrientes utilizando tablas nacionales de composicion de alimentos. Los 40 nifos
evaluados se encontraron en un rango etareo de 8.8 + 2.0 afios, y estuvo constituido por 67.5% de mujeres y
32.5% de varones, para respetar la relacidon de la celiaquia por sexo 2:1, con prevalencia de mujeres.
Estudios anteriores en adultos confirmaron esta proporcion entre sexos en adultos en la region (Gémez &
col, 2001).

Los niflos se dividieron en dos grupos de acuerdo a las recomendaciones por edad del Instituteof
Medicine, NationalAcademiesofSciences (2005). Los grupos estuvieron conformados en A (22 nifios de 6-8
afios) y B (18 nifios de 9-11 afios). Los resultados de la ingesta media y las recomendaciones se presentan en
Tabla 5.
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Tabla 5. Ingesta de macronutrientes de nifios celiacos asistentes a un
Hospital Pediatrico publico de La Plata

Grupo A Grupo B

Resultados Referencia® Resultados Referencia®
Energia (Kcal) 1609,0 + 560,0 - 23404 + 6046 -
Carbohidratos (g) 2265+873 130 3046 +108,6 130
Proteina (g) 5532224 19 899259 34
Grasa (g) 2122211 30% VCT™* 76,8234 30% VCT™*=

286 %™ 295%™

Fibra dietaria (g) 87+51 25 122+6,7 31

Grupo A: 22 nifios de 6-8 afios; Grupo B: 18 nifios de 9-11 afos; *Recomendaciones de acuerdo a edad,
Institute of Medicine, National Academies of Sciences, 2005; **Porcentaje energia; ***Valor Calérico
Total

Al comparar los valores hallados con las recomendaciones, se evidencié elevado consumo de
carbohidratos y proteinas, adecuada cantidad de grasas y baja ingesta de fibra dietaria.

Simultaneamente al registro dietario, se realizd una evaluacién bioquimica del estado nutricional de
los nifos respecto a Fe y Zn, dado que diversos estudios han reportado deficiencias de estos minerales en
personas celiacas, alin cuando estas pueden consumir carnes rojas.

Por sus requerimientos nutricionales, los niflos en edad escolar constituyen una poblacidon
particularmente vulnerable. Como indicador de reserva de Fe y Zn se determinaron ferritina y Zn séricos.

62,5%
37,5%

m>15mg/L,n=35

<15mg/L,n=15

Figura 1: Ferritina sérica (ug/L) en escolares asistentes a un Hospital Pediatrico publico de La Plata
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La concentracién media de ferritina en la poblacion estudiada (Fig. 1), fue 23.0 + 15.0 pg/L, donde el
37.5 % (n=15) presentd niveles por debajo del limite (< 15 pg/L), mientras que el 62.5 % (n=25) presentd
depdsitos normales de hierro (> 15 pg/L).

En la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud (ENNyS) del afio 2005 (Kogan & col, 2008), la
determinacién de ferritina se realizé en niflos 6 a 23 meses y en mujeres embarazadas de 10 a 49 afioslLa
prevalencia de deficiencia de hierro (ferritina menor a 15 pg/L) fue en nifios del 35,3% y en mujeres de
18,7%.

Figura 2: Zinc sérico (ug/L) en escolares asistentes a un Hospital Pediatrico publico de La Plata

87,5% 12.5%

m> 0,82 pg/dL, n =35
<0,82pug/dL,n=5

Los nivelesséricomedios de Zn, fueron 121.7 + 36.0 pg/dL (Fig. 2). El 12.5 % (n=5) presentd deficiencia
(< 0.82 pg/dL) mientras que el 87.5% (n=35) presento reservas adecuadas (>0.82 ug/dL).

Conclusidn parcial. Mas de la tercera parte de la poblacion infantil estudiada presenté deficiencia de
Fe y dado que las premezclas resultaron muy pobres aportadoras respecto a las harinas comerciales de
trigo, se destaca la importancia del agregado de Fe a las premezclas libres de gluten.

En cambio, respecto al Zn, las premezclas contienen mayor cantidad de Zn que las harinas de trigo,
por lo cual no seria atribuible al contenido del mineral en la premezclas las deficiencias en la décima parte
de la poblacién.

4.3 HARINAS ALTERNATIVAS

A través de trabajos previos propios se disponia de antecedentes en harinas alternativas como arveja,
lino, amaranto, trigo sarraceno, etc (Ferreyra & 2015; Giacomino& 2013; Dyner& 2011; Frias & col, 2011).
Sin embargo, se seleccionaron harinas utilizadas ampliamente en la alimentacién humana desde tiempos
remotos como maiz y arroz, asi como otras cuyo empleo para consumo humano ha aumentado en los
ultimos afios como sorgo y soja. También se tuvo en cuenta disponibilidad y costo. Por otro lado, segun
bibliografia, la utilizacién de harinas de arroz, maiz y soja permite obtener buenas caracteristicas
tecnoldgicas y sensoriales (Ribotta& col., 2004; Schober& col., 2003).

Las muestras estudiadas fueron harinas de arroz cruda y extrudida, maiz integral extrudida, sorgo
integral extrudida y refinada (cruda y extrudida), soja semidesgrasada extrudida. A efectos de su
caracterizacion se determind la composicién en macronutrientes (Tabla 6). Todas las muestras provinieron
de partidas utilizadas en la elaboracién de productos de consumo masivo o libres de gluten, obtenidas como
se dijo previamente en la planta procesadora del Centro de Cereales y Oleaginosas (INTI).
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Tabla 6. Composicion centesimal (g %) de las harinas estudiadas.

Harinas Humedad Cenizas Proteinas Grasa FDT" CH**
Arroz cruda 11,3+03 0,39 % 0,01 72+01 0,7 £0,1 27+02 77.8
Arroz extrudida 85+02 0,42+ 0,01 82+01 04+£01 31+£06 79.4
Maiz integral
extrudida 103+03 123+0,02 70401 36402 118+1,1 66,1
sorgo integral
ot i 11,0£02 150 0,02 10,2 £ 0,1 2701 13,3+05 61,3
Sorgo  refinada | 155,04 | 1004001 8.5+0.1 26401 45101 70,8
cruda
Sorgo  refinada 98+02 120+ 0,02 87+0,1 15+01 51+01 73.7
extrudida : ! ! ! : ! ! ! ! ? !
Soja
semidesgrasada 7T5+02 550+ 0,21 424+01 129+0,2 215+01 10,3
extrudida?!

Soja
semidesgrasada 76+01 6,51+ 0,42 448101 11,501 18,8 £0,3 10,9
extrudida?

*FDT: Fibra dietaria total: **CH: Carbohidratos: ™ ? distintas parfidas de soja

El contenido de humedad, cenizas, proteinas, grasa, fibra dietaria total y carbohidratos, se encontré
en el rango de los informados en las Tablas de Composicién de alimentos nacionales (Argenfoods, 2017),
USDA (Departamento de Agricultura de Estados Unidos, 2017), y Tablas Alemanas (Souci& col, 1994).

Los valores obtenidos para arroz, tanto en la harina cruda como extrudida, respondieron a la
composicion propia del arroz, con bajo porcentaje de proteinas (7,2 - 8,2 %), muy bajo contenido de grasas
(0,4 - 0,7 %) y de fibra dietaria (2,7 - 3,1 %). La utilizacién como principal ingrediente de muchos de los
productos libres de gluten, junto a almidén de maiz, fécula de mandioca o papa, explicarian el bajo contenido
proteico y de fibra dietaria que caracterizan a los productos libres de gluten.

La harina de maiz se obtuvo a partir del grano entero. Presenta un porcentaje de proteinas similar al
arroz (7 %), pero es reconocida su baja calidad proteica debido a la deficiencia no solo en lisina como todos
los cereales, sino también en triptéfano (Pita Martin de Portela, 2006). El porcentaje de grasa, si bien es bajo
(3,6 %), fue superior a las harinas de arroz. La fibra dietaria (11,8 %), fue muy superior a los valores hallados
en la harina de arroz y los presentes en las féculas.

La harina de sorgo se ha utilizado tradicionalmente para alimentacidn animal. Sin embargo, en
Argentina desde hace pocos afos, empresas de primera linea la utilizan como ingrediente minoritario en la
formulacién de productos de consumo masivo (galletiteria, alfajores, etc.) (Dyner& col, 2017; Lopez& col,
2016). Se ha propuesto su uso en productos libres de gluten por la menor velocidad de endurecimiento de la
masa, buenas propiedades aglutinantes y espesantes y capacidad antioxidante, aunque la calidad tecnoldgica
es inferior a la harina de trigo. Las muestras estudiadas fueron todas de sorgo blanco, ya que otras
variedades que también se cultivan en el pais, presentan alto contenido de taninos condensados no
recomendables para consumo humanos (sorgo marrén). Ademas de las propiedades sensoriales aceptables
que presentan las harinas de sorgo blanco, su uso también se justifica por su menor costo y las ventajas en el
cultivo (resistencia a la sequia y al calor). Las muestras refinadas con o sin extrusién, presentaron una
disminucién muy marcada en el nivel de fibra dietaria respecto a la integral (4,5 - 5,1 % vs 13,3%). La
reduccién en proteinas (8,6 % vs 10,2%) y grasa (1,5 -2,6 % vs 2,7 %), no fue tan pronunciada.

Respecto a la soja, debido a su elevado contenido de grasa, se debe realizar un desgrasado parcial
previo a la extrusidén, proceso durante el cual también se inactivan enzimas como las lipooxigenasas
aumentando la estabilidad de la harina frente a la oxidacidén. Su consumo se recomienda, entre otros

139



Anales 2017— PREMIO COLOBRARO

aspectos, por el importante aporte de fibra dietaria. En las muestras de harina de soja
semidesgrasadaextrudidas, se destaca tanto el alto porcentaje de proteinas (42,4 y 44,8%), como el de fibra
dietaria (18,8 y 21,5%). La grasa se encontré en porcentajes (11,5 y 12,9 %), similares a los niveles informados
para harinas parcialmente desgrasadas (11,5%, USDA 2017). El porcentaje de carbohidratos es tan solo del
10,6 %. Por sus caracteristicas nutricionales y tecnolégicas, constituye una alternativa muy apreciada en la
elaboracion de alimentos libres de gluten (Ribotta& col., 2004).

Conclusidn parcial. Se caracterizaron a través de la composicion centesimal distintas harinas con o sin
extrusion. Al comparar los valores obtenidos, se observd que el contenido de proteinas fue moderado en las
harinas de arroz, sorgo y maiz (7 - 10,2 %) y elevado en soja semidesgrasada (43 %). El contenido de materia
grasa fue muy bajo en las muestras de arroz (0,6 %), bajo en sorgo y maiz (1,5 - 3,6 %) y moderado en soja
semidesgrasada (12 %). Las harinas con menor contenido de fibra dietaria fueron arroz y sorgo refinado (2,7 —
5,1 %), mientras que fue intermedio en maiz y sorgo integral (11,8 - 13,3 %) y muy elevado en soja
semidesgrasada (20 %). El contenido de carbohidratos fue elevado en los cereales (60 — 80 %), mientras que la
soja semidesgrasada presenté un valor muy inferior (10,6%).

Minerales. El contenido de minerales en los granos esta influenciado por las caracteristicas de los
suelos, técnicas de cultivo (en particular fertilizantes utilizados) y condiciones climaticas. Luego de la cosecha,
influyen el tipo de molienda y nivel de refinacion de la harina con eliminacion variable de las capas externas
del grano y del germen. También hay eliminacién parcial de los inositoles fosfatos y de la fibra dietaria,
pudiendo aumentar la disponibilidad potencial de cada mineral.

En la Tabla 7 se presenta el contenido de Fe, Zn, Ca, Mg, Na, Ky Cu, expresados en mg/100g.

Tabla 7. Contenido de minerales (mg/100g) de las harinas estudiadas.

Harinas Fe Zn Ca Mg Na K Cu
Arroz cruda 018+001 |176+006 | 5305 6+5 53+0.1 53+2 | 0.14+003
Arroz extrudida | 057+007 |148+003| 66207 4342 23+01 63+5 | 0.14+0,02
Maiz integral| 5., 534 | 210009] 11709 116+ 3 10401 | 387+£12 | 012£0.01
extrudida
Sorgo integral | o oo, 06 [281:007 | 215427 157 £ 13 45401 473+6 | 0454002
extrudida
zr“urg: refinada | 4 95,003 [180£003| 86+08 12442 13+0.1 278+1 | 0.17 0,01
Sorgo refinada| . o0 4e | 1902002 | 98:04 130+ 7 40401 338+7 | 0214001
extrudida
Soja
semidesgrasada | 1403042 |442+032 | 4367+920 | 291:17 06+01 (1333250 | 1332009
extrudidal
Soja
semidesgrasada | 71001 | 361+01 | 2776476 299 £ 1 10401 35449 | 1174010
extrudida®

L 2distintas partidas de soja
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Los resultados obtenidos fueron similares a los indicados en Tablas de Composicidon de alimentos
nacionales (Argenfoods, 2017), USDA (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, 2017), y Tablas
Alemanas (Souci& col, 1994).

Las harinas de arroz resultaron las de menor contenido de Fe (0,18-0,57 mg/100g), seguidas de sorgo
refinada con y sin extrusidon y maiz (1,98 - 3,30 mg/100g). La refinacion provocé fuerte disminucién del Fe en
sorgo (6,6 a 2-2,9 mg/100g). El nivel hallado en soja fue muy dispar (7,1 — 14,0 mg/100g), lo cual podria
deberse a partidas de diferentes afios.

Respecto al Zn, los valores hallados en los cereales (1,48 - 2,81 mg/100g), fueron superiores a los
resultados propios obtenidos en harinas de trigo comerciales (no detectable - 0,36 mg/100g). El valor hallado
en soja fue superior (3,6-4,4 mg/100g).

El rango hallado para Ca, fue muy bajo para todas las harinas de cereales (5,3 — 21,5 mg/100g), mientras
que las distintas partidas de soja presentaron valores superiores y muy diferentes entre si (278 - 436
mg/100g).

En lo referente al contenido de Mg, las harinas de arroz presentaron el menor contenido (36 - 43
mg/100g), mientras que, en las harinas de sorgo y maiz integral, el rango fue muy superior (116 - 157
mg/100g). La soja semidesgrasada fue quien presenté el mayor valor (291 - 299 mg/100g).

El Na se encontré en niveles sumamente bajos en todas las harinas (< 5,3 mg/100g).

El contenido de K en las harinas de arroz fue muy bajo (53 - 68 mg/100g). En el resto de los cereales fue
elevado en harina de maiz integral (387 mg/100g) y sorgo integral (473 mg/100g). En este ultimo caso, la
reduccidn fue importante con la refinacion (278 - 338 mg/100g). En soja los valores fueron muy dispares (354 y
1333 mg/100g). En todas las muestras se encuentra naturalmente en niveles muy superiores al Na.

La OMS recomiendan reducir la ingesta de Na (< 2000 mg), con el objetivo de hacer frente al creciente
aumento de enfermedades coronarias e hipertension arterial (OMS, 2012). Considerando que el Instituteof
Medicine, NationalAcademiesofSciences (2005), ha propuesto una relacion (en peso) K/Na> 2, se observod en
todos los casos una relacién muy superior a 2 (NAS, 2005).

Para Cu los valores fueron similares para todos los cereales (0,12-0,45 mg/100g), mientras que en soja
se hallaron valores superiores (1,17 — 1,33 mg/100g).

Conclusidn parcial.Estos resultados indicarian que, de acuerdo al tipo de harinas y proporciones
utilizadas en las formulaciones de productos libres de gluten, el contenido de Fe, podria encontrarse en niveles
muy variables y en algunos casos sensiblemente inferiores a las harinas de trigo comerciales enriquecidas.

Respecto al resto de los minerales, el contenido de Zn fue superior a la harina de trigo; el contenido de
Mg fue bajo en arroz y comparativamente elevado en soja.

El contenido de Na fue muy bajo, aspecto positivo para su inclusion en la formulacién de productos
saludables. En relacion al K, las harinas de arroz presentaron valores muy bajos, fueron superiores en maiz y
sorgo integral, y el mayor contenido se observd en soja semidesgrasada

4.4 DESARROLLO DE PREMEZCLAS LIBRES DE GLUTEN

Una de las recomendaciones de la OMS (2004), es la diversificacion de ingredientes, a efectos de
ampliar el limitado nimero de productos consumidos en algunas dietas. Esto se fundamente no solo en la
complementacién y aporte de nutrientes de distintas fuentes, sino también por la presencia de componentes
bioactivos que pudieran estar en ingredientes que no son usualmente utilizados (Taylor & col., 2014; Awika&
col, 2004).

Se desarrollaron 10 premezclas con el objetivo de disponer de productos que faciliten a nivel hogarefo
la elaboracién de una amplia variedad de platos de uso cotidiano. Como se dijo previamente, se formularon
premezclas para productos panificados en general (panaderia, pan de molde), farindceos dulces (galletitas
dulces, bizcochuelo, budin, panqueques) y platos salados (pastas, fioquis, pizza, rebozador).

Ademds de los ingredientes usuales en las premezclas comerciales (harina de arroz y féculas), se
incluyeron las siguientes harinas: maiz integral, sorgo blanco refinada y soja semidesgrasada, todas extrudidas.
La utilizacidn de harinas obtenidas por extrusion, se fundamentd en las beneficios que el proceso proporciona
(Singh & col, 2007; Abd El-Hady& col, 2003).

Se seleccionaron las premezclas que presentaron propiedades funcionales y caracteristicas
organolépticas evaluados por el grado de aceptabilidad global y sensorial y su conveniencia de uso (Focus
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Group). En las Fig. 3 y 4, se presentan algunos de los productos finales.
Los distintos ingredientes en orden decreciente de proporciones se presentan en Tabla 8

Tabla 8. Ingredientes en orden decreciente de proporciones de premezclas libres de gluten desarrclladas.

Premezcla 10 z 30 4 5 & 7 Ingredientes
minoritarios
1-Panaderia y Harina de Harina de Almidan de Leche entera L .
. . : Harina de soja Sal
reposteria BMoZ SO0 maiz deshidratada
R ) Contiene un
2-Pan de molde | #IMiden de Harina de Harina de Azicar Sal sobre de 10g
maiz SOrgo BIToZ
de levadura
3-Galletitas . Harina de Harina de Almiddn de Leche entera Harina de Leudantes
Azdcar . . - L
dulces BITOZ SOngo maiz deshidretada s0ja Quimicos
, . Harina de Harina de Almidan de Leche entera . _ Emulsicnantes
4-Bizcochuelo Azdcar , : Harina de soja Leudantes
Moz sOrgo maiz deshidratada .
guimicos
" . Harina de Almiddn de Harina de Harina de Leche entera Emulsionantes
H-Budin Azdcar . - - Leudantes
sOrgo maiz BITOZ s0ja deshidratada .
guimicos
E-Panqueques Harina de Harina de Almiddn de Leche entera Harina de Zal
queq BMoZ sOrgo maiz deshidratada s0ja
I-Pastas Harina de Harina de Hlmldn:ir de Lenh!! entera Hari na de Zal Estabilizante
BMoZ SO0 maiz deshidratada soja
Emulsionantes
Leudantes
8-Pizza H|"’|Idcil'| de Harina de Harina de Dextrosa Lenh!! entera | Owoalbumina Estahilizantes guimicos
maiz SOrgo Moz deshidratada en poha Contiens sobre
con 10 g de
levadura
9-Floguis FPapa Harina de Harina de Almidan de Leche entera Harina de soig Sal
q deshidratada arroz s0rgo maiz deshidratada s
10-Rebozador Hari na de Harina de Hari na de Sal
maiz SOMgo S0ja
Todas las hannas fueron exrudidas; Hanna de amoz esdrudida; Harina de maiz integral exrudids; Hanna de sorpoc blanco refinads exdrudida; Harins de soja: semidesgrasads.

Al comparar los ingredientes utilizados y el orden relativo de proporciones respecto a las muestras

comerciales, se observa:
- si bien se utilizaron harina de arroz y almidén de maiz, las proporciones fueron diferentes respecto a las

utilizadas en las premezclas comerciales debido al agregado de otras materias primas.

- la harina de sorgo blanco extrudida, se utilizé en todas las premezclas.

- la harina de soja semidesgrasada extrudida se utilizé en 8 de las 10 premezclas.

- huevo entero en polvo o derivados en 8 de las 10 premezclas.

- leche entera en polvo en 8 de las 10 premezclas.

- en las 3 premezclas para preparaciones dulces, se utilizdé aziicar como primer ingrediente. Sin embargo, el 29
fue huevo entero en polvo.

En funcion de lo anterior, fue posible obtener premezclas con diversificacién de los ingredientes utilizados e
incorporando materias primas de buena calidad nutricional.

Composicion de premezclas. Los resultados obtenidos de la composicion centesimal de la premezclas

desarrolladas se presentan en Tabla 9.
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Tabla 9. Composicion centesimal (g/100g) v Valor Energético (VE) (kcal/100g) de premezclas libres de gluten desarrolladas

Premezcla Humedad Cenizas Proteinas Grazas FOT* CH VE
:e'l:.z‘:';’r?:'i” 97401 274+0,06 | 109+0,1 55%0,1 45401 66,7 | 360
2 - Pan de molde 9,3%0,1 2.37 + 0,03 59%0,1 54203 2802 | 741 | 369
3 - Galletitas dulces | 6.5+ 0,1 1.34+0,14 9.9+ 0,1 953202 32201 | 693 | 402
4 - Bizcochuelo 57+0,1 2734005 | 128+03 | 139+0,1 2602 | 629 | 431
5 - Budin 4801 182+001 | 138204 | 118+09 | 27201 | 651 | 422
6 - Pangqueques 79:02 3104003 | 197+03 | 123+0,1 51+04 | 519 | 397
7 - Pastas 7701 327+005 | 15402 | 118+0,1 47201 | 571 | 395
8 — Noquis 34201 299+006 | 13,1+02 | 6300 44205 | 644 | 371
9 _ Pizza 9,02 0,1 2,59 + 0,02 562 0,1 6,600 36204 | 727 | 372
10 - Rebozado 9,6+ 0,1 384+009 | 11,1%02 | 5801 135+09 | 561 | 321

X 78 2 68 19 8,9 47 640 | 384

*FDT: Fibra dietaria fotal

El contenido de proteinas fue relativamente bajo en pan de molde y pizza (59 vy 56 %
respectivamente), mientras que en el resto de las muestras estuvo comprendido entre 9,9 — 19,7 %, con un
valor medio de 11,9 %. Este porcentaje duplica el promedio obtenido en las premezclas comerciales (4,9 %).
Entre las premezclas de mayor consumo previsto, se destaca la de panaderia y reposteria con buen
porcentaje proteico (10,9 %).

Los valores de grasa total compatibles con las caracteristicas deseadas para los productos disefiados,
se encontré en el rango 5,4 - 13,9 %. Al igual que en proteinas, el valor medio (8,9 %), duplica el obtenido en
las premezclas comerciales (2,8 %).

En fibra dietaria los valores se encontraron en el rango del 2,6 - 5,1 %, excepto en el rebozador (13,5
%). En este caso, el contenido fue superior debido al agregado de harina de maiz integral y soja
semidesgrasada, ambas con alto contenido de fibra. El valor medio obtenido (4,7%), es superior al obtenido
en las muestras comerciales (3,4 %).

El promedio de carbohidratos (64 %), es menor al valor hallado en las premezclas comerciales (77,5
%). Dado que se calcularon por diferencia a 100, los datos con consistentes con el mayor porcentaje de
proteinas, grasa total y fibra de las premezclas desarrolladas.

El VE estuvo comprendido entre las 321 - 431 kcal/100 g, con un promedio de 384 kcal/100g. Si bien
el nivel calérico fue mayor a los productos comerciales, la distribuciéon energética es mas equilibrada ya que
la fuente predominante no son carbohidratos. Las premezclas para productos dulces fueron las que
presentaron mayor VE debido a su formulacién (Tabla 8).

Conclusidn parcial. Fue posible la obtencion de premezclas de buenas caracteristicas funcionales y
sensoriales incorporando harinas de maiz, sorgo y soja semidesgrasada extrudidas, mds agregado de huevo
en polvo o derivados y leche entera, ademas del uso de harinas o féculas usualmente utilizadas en
productos comerciales. Las premezclas presentaron mayor contenido proteico, grasa total y de fibra dietaria
que los productos comerciales libres de gluten con un VE ligeramente superior.

Contenido mineral de las premezclas desarrolladas. Los resultados obtenidos se presentan en Tabla

10
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Tabla 10. Contenido de minerales (mg/100g) de las premezclas desarrollada

Premezcla Fe In Ca Mg MNa K
:e'p';‘:"wﬂr?:ri“? 16201 1,05 £0,02 13122 302 + 1 B12+3 352+ 4
2 - Pan de molde 1,320, 0,45 £ 0,02 231 193 + 1 854+ 7 97 + 1
3 - Galletitas dulces 2101 0,84 £ 0,01 94 & 1 217 1 1372 4 247 + 4
4 _ Bizcochuelo 2,501 1,02 £ 0,03 20422 139 + 1 564+ 6 196 + 1
5 - Budin 17201 0,95 £ 0,03 119 2 1 18212 329+5 227 1
& - Panqueques 2,901 1,55 £ 0,01 160 + 3 297 + 1 663+ 5 3714
7 - Pastas 2501 1,49 £0,01 165 % 1 31T 1 871+2 397 + 1
5 - Pizza 2201 1,05 £0,01 10522 289 + 1 455+ 5 564 + 1
9 - Hoquis 2301 0,43 £ 0,01 842 138 % 1 845+ 6 155+ 3
10 - Rehozadar 37201 1,59 £ 0,03 27 £ 1 13121 1033+ 8 465 + 3

X 23 1,05 110 221 636 307

El contenido de Fe en las premezclas se encontré en el rango 1,3 — 3,7 mg/100g, con un valor medio
de 2,3 mg/100g. Estos niveles fueron superiores a los hallados en las muestras comerciales (0,18 mg/100g) y
se encuentran cercanos al valor de la harina de trigo enriquecida (3 mg/100g).

Respecto al Zn, el rango hallado fue 0,45 -1,59 mg/100g, con valor medio de 1,05 mg/100g. Este nivel
duplica el hallado en muestras comerciales (0,48 mg/100g).

El contenido de Ca fue en todas las muestras muy bajo, en el rango 23 — 204 mg/100g con un valor
promedio de 111 mg/100g. Si bien es ligeramente superior al hallado en los productos comerciales (83
mg/100g), ninglin producto seria un aportador importante de este mineral (Dyner& col, 2016).

Los valores hallado para Mg, se encontraron en el rango 131- 317 mg/100g con valor promedio de
221 mg/100g.

En la formulacién de los productos se aplicaron pautas de alimentacidn saludable respecto al Na,
mediante la utilizacién de la minima cantidad de sal compatible con las caracteristicas organolépticas. Sin
embargo, los valores hallados fueron muy dispares en funcidn de las aplicaciones dulces o saladas, siendo el
rango de 137 — 1033 mg/100g, con un valor promedio de 636 mg/100g. Si bien todos los productos cumplen
con la Ley de disminucion de Na (Ley 26905, 2013), estos niveles son similares al promedio informado de las
dos muestras comerciales con agregado de sal en la formulacién (656 mg/100g) (Tablas 1y 2).

El valor de K hallado se encontré en el rango 97 — 564 mg/100g con un valor promedio de 307
mg/100g.

4.5 CONCLUSIONES

1) De las encuestas a familias de nifios celiacos, surge que por razones econémicas y de practicidad,
utilizan la misma premezcla basica para la preparacion de los distintos productos, ya sean dulces o
salados. Se identificaron las cuatro premezclas comerciales libres de gluten mas utilizadas.

2) A partir del listado de ingredientes en orden decreciente de proporciones, declarados en los
envases, se observo que las premezclas comerciales estan formuladas con un reducido nimero de
ingredientes. Estos presentan un perfil nutricional con alto contenido de carbohidratos: almidén de
maiz, harina de arroz y féculas de mandioca o papa. Como caracteristicas saludables se destaca que
no se declararon grasas parcialmente hidrogenadas y dos muestras no tenian agregado de sal.
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3) De acuerdo a los resultados de composicién hallados, las premezclas comerciales contienen muy
bajo porcentaje de proteinas, grasa total y fibra dietaria, con elevado contenido de carbohidratos,
siendo esta la principal fuente del VE que aportan. La diversificacién en la formulacidon de las
premezclas con ingredientes mas ricos en proteinas, grasa total y fibra, favoreceria la ingesta de una
dieta mas equilibrada de los nifios celiacos, con disminucidn del elevado consumo de carbohidratos.

4) El contenido de minerales de las premezclas comerciales, arrojéo muy bajo aporte de Fe respecto a la
harina de trigo enriquecida, lo cual pone de relevancia la necesidad de considerar el agregado
obligatorio de Fe a este tipo de premezclas o alguna de las principales harinas.

5) Respecto al contenido de Zn, las premezclas comerciales presentaron valores superiores a la harina
de trigo.

6) Respecto al Ca, los cereales no son buena fuente de este mineral, por lo cual las premezclas son
consistentes con esta caracteristica.

7) Entre 3 y 4 de cada 10 nifios en edad escolar, que asistieron a un hospital publico de La Plata,
presentaron valores de ferritina sérica por debajo de las recomendaciones.

8) Uno de cada 10 nifos presentd niveles de Zn sérico por debajo de las recomendaciones. Sin
embargo, esto no seria atribuible al contenido de Zn de las premezclas, ya que éstas presentaron
niveles superiores respecto de la harina de trigo.

9) Se seleccionaron y caracterizaron harinas tradicionales (arroz y maiz) y alternativas (sorgo y soja),
todas extrudidas. El contenido proteico fue moderado (7 - 10%), a excepcién de la soja
semidesgrasada que presentd un elevado porcentaje (42 %). El contenido de materia grasa fue muy
bajo en las muestras de arroz (0,4-0,7%), bajo en las de sorgo y maiz (1,5-3,5%) y moderado en la de
soja semidesgrasada (13 %).

10) Se establecié el contenido de minerales de interés nutricional en las harinas tradicionales vy
alternativas: Fe, Zn, Ca, Mg, Na, K y Cu. Todas presentaron bajo contenido de Fe, excepto la soja.
Respecto al Zn, las harinas de arroz, sorgo y maiz serian malas aportadoras, seguido de la harina de
soja semidesgrasada. Se destaca que todas las harinas resultaron malas aportadoras de Ca. Todas las
harinas mostraron una buena relacion (en peso) K/Na respecto a las recomendaciones
internacionales.

11) Fue posible desarrollar 10 premezclas para elaborar una amplia variedad de productos que
incluyeran panificados, asi como productos dulces y salados, todos con buenas caracteristicas
organolépticas. Se utilizaron harinas de sorgo y soja semidesgrasada extrudidas, harina de arroz
extrudida y se agregd huevo en polvo o derivados y leche entera en polvo. Esto permitié diversificar
las materias primas utilizadas no limitandose a un reducido nimero de ingredientes.

12) La composicidn de las premezclas desarrolladas duplicé el contenido proteico y de grasa total de las
premezclas comerciales. La fibra dietaria si bien fue superior, seria recomendable su aumento si las
caracteristicas tecnoldgicas y sensoriales lo permitieran.

13) El Fe se encontrd en niveles muy superiores a las premezclas comerciales y cercano a la harina de
trigo enriquecida.

14) Respecto al Zn, se duplicé el valor hallado en muestras comerciales, mientras el Ca si bien es
superior, ningln producto seria un aportador importante de este mineral.

15) El valor de Na en la premezclas desarrolladas fue similar al promedio informado en las dos muestras
comerciales con agregado de sal. De acuerdo a pautas saludables, seria recomendable su reducciéon
u ofrecer premezclas sin sal.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar los efectos de la administracién oral crdnica de atenolol,
nebivolol, carvedilol o amlodipina sobre la variabilidad de la presidn arterial de corto plazo y el dafio de
6rgano blanco en el ventriculo izquierdo y la aorta tordcica. Se incluyeron ratas espontdaneamente
hipertensas que fueron tratadas durante 8 semanas con una Unica administracién diaria de atenolol,
nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Se determiné la presidon arterial y su variabilidad a corto plazo y
se realizé ecocardiografia. Se extrajo el ventriculo izquierdo y la aorta toracica para determinar la expresién
del factor de crecimiento transformantef, el factor de necrosis tumoral a y la interleuquina 6. También se
realizaron estudios histoldgicos en ambos érganos. Aunque el tratamiento crénico con atenolol, nebivolol,
carvedilol y amlodipina redujo la presidon arterial media, Unicamente los B-bloqueantes de tercera

generaciéon 'y la amlodipina  disminuyeron la variabilidad de corto plazo
(WKY:3,8+0,2mmHg;SHR:6,2+0,3°mmHg;SHRAtenolol:5,4+0,3°mmHg; SHRNebivolol: 4,2+0,2°°mmHg; SHR
Carvedilol: 4,0+0,2>*mmHg; SHR Amlodipina  3,5+0,1°°mmHg; 2p<0,05versusratasWKY;

bp<0,05versusSHR;p<0,05versusSHR Atenolol).El analisis del dafio de érgano establecié que nebivolol y
carvedilol reducen el contenido de fibrosis ventricular, disminuyen el espesor de la media adrtica e
inducen una mayor reduccidn de la sobreexpresiéon del factor de crecimiento transformante B, el factor
de necrosis tumoral a y la interleuquina 6 en ambos érganos en comparacidon con SHR tratadas con
vehiculo o atenolol y de manera similar a la amlodipina. Estos hallazgos sugieren que la mayor
reduccién de la labilidad de la presidn arterial contribuiria en la superior proteccion del dafio de érgano
por el nebivololyelcarvedilolrespectodeatenolol.

PALABRAS CLAVES : Amlodipina, atenolol, carvedilol, dafio de d&rgano blanco, nebivolol, ratas
espontaneamente hipertensas, presion arterial, variabilidad de la presidon arterial.
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ABREVIATURAS
DE Desvio estandar TGF-B Factor de crecimiento transformante B
IL-6 Interleuquina 6 TNF-a Factor de necrosis tumoral a
PA Presién arterial Vi Ventriculoizquierdo
PAM Presién arterial media VPA Variabilidad de la presidn arterial
PAS Presion arterial sistdlica WKY WistarKyoto
SHR Ratas espontdaneamente hipertensas
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INTRODUCCION

En las dltimas décadas, las sucesivas guias de tratamiento de la hipertensién arterial (HTA), tanto
en Europa como en Estados Unidos, han considerado a los B- bloqueantes como farmacos de primera
linea (1). Sin embargo, desde hace un tiempo,los B-bloqueantes han dejado de ser recomendados para
la terapia inicial en sujetos hipertensos no complicados, a partir de hallazgos obtenidos en estudios
clinicos y meta-analisis, que demostraron una inferioridad de los B-bloqueantes respecto de otros
agentes antihipertensivos en la reduccidn de accidentes cerebrovasculares y de la mortalidad
cardiovascular total, a pesar de las diferencias relativamente pequefias en términos de disminucién de
la presidon arterial (PA) (2,3). En el estudio clinico LIFE, el tratamiento con el B-bloqueante atenolol se
asocid a una mayor incidencia de eventos cardiovasculares mayores en comparacion con el antagonista
del receptor de angiotensina Il, losartdn (4). No obstante, cabe aclarar que
endichoestudioclinicoyenlosmeta-analisisqueconcluyeronlainferioridadporparte de los B-bloqueantes,
el atenolol ha sido el farmaco evaluado en la mayoria delos segunda generacion que a dosis
terapéuticas posee cierta selectividad por el receptor Bi-adrenérgico (alrededor de 10 veces mayor
respecto al adrenoceptorfz), no presenta accidon vasodilatadora periférica ni efectos pleiotrépicos.

La PA central, conceptualmente definida como la PA en el punto de salida del ventriculo izquierdo (VI)
hacia la aorta, representa la presién directa ejercida sobre el cerebro, el corazén y los rifiones y ha
demostrado mayor correlacion con el dafio de érgano blanco y la incidencia de eventos cardiovasculares en
comparaciéon con la PA braquial o periférica. El andlisis Conduit ArteryFunctionEvaluation (CAFE), un
subestudio del Anglo-ScandinavianCardiacOutcomes Trial (ASCOT), fue el primer ensayo clinico extenso
que determiné el efecto del tratamiento antihipertensivo sobre la PA central (6). Aunque no se
encontraron diferencias en los valores de PA braquial individuos aleatorizados a recibir atenolol o
amlodipina, la estimacién de la presion central evidencid valores significativamente mas bajos para el
grupo tratado con el bloqueante calcico. Mas auln, la presion adrtica central se asocié directamente
conelpuntofinalcompuestodeeventoscardiovascularesyeldesarrollodealteraciones renales. Debido a que
durante el envejecimiento las arterias pierden sus propiedades elasticas, el atenolol y otros PB-
blogueantes no vasodilatadores serian menos efectivos para disminuir la PAcentralen dosis que
modifican la PAbraquial.Por lo tanto, estos farmacos resultarian menos efectivos para proteger frente
a eventos cardiovasculares en pacientes mayores (6).Contrariamente, nuevos estudios sugieren que los
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B-blogueantes de tercera generacidon presentan la capacidad de disminuir [aPA central en mayor
medida que los B-bloqueantes mds antiguos, pese a reducciones similaresdelaPAbraquial(7).

La diferencia en la capacidad cardioprotectora de los antihipertensivos también puede explicarse
debido a la distinta eficacia en términos de control de la VPA. La presién arterial no es un parametro
constante sino que sufre de oscilaciones espontdaneas tanto a corto (de minutos a horas) como a largo
plazo (meses) (8). El incremento de la VPA se ha establecido como un factor de riesgo independiente
para el desarrollo de lesidn de drgano blanco no sélo en pacientes hipertensos sino también en sujetos
normotensos (8,9). Teniendo en cuenta esta relacién, actualmente se postula que la reduccién de la
VPA debe ser considerada como una posible nueva meta terapéutica del tratamiento de la HTA, razén
por la cual los farmacos antihipertensivos no sélo deben ser capaces de disminuir la PA sino también
controlar su variabilidad (10). En este contexto, una amplia cantidad de estudios establece que la
labilidad de la PA se asocia positivamente con la aparicion de eventos cardiovasculares
independientemente del valor de tensidon arterial. Mas aun, aproximadamente el 68% de las
variaciones en la PA pueden ser atribuidas a efectos diferenciales entre antihipertensivos de distinta
clase (11). Con respecto a este punto, un andlisis a post hoc de los resultados obtenidos en el estudio
ASCOT-BPLA demostré que el bloqueante calcico amlodipina ejerce una mayor proteccion frente a
eventos cardiovasculares en pacientes hipertensos al compararse con el bloqueante B-adrenérgico
atenolol, como consecuencia de su mayor capacidad de reducir la VPA a corto y largo plazo (12).
Aunque se desconoce el mecanismo por el cual el atenolol incrementa la VPA a largo plazo, este
fendmeno se ha observado en numerosos ensayos clinicos realizados en los ultimos 15 afos (5).

Los B-bloqueantes constituyen un amplio grupo farmacoldgico que presenta caracteristicas
heterogéneas en términos de selectividad B;-adrenérgica, actividad simpaticomimética intrinseca,
liposolubilidad, semivida de eliminacién, efectos sobre el metabolismo de hidratos de carbono y
lipidos, y propiedades vasodilatadoras (5). A diferencia de la tenolol,l osB-bloqueantes vasodilatadores
de tercera generacién, como el carvedilol y el nebivolol, reducen la PA central y mantienen un perfil
metabdlico neutral (2). Pese a ello, la superioridad de los B-blogueantes de tercera generacion por
sobre el atenolol en términos de reduccién de la VPA no fue evaluada a nivel clinico. El nebivolol es un
BE-bloqueante de tercera generacidon altamente cardioselectivoque ejerce un efecto vasodilatador por
activacion de la enzima o6xido nitrico sintasa a través de su agonismo sobre los receptores [s-
adrenérgicos (13). Por su parte, el carvedilol, ademdas de su antagonismo sobre el receptor PB-
adrenérgico, se caracteriza por presentar bloqueo B;-adrenérgico a nivel periférico junto a numerosos
efectos pleiotrépicos que contribuyen consistentemente a la proteccién del dafio de drgano blanco (2).
Tanto el carvedilol como el nebivolol presentan un efecto antioxidante directo por unién y
neutralizacion de especies reactivas de oxigeno e indirecto por inhibicién de la enzima
NADPHoxidasa(14).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, un gran interrogante consiste en determinar si los
hallazgos obtenidos para el atenolol en diversos estudios clinicos pueden ser extrapolados a otros [-
bloqueantes, como el nebivolol y el carvedilol, que muestran propiedades farmacoldgicas adicionales. El
objetivo del presente trabajo de investigacion fue comparar el efecto de los bloqueantes B-adrenérgicos
atenolol, carvedilol y nebivolol y el bloqueante célcico amlodipina sobre la PA, su variabilidad y el dafio de
drgano blanco en el Vl y la aorta toracica de animalesSHR.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon ratas macho espontdneamente hipertensas (SHR) (200-220 g) que fueron tratadas
durante 8 semanas con atenolol 90 mg/kg/dia (n=6), nebivolol 30 mg/kg/dia (n=6), carvedilol 30
mg/kg/dia, amlodipina 10 mg/kg/dia o vehiculo (n=6), diariamente por via oral mediante el uso de
trocar. Un cuarto grupo de ratas WistarKyoto (WKY) tratadas con vehiculo fueron empleadas como
control normotenso (Figural).
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Figura 1. Disefio experimental y grupos de estudio
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Durante la 2 uUltimas semanas de tratamiento, se evalud la PASen animales despiertos mediante
el método indirecto pletismografico utilizando un esfingomandmetro en la cola de la rata y un
micréfono conectado aun amplificador Grass D.C. (modelo7DAC, GrasslnstrumentsCo.Quincy,MA,USA)
acoplado aun poligrafo (modelo79D, Grass Instruments Co. Quincy, MA, USA). Las ratas fueron
entrenadas al método no invasivo detail-cuff3 veces a la semana durante 2 semanas previo a las
determinaciones finales y bajo las mismas condiciones experimentales. Las ratas fueron
acondicionadas en una habitacidn silenciosa y termostatizada a 282C durante 60 minutos. Luego, los
animales fueron colocados sobre una almohada térmica a 372C dentro de un restrainer de acrilico con
el esfingomandémetro y el micréfono colocados sobre la cola. Después de 3 minutos de calor
centralizado en la arteria de la cola de las ratas para lograr una adecuada vasodilatacion y la obtencion
de pulso arterial se registro el valor de la PAS como el promedio de seis mediciones realizadas durante
un periodo de 10 minutos. Se descartaron las medidas consideradas aberrantes por movimientos
delanimal oartefactos (15). Ademas, el experimento se realizd siempre en el mismo horario, iniciando a las
13:00 horas, con el fin de evitar interferencias del ritmo circadiano de la presidn arterial sobre los valores
obtenidos. Por ultimo, se determind el DE intradia de  la PAS, a partir del DE de las seis mediciones
consecutivas de la PAS para cada animal en un mismo dia y el DE entredia de la PAS, se calculé como el DE
del promedio de PAS obtenido para un mismo animal cada uno de los dias en donde se realizd el
experimento. En la ultima semana de tratamiento se realizaron mediciones ecocardiograficas con un
ecografo (Acuson Sequoia C512, Siemens, Berlin, Alemania) equipado con un transductor de 7-14 Mhz en
ratas anestesiadas con mezcla ketamina 35 mg/kg y xilazina 5 mg/kg. Luego, cumplidos los 2 meses de
tratamiento, se canulé la arteria cardtida y 24 horas después, los animales se conectaron a un transductor
de presion Spectramed P23XL (Spectramed, Oxnard, CA, USA), acoplado a un poligrafo Grass 79D (Grass
Instruments, Quincy, MA, USA) y a un convertidor digital (Polyview, PVA 1, Grass- Astro Med, West Warwick,
RI USA). De esta manera, se obtuvieron registros continuos de PA durante dos horas que se analizaron con
el software Polyview 2.3 (Astro-Med, West Warwick, RI, USA) estimandose la PAS, que por su sitio de toma
representa la PA central. La VPA a corto plazo fue estimada a partir del calculo del desvio estandar (DE) de la
PAy el coeficiente de variacién porcentual de la PA (CV%) a partir de registros de PA de 3 minutos(16).

Finalizada la determinacién de los parametros hemodinamicos, los animales fueron sacrificados
con guillotina extrayéndose el VI y la aorta tordcica para la evaluacion del dafo de drgano blanco.
Como marcador morfolégico de la hipertrofia ventricular se evalué la relacién entre el peso del VI y el
peso corporal utilizando una balanza de precision (modelo AR1140, OHAUS, New Jersey, USA) (17). Se
realizé
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Laevaluacién histopatolégica del VI y de la aorta tordcica sobre secciones transversales de tejido
de 5 um de espesor. Las aortas fueron tefiidas con hematoxilina-eosina (H-E) mientras que los VI
fueron coloreados con la tincidn Sirius Red en la cual las fibrasde colageno se tifien de color rosado v el
resto del tejido intersticial de color amarillo. Se tomaron fotografias microscépicas de las secciones
empleando un microscopio (OlympusCX31microscope,Japan)acopladoaunacamaradigital(U-
CMAD30Olympus, Japan). A nivel ventricular se determind la Fraccion de Coldgeno Intersticial (FCl),
mientras que a nivel adrtico se evalud el espesor de la tunica media adrtica y la relacion espesor de la
media/didmetro de la luz empleando un software analizador de imagenes (ImagePro-Plus 3.0; Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA para los ventriculos izquierdos e Imagel 1.49 V Wayne Rasband,
NationallnstituteofHealth, USA para las aortas)(18,19).

Finalmente, como marcadores bioquimicos del dafio de érgano blanco se determind la expresion de
la citoquinaprofibrética  -factor de crecimiento transformante B (TGF-B)- y los mediadores
proinflamatorios -interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a)- en homogenatos de VI y de
aorta tordcica mediante la técnica de Western Blot. Los homogenatos (20 pg) se corrieron en gel de
poliacrilamida con SDS (12%). La transferencia se realizd6 sobre membranas de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) y luego del bloqueo fueron incubadas overnight con: mouse anti-TGF (PM=13 kDa), goat anti-TNFa
(PM= 17 kDa), goat anti-IL6 (PM= 21 kDa) y rabbit anti-Tubulina (PM=52 kDa) como control de carga. Las
proteinas fueron detectadas por quimioluminiscencia mediante el uso de una pelicula fotografica vy
luego cuantificadas con el programa ImagelJ(20).

ANALISIS ESTADISTICO

La distribucion normal de los datos y las variables del estudio se comprobaron mediante la
prueba de KolmogorovSmirnov. Los datos se expresaron como media * error estandar de la media
(EEM). La comparacion estadistica entre los grupos de tratamiento fue realizada mediante ANOVA de
una via y la aplicacién del método de Tukey como test a posteriori utilizando GraphPadPrism version
6.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). La significacion estadistica se definié como
p <0,05).

CONSIDERACIONES ETICAS

Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con los "Principios de cuidado de los
animales de laboratorio" (publicacion de NIH No. 85-3, Revisiéon de 1985) y fueron aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL-FFyB) (EXP-UBA
N°0062949/2015).

RESULTADOS

El andlisis de la PA indirecta por el método de tail-cuffestablecid que Unicamente el tratamiento con
atenolol y amlodipina disminuyé de manera significativa el incremento de la PAS de los animales SHR. En
la evaluacion de la PA directa, a nivel carotideo, se determind que los animales SHR presentaron un
aumento de la PAS y de la frecuencia cardiaca. Aunque el atenolol y el carvedilol redujeron
significativamente la PAS central, la administracién del B-bloqueante de tercera generacidn nebivolol o
amlodipina restablecid los valores hasta alcanzar el nivel de presién de los animales WKY normotensos. En
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igual sentido, si bien el atenolol disminuyd la frecuencia cardiaca, el nebivolol y el carvedilol mostraron
un efecto mas pronunciado, no asi la amlodipina que presentd una accién taquicardizante (Tabla 1).

La estimacion de la VPA por el método indirecto revelé que tanto los B- bloqueantes como la
amlodipina reducen sustancialmente la fluctuacién intradia de la PAS, un parametro relacionado con la VPA
de corto plazo. Sin embargo, Unicamente el nebivolol, el carvedilol y la amlodipina revirtieron
completamente el DE intradia de la PAS. La mayor atenuacién de la VPA de corto plazo evidenciada con el
nebivolol y el carvedilol, respecto al atenolol, fue confirmada en el analisis directo de PA. Si bien el atenolol
redujo levemente el DE de la PA, los B-bloqueantes de tercera generacién y el bloqueante cdlcico mostraron
un efecto superior. Mas aun, aunque los cuatro agentes antihipertensivos estudiados disminuyeron el CV%
de la PA en comparacién con los animales hipertensos tratados con vehiculo, el carvedilol y la amlodipina
indujeron una reduccién significativamente superior de este pardmetro de variabilidad en comparacién
con el atenolol. Por su parte, el nebivolol mostré un efecto mayor que el atenolol, pero dicha diferencia no
llega a ser estadisticamenterelevante.

El efecto de los tratamientos sobre la VPA de mediano plazo o dia-a-dia fue evaluado a partir de la
estimacion del DE entredia de los registros de PAS indirecta. Mientras que carvedilol y atenolol no
generaron un cambio significativo en este pardmetro hemodinamico, el nebivolol y la amlodipina
disminuyeron significativamente el DE entredia de la PAS (Tablal).

Tablal.PardmetroshemodinamicosdirectoseindirectosderatasWKYySHRtratadas
demaneracrdnicaconatenolol,nebivolol,carvedilol,amlodipinaovehiculo.Losdatos indican la media

+EEM.
WK SHR SHR SHR SHR SHR
Parametrohemodinami v (n=6) Atenolol Nebivolol | Carvedilol | Amlodipina
co (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
(n=6)
Presionindirecta (tail cuff)
PASindirecta (mmHg)
13442 184462 1691220 17042 170442 124473/b.c,de
DE intradia(mmHg)
3,3810,52 9,2140,592 6,42+0,35%° 3,7610,40°¢ 3,59+0,35P¢ 3,08+0,24°¢
DE interdia(mmHg)
3,0410,75 10,42+0,80° 13,9042,082 7,30£0,84°¢ 8,55+1,03%¢ 6,48+1,12°¢
Presién central en arteria carétida
PAS directa(mmHg)
126,2+4,0 189,7+2,1° 164,2+1,6%° 132,442,9 bee 152,543,920 127,242,4 bee
DE de la PA(mmHg)
3,840,2 6,210,3° 5,4%0,3° 4,2+0,2b¢ 4,0£0,2b¢ 3,5+0,1°¢
CV de la PA(%)
2,610,1 4,2+0,2° 3,610,2*° 3,2+0,22b 2,9+0,25¢ 3,0£0,1°¢
Frecuenciacardiaca(lpm)
27148 397+13° 360+10%bf 381+10°¢f 270+15b¢f 417+72¢
indice de masa
(Ve'}t';c“'a' izquierda 2,17£0,10 3,5140,18° 3,52:0,02° | 2,98£0,06°> | 2,95:0,08°b¢ | 3,3140,13%
mg/g

®p<0,05vs.WKY;Pp<0,05vs.SHR;p<0,05vs.SHRAtenolol;%p<0,05vs.SHRNebivolol;2p<0,05
vs.SHRCarvedilol;'p<0,05vs.SHRAmlodipina.

Entérminosdefuncionalidadymorfologiaventricular,hallazgosecocardiograficos revelaron que los
animales hipertensos presentan un aumento en el espesor de la pared anterior y posterior del VI tanto
en la sistole como en la didstole respecto de las ratas normotensas, ademds de una prolongacién del
tiempo de relajacién isovolumétrica (p<0,05). Los B-bloqueantes de tercera generacién y la amlodipina
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normalizaron el espesor de la pared anterior en la didstole y el espesor de la pared posterior en la
sistole, pero sdlo el carvedilol yel nebivolol redujeron el espesor de lapared posterior en la diastole. El
carvedilol ademas fue el Unico que revirtié el espesor de la pared anterior en la sistole. Todas los
farmacos antihipertensivos evaluados mejoraron sustancialmente el tiempo de relajacién
isovolumétrica (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros ecocardiograficos de ratas WKY y SHR tratadas de manera crénica con atenolol,
nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo. Los datos indican la media + EEM.

SHR SHR SHR SHR
4 iogra WKY SHR . . ..
oy rametroecocardiogra (1=6) (126) Atenolol Nebivolol | Carvedilol | Amlodipina
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Espesor de la pared
ame”oz n‘i';];“asw'e 1443012 | 2,28+015% |  1,93+0,07° 1,80£005° | 1,58+0,11° 1,80£0,03°
Espesor de la
pagf]z?::tflre'or 1,3130,08 | 2,10£0,11° 2,2040,01° 1,80+0,05¢ | 1,55+0,100¢ 1,98+0,10°
(mm)
Espesor de la pared
a”ter"’([nem”)s'sm'e 2314006 | 2,83+011° 2,83+0,11° 2,8040,10° | 2,05+0,08°¢4f |  258+0,05
Espesor de la
pamdp(’s‘t(enrq';; ensistole | 5 574013 | 2,700,038 2,8740,04° 2,53+0,01° | 2,08+0,13b¢¢ |  2,3540,03"¢
Tiempo de relajacion
'SOV("ILUS?;)"'CE" 253+24 | 395#2,1° 29,0435 27,0+0,1° 28,3+0,6 23,7423
Diametro de fin
de diastole (mm) 6,95+0,16 | 6,53+0,15 6,7740,15 7,4040,10 6,73+0,40 7,60+0,30°
Diametro de fin de
sistole 4144012 | 4,05+0,16 4,07+0,01 4,60+0,20 4,53+0,32 4,80+0,25
(mm)
Fraccion de Eyeccion
(%) 78,6415 74,4432 76,1434 75,3423 67,442,6° 74,8415
Fraccion de
Acortamiento (%) 404+14 | 350+1,6° 41,7443 37,542,0 34,6+1,0 36,9+1,3

p<0,05vs.WKY;°p<0.05vs.SHR;p<0,05vs.SHRAtenolol;%p<0,05vs.SHRNebivolol;®p<0,05 vs. SHR Carvedilol;
fp<0,05 vs. SHRamlodipina.

A nivel morfoldgico, los animales SHR tratados con vehiculo documentaron
hipertrofiadelVlevidenciadaporunaumentosignificativodelarelaciénentreelpeso del VI y el peso del
animal respecto del grupo normotenso WKY (Tabla 1). Mientras que el tratamiento crénico con
atenolol no modificd este pardmetro en comparacién los animales SHR tratados con vehiculo, la
administracién crénica de amlodipina, nebivolol y carvedilol resulté en una reduccidon del indice de
masa ventricular izquierda (Tabla 1). La evaluacién histopatoldgica ventricular establecié la existencia
de un incremento en el depdsito de coldgeno intersticial del VI de los animales SHR en relacién a los
animales normotensos, evidenciado por una elevacidon del 62% de la FCI. Si bien el atenolol redujo el
contenido de coldgeno intersticial, el nebivolol, el carvedilol y la amlodipina revirtieron completamente
esta alteracion de la estructura histolégicacardiaca,reduciendosustancialmentelafibrosisdelVI(Figural).
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Figura 1. Fibrosis ventricular izquierda (A) e imagenes representativas de los ventriculos izquierdos tefiidos
con sirius red de ratas WKY y SHR tratadas de manera crdnica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina
o vehiculo (B). Los datos indican la media +tEEM.

A.
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WKY SR SHR SR SHR SHR
Atenolol Nebivolol Carvedilol Amlodipina
®p<0,05 vs. WKY; Pp<0,05 vs. SHR; °p<0,05 vs. SHR Atenolol
B.

La evaluacion morfométrica de la aorta tordcica, a partir de la tincién con H-E de sus secciones
transversales, reveld que la hipertension experimental produce un aumento en el espesor de la capa
media adrtica y eleva la relacidén existente entre el espesor de la media y el didmetro de la luz. Tanto
los B-bloqueantes de tercera generacidon como el bloquean tecalcico normalizaron el espesor de la
media adrtica y la relacion espesor de la media/didametro de la luz. Sin embargo, en este ultimo
parametro de la morfologia adrtica, el andlisis de los resultados indica que la amlodipina resulté
estadisticamente superior al nebivolol pero no al carvedilol para reducirlo (Figura2).
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Figura 2. Espesor de la media adrtica (A), relacion espesor de la media adrtica/didmetro de la luz (B) e
imdagenes representativas de los anillos adrticos tefiidos con hematoxilina-eosina de ratas WKY y SHR
tratadas de manera crénica con
atenolol,nebivolol,carvedilol,amlodipinaovehiculo(C).Losdatosindicanlamediat EEM.
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Atenolol Nebivolol Carvedilol Amlodipina

p<0,05 vs. WKY; Pp<0,05 vs. SHR; °p<0,05 vs. SHR Atenolol; 9p<0,05 vs. SHR Nebivolol.
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Por ultimo, se realizé la determinaciéon bioquimica del dafio de dérgano blanco a partir de la
evaluacidon de marcadores moleculares de inflamacién y fibrosis. El andlisis de los resultados muestra la
duplicacién de los nivelesde TGF-B en los animales SHR respecto de los controles WKY. La administracion
crénica y oral de nebivolol, carvedilol y amlodipina, pero no de atenolol, normalizé la sobreexpresidon
de esta citoquina profibrética tanto a nivel del VI como de la aorta toracica(Figura3).
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Figura 3. Expresion de TGF-B (A) e imagenes representativas (B) de los revelados por western blot en VI y AT
de ratas WKY y SHR tratadas de manera crénica con atenolol, nebivolol, carvedilol, amlodipina o vehiculo.
Los datos se expresan como densidad Optica relativa a los animales WKYcontroles.
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Resultados similares se obtuvieron al evaluar los datos obtenido para los mediadores inflamatorios
TNF-a e IL-6. En el caso del TNF-a, los animales SHR tratados con vehiculo mostraron un aumento del 66% y
98% en los niveles de la citoquina en el Vly la aorta toracica, respectivamente (p<0,05). Aunque en el VI los
B-bloqueantes de tercera generacion y el bloqueante cdlcico atenuaron completamente su
sobreexpresion, en la aorta la amlodipina redujo los niveles de TNF-a de manera significativamente superior
al carvedilol pero no al nebivolol (Figura 4 A). En el caso de la IL-6, en los animales SHR se observé un
aumento del 59% y 215% en los niveles de lacitoquina en el VI y la aorta tordcica, respectivamente (p<0,05).
En este caso, todos los farmacos evaluados redujeron los niveles de la IL-6 a nivel ventricular, pero en la
aorta solo los B-bloqueantes de tercera generacion y el bloqueante calcico disminuyeron significativamente
su sobreexpresion, resultando el efecto del nebivolol superior al carvedilol y la amlodipina (Figura 4B).
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En las imagenes representativas del revelado de western blot, los homogenatos fueron sembrados en
el mismo orden que se muestran los resultados en los graficos del item Ay B.
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Con el objetivo de determinar la contribuciéon relativa de los distintos parametros
hemodindmicos en el dafio de érgano blanco se determind el cociente de relacion de Pearson para
establecer la existencia de linealidad entre las variables evaluadas. Las relaciones encontradas entre la
PA y la VPA de corto plazo con el dafio morfoldgico o histolégico de los érganos evaluados se muestran
en la Tabla 3. Se evidencié una correlacidon positiva entre el indice de hipertrofia ventricular izquierda
con la PAS periférica y la VPA determinada de manera directa e indirecta pero no con el nivel de PAS
central. De manera similar, la fibrosis ventricular izquierda se asocia positivamente a los niveles de PAS
central y de VPA determinada de manera directa e indirecta pero no con la PASperiférica. Por ultimo, el
andlisis morfométrico de la aorta toracicas ecorrelaciond positivamente con la totalidad de los
parametros de PA yV PA (Tabla3).

TABLA 3. Coeficiente de regresidn lineal (Pearson r) entre los parametros de presion arterial y la variabilidad
de presion arterial de corto plazo con los datos histomorfoldgicos de dafio de érganoblanco

indice de hipertrofia| Fibrosis ventricular (%) Espesor de la Espesordela
ventricularizquierda media adrtica (um) media/
(mg/g) didmetro
dela
luz(um/mm)
PAS 0,4376* 0,4500 0,7435* 0,7790*
(MMhG)
DE Intradia 0,4383* 0,5587* 0,6404* 0,6299*
(mmHg)
DE Entredia 0,4931* 0,3272 0,3759* 0,5384*
(mmHg)
PAM 0,0785 0,6063* 0,4139* 0,4222*
(mmHg)
DE de la PA 0,4215* 0,5292* 0,6702* 0,7454*
(mmHg)
CV de la PA (%) 0,4116* 0,4113* 0,6769* 0,6021*
*p<0,05
DISCUSION

Las ratas SHR han sido utilizadas durante mucho tiempo como modelo para analizar diferentes
aspectos de la HTA, principalmente por su similitud con la hipertensidon esencial del humano. Estas
semejanzas incluyen la predisposicion genética al desarrollo de HTA sin etiologia especifica, la
hiperreactividad vascular, el incremento de la resistencia periférica total y la falla cardiaca tanto
diastdlica como sistdlica (21,22). En el presente estudio, el tratamiento crénico y oral con los B-
bloqueantes vasodilatadores de tercera generacion nebivolol 'y carvedilol atenua
demaneramarcadalaVPAdecortoplazoenelmodeloSHR.Elanalisisenconjuntodelos resultados de la
medicién directa e indirecta de la PA establece que el nebivolol y el carvedilol, en una dosis diaria de 30
mg/kg, son capaces de reducir de manera significativa el DE del registro de PA, un reconocido
parametro de la variabilidad de cortoplazo.

161



Anales 2017— PREMIO ENERO

A nivel indirecto, aunque ninguno de los B-bloqueantes vasodilatadores genera una reduccion de
la PAS, disminuyen su fluctuacion a corto plazo de manera superior al atenolol y equiparable con la
amlodipina. La diferente eficacia que presentan algunos farmacos en términos de disminucion de la
PAS central en comparacion con la PAS periférica podria ser una de las causas por las cuales agentes
que producen similar reduccién de la PA periférica no alcanzan igual proteccion frente a eventos
adversos cardiovasculares(23,24).NebivololycarvedilolsoncapacesdereducirlaPAcentraly su variabilidad
de manera superior al atenolol sugiriendo que los B-bloqueantes vasodilatadores brindan un beneficio
hemodindmico mayor en comparacién con los B- bloqueantes de segunda generacion. Estos resultados
también establecen que el nebivolol, el carvedilol y la amlodipina resultan mas efectivos para controlar
la variabilidad de corto plazo de la PA que la PA misma. Mas aun,el analisis de la VPA a mediano plazo,
estimada a partir del DE inter dia de la medicion de PAS, establece que tanto el nebivolol como la
amlodipina controlan la variabilidad dia a dia en animales SHR. Para un mismo grupo experimental, las
diferencias existentes en los resultados obtenidos entre los datos de PA y su variabilidad establecen la
independencia entre dichos factores de riesgo cardiovascular(25).

Actualmente, el efecto de los B-bloqueante vasodilatadores sobre la VPA ha sido escasamente
reportado en estudios preclinicos. En trabajos previos, nuestro grupo de investigacién ha demostrado
que la administracion aguda, por via intravenosa, de nebivolol o carvedilol en animales SHR, hipertensos
por la administracién de L-NAME o normotensos pero con aumento de la fluctuacién de la PA mediante la
técnica de des nervacién sino adrtica reduce sustancialmente la VPA de corto plazo (16,26-29). Existen
estudios que a nivel clinico evidencian el efecto beneficioso del nebivolol y del carvedilol sobre la VPA.
Gapon L y colaboradores han evidenciado que, aunque tanto el atenolol como el nebivolol exhiben
propiedades antihipertensivas similares, el tratamiento con nebivolol previene en mayor medida
gueelatenololelincrementomatutinodelaPAydesuvariabilidadalolargode24horas  en pacientes  con
hipertensidon de segundo grado (30). Por otro lado, el tratamiento con 25 mg de carvedilol dos veces al
dia durante 3 meses atenua el CV de la PA en pacientes con HTA moderada (31).

Un segundo objetivo del presente trabajo fue comparar el efecto del tratamiento crénico con
atenolol, nebivolol, carvedilol o amlodipina sobre el dafio de érgano blanco en el VI y de la aorta toracica en
animales SHR a partir de determinaciones de tipo ecocardiograficas, morfoldgicas, histoldgicas y
bioquimicas. En primer lugar, a nivel bioquimico, es bien conocido que las citoquinas inflamatorias, como el
TNF-a y la IL-6, contribuyen al dafio de drgano blanco durante la HTA. Mas aun, la activacion del TNF-a es
un indicador independiente del prondstico de mortalidad en pacientes con falla cardiaca (32,33).
Diversos estudios establecen que en los animales espontaneamente hipertensos los niveles circulantes de
TNF-a e IL-6  se encuentran significativamente incrementados (34,35). En nuestro trabajo, las ratas SHR
presentan un incremento significativo de la expresion de las citoquinas proinflamatorias. Aunque el
tratamiento con atenolol disminuye los nivelesventriculares de IL-6, no modifica la expresién de dicha
citoquina en la aorta tordcica ni la de TNF-a en ambos drganos estudiados. Estos datos establecen que la
eficacia del atenolol para normalizar la expresidn de factores profibréticos y proinflamatorios resulta
menor al resto de las drogas evaluadas. La administracion denebivolol, carvedilol y amlodipina es capaz de
disminuir la respuesta inflamatoria evidenciado por una reduccién en los niveles de TNF-a e IL-6 en ambos
drganos evaluados. Estudios previos han establecido que tanto el nebivolol como el carvedilol presentan
una respuesta antiinflamatoria a nivel cardiaco en roedores (36,37). En este contexto, se evidencié que la
activacion  del receptor B-adrenérgico eleva la expresion de losgenesdelafamiliadell-
6enfibroblastoscardiacosypromuevelaapoptosisinducidaporLPS a través del TNF-a (38,39). Por otro
lado, el bloqueo de los canales de calcio con amlodipina reduce el estado proinflamatorio asociado a la
hipertensidon. Navarro- Gonzalez y colaboradores encontraron que el tratamiento con amlodipina de
pacientes diabéticos e hipertensos reduce la elevacién en los niveles circulantes de ciertas citoquinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-6 (40). Ademas de atenuar los procesos de tipo inflamatorios,
Unicamente los B-bloqueantes de tercera generacion y el bloqueante cdlcico fueron capaces de
disminuir la sobreexpresidon de TGF-B, una citoquina involucrada en procesos fibrdticos que participa
en el remodelado cardiaco y vascular durante la hipertension arterial(41,42).
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En concordancia con los efectos de los B-bloqueantes de tercera generacion sobre los
intermediarios proinflamatorios y profibréticos, dichos antihipertensivos fueron capaces de revertir el
remodelado vascular y cardiaco propio de la patologia hipertensiva evidenciado por hallazgos morfoldgicos,
histoldgicos y ecocardiograficos. El tratamiento crénico con carvedilol o nebivolol es capaz de prevenir el
dafio de drgano en el miocardio de manera similar a la amlodipina. La reduccion en la sobreexpresion de
TGF-B a nivel ventricular para los B-bloqueantes de tercera generacion y el bloqueante célcico esta
acompafiada por una disminucion del contenido de coldgeno intersticial en el VI y por la reduccion del
indice de hipertrofia ventricular izquierda. El efecto cardioprotector del nebivololy elcarvedilol, en
términos de reduccién de la hipertrofia ventricular, ha sido ampliamente reportado en animales SHR (43-
45). Recientemente Varagic J y colaboradores revelaron que el nebivololatenia el remodelado y la
disfuncién cardiaca en animales SHR sal-sensibles a través de un efecto independiente de su accion
antihipertensiva. Por otro lado,lareduccion de la hipertrofia y la fibrosis miocardica del carvedilol en ratas
con infarto agudo de miocardio se encuentra acompafiada por una disminucidon en la expresién de la
citoquina profibrética TGF-B (46,47). En un modelo animal de sindrome metabdlico, aunque Ila
administracién de nebivolol y atenolol reduce de manera equiparable los niveles de PA, Unicamente el
nebivolol es capaz de reducir la hipertrofia cardiaca y la sobreexpresion de TGF-B, evidenciando el mayor
efecto cardioprotector de los B- bloqueantes vasodilatadores por sobre el atenolol (48). Los efectos
beneficiosos de la amlodipina sobre las alteraciones ventriculares asociadas a la hipertensién también se
describieron en estudios previos. Asi, el tratamiento crénico y oral con amlodipina en dosis de 10 mg/kg/dia
fue capaz de prevenir la hipertrofia cardiaca y la fibrosis en ratas SHR (49).Los datos ecocardiograficos
revelan que los animales espontaneamente hipertensos presentan hipertrofiado el VI, evidenciado por el
incremento en el espesor de la pared posterior y anterior de dicho ventriculo tanto durante la sistole como
la diastole. El incremento en el tiempo de relajacidn isovolumétrica, un marcador de la relajacién del VI
empleado tanto en estudios preclinicos como clinicos, establece la presencia de disfuncidén diastdlica,
mientras que la reduccidn de la fraccién de acortamiento indica la existencia de disfuncidn sistélica (50).
Estos hallazgos podrian ser causados por el incremento del depdsito de colageno intersticial de los
animales SHR. Aunque todos los farmacos restablecieron el tiempo de relajacion isovolumétrica indicando
su efecto positivo sobre la disfuncién diastélica. Unicamente losp- bloqueantes de tercera generacién
mostraron disminuir el espesor de la pared ventricular anterior y posterior durante la sistole y la diastole
demostrando su elevada capacidaddereducirlahipertrofiaventricularylafibrosis.Sinembargolaamlodipinano
logrd corregir la totalidad de los espesores de la pared ventricular mientras que el atenolol no afectd
ninguno de ellos.

Por ultimo, a nivel vascular, el tratamiento crénico con nebivolol y carvedilol fue capaz de revertir
el remodelado adrtico y la sobreexpresiéon de TGF-B de manera equiparable a la amlodipina y superior al
atenolol. Estudios previos realizados en animales SHR evidenciaron la capacidad del nebivolol, el carvedilol
y la amlodipina de reducirlahipertrofiavascularyelcontenidodecolagenoenlatinicamedia(51-53).

Con el objetivo de establecer la contribucidn relativa de la PA y de la VPA sobre la proteccién del
dafio de dérgano blanco en el VI y la aorta tordcica en animales SHR, correlacionamos los parametros
histoldgicos de dafio de érgano con los datos hemodinamicos de los distintos grupos animales. El analisis de
regresion establece una relacidn positiva y estadisticamente significativa entre los datos de morfometria
adrtica tanto con la PA como con su variabilidad a corto y mediano plazo.Contrariamente, en el VI la PAS y
la PAM no mostraron correlacion con alguno de los parametros evaluados. Estos resultados indican la
importancia de la reduccion no sélo de la PA sino también de la VPA a corto plazo para reducir el dafio de
organo blanco. En este contexto, Xie y colaboradores describieron que el tratamiento a largo plazo con
nifedipina, irbesartan o hidroclorotiazida reduce marcadamente la PA e incrementa la sensibilidad del
barorreflejo logrando una proteccidén significativa del dafio de drgano blanco en animales SHR (54). El
grado de VPA y de la sensibilidad del barorreflejo muestran una relacion mucho mds cercana al dafio de
organo blanco a comparacion de la PA (54). Mas aun, a nivel clinico, un meta-andlisis recientemente
publicado demostré una correlacién positiva entre la VPA a corto plazo y el indice de masa ventricular
izquierda(55).
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CONCLUSION

En sintesis, los resultados del presente estudio revelan que el tratamiento
crénicoyoralconnebivololycarvedilolpresentaefectoshemodinamicossuperioresal atenolol y
equiparables a la amlodipina evidenciado por una mayor reduccidon de la de la VPA de corto plazo.
Dicho efecto se asocia a una atenuacidn del dafo ventricular y vascular asociado a la HTA experimental
(Tabla 4). Estos resultados sugieren que la menor proteccién cardiovascular del blogqueante PB-
adrenérgico de segunda generacién atenolol en comparacién a otros agentes antihipertensivos
evidenciada en ensayos clinicos no deberia extrapolarse a B-bloqueantes de tercera generacién, con
propiedadesfarmacoldgicasadicionalescomoelnebivololyelcarvedilol.

Tabla 4. Comparacién cualitativa de los resultados finales obtenidos luego del tratamiento crénico y oral de
animales SHR con atenolol, nebivolol, carvedilol o amlodipina.

p-bloqueantes Bloqueantecalcico
2da. Generacion | 3ra. Generacién | 3ra. Generacion 3ra. Generacion
Atenolol Nebivolol Carvedilol Amlodipina
PAS Periférica 1 — > 11
PAS Central 1 ll 1 14
VPA Periférica 1 11 11 1l
VPA Central — 11 11 14
Hipertrofia — 1l 14 1l
ventricular
Fibrosis ventricular 1 1l 11 11
Espesoraortico — 1l 11 14
Expresion de TGF-B — 1l 11 1l
enVIy Ao
Expresion de > 11 11 11
citoquinas
proinflamatorias
VIy Ao (TNF-a e
IL-6)

< =disminuciénleve; - <l =disminuciénamplia; <> =sinmodificacion
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RESUMEN

Objetivos: evaluar en la enterocina AP-CECT7121 la actividad bactericida, sinergia antimicrobiana e
investigar el efecto anti-biofilm y su prevencién sobre Staphylococcus aureus multi-resistentes de origen
humano. Métodos: en n=11 Staph. aureus de pacientes con infecciones de piel y partes blandas se evalud la
potencia de la enterocina AP- CECT7121 mediante curvas de cinética de muerte sola o con concentraciones
subinhibitorias de gentamicina. Se realizaron recuentos de colonias alas 0, 2, 4 y 8 h. Se estudid el efecto anti-
biofilm en n=7 Staph. aureus multi-resistentes aislados de hemocultivos. Se determinaron las CIM por micro-
dilucién en caldo. Para estudiar la actividad sobre células planctdnicas, se agregdé AP-CECT7121 (1xCIM,
4xCIM) a cultivos de estafilococos (108 UFC/mL), en una placa de 96 pocillos, e incubd a 37 9C. Se realizaron
recuentos de viables (0, 4, 8, 24 h). Para evaluar la actividad sobre células de Staph. aureus en biofilm, se
agregaron a los pocillos, suspensiones en caldo cerebro- corazén-glucosa (1%) y se incubd a 37 2C, 24 h. Luego
se incubaron con enterocina (1x CIM, 4x CIM) durante 1y 24 h. Se realizaron recuentos de viables. Microscopia
Electrdnica de Barrido (MEB): sobre vidrio (tratado con AP-CECT7121) y control se agregd Staph. aureus y se
observé la formacion de biofilm. Resultados: AP-CECT7121 presentd actividad bactericida sobre la mayoria de
los estafilococos (16/22). Se observd sinergia AP-CECT7121/gentamicina a las 4-8 y 24 h. Se detect6 actividad
bactericida de AP-CECT7121 sobre células plancténicas entre 1 y 4 h de incubacién. Se comprobd la
prevencion de formacién de biofilm con AP-CECT7121, mediante MEB. Conclusiones: AP-CECT7121 constituye
un candidato atractivo para su uso como una herramienta terapéutica natural para el tratamiento de
infecciones causadas por Staph. aureus humanos multi-resistentes y para la prevencion y tratamiento de
infecciones asociadas a biofilm.

PALABRAS CLAVE: enterocina AP-CECT7121, actividad bactericida, efecto anti-biofilm
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SUMMARY

ENTEROCIN AP-CECT7121: BACTERICIDAL ACTIVITY, ANTIMICROBIAL SYNERGY AND
EVIDENCE OF PREVENTION AND ANTI-BIOFILM EFFECT AGAINST MULTI-RESISTANT
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Aims: assess, in enterocin AP-CECT7121, bactericidal activity, antimicrobial and synergystic effect and
to investigate anti-biofilm effect and prevention against human multi- resistant Staphylococcus aureus.
Methods: in Isolates (n: 11) recovered from patients with soft tissue infections, AP-CECT7121 potency was
assessed by time-kill curves alone or with subinhibitory concentrations of gentamicin. Colony counts were
carried out at 0, 2, 4, 8, and 24 h of incubation. In n: 7 multi-resistant Staph. aureus isolated from blood
cultures, anti-biofilm effect was studied. MICs determinations were done by the microdilution method in
broth. For bactericidal activity against planktonic cells, AP-CECT7121 (1xMIC, 4xMIC) was added to
staphylococcal cultures (108 CFU/mL), in a 96-well plate, and incubated at 37 °C. CFU counts were performed
(0, 4, 8,24 h). For assessing bactericidal activity against Staph. aureus biofilm cells, staphylococcal suspensions
in Brain Heart Infusion broth-1% glucose were added to the wells and incubated for 24 h at 37 °C. Formed
biofilms were incubated with the enterocin (1xMIC and 4xMIC) for 1 and 24 h. CFU counts were done.
Scanning Electron Microscopy (SEM): to control and treated (with AP-CECT7121) glass slides, Staph. aureus
was added and biofilm formation was observed. Results: APCECT7121 showed bactericidal activity against
most of the staphylococci (16/22). AP-CECT7121/ gentamicin synergy was observed at 4-8 h and at 24 h.
Bactericidal activity of AP-CECT7121 against planktonic cell was detected between 1-4 h of incubation.
Through SEM, prevention of biofilm formation in samples treated with AP-CECT7121, was proved.
Conclusions: AP-CECT7121 constitutes an attractive candidate for its use as a natural therapeutic tool for the
treatment of infections produced by human multi-resistant Staph. aureus and, also, for prevention and
treatment of biofilm- associated infections.

KEY WORDS: enterocin AP-CECT7121, bactericidal activity, anti-bioilm effect

INTRODUCCION

Las bacterias multi-resistentes se encuentran diseminadas a nivel mundial y tienen un significativo
impacto sobre la eficacia de la terapia antimicrobiana. De acuerdo al Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC, EE.UU.), las bacterias que expresan resistencia a mas de una clase de farmacos
antimicrobianos son definidas como microorganismos multi-resistentes
(https://www.cdc.gov/hicpac/mdro/mdro_2.html).

En Medicina Humana, el uso masivo de antimicrobianos ejerce una presion selectiva sobre patégenos
prevalentes, como Staphylococcus aureus meticilino-resistente (SAMR), que presenta resistencia a beta-
lactdmicos. La seleccion de bacterias multi-resistentes conduce a la disponibilidad de pocas opciones
terapéuticas remanentes (Canton et al., 2013).

Los aislamientos de SAMR originados en la comunidad difieren en ciertos aspectos con los asociados a
cuidados de la salud, como: poblaciéon blanco, sindromes clinicos (sepsis severa, fascitis necrotizante,
neumonia necrotizante, etc.), perfiles de susceptibilidad antmicrobiana (SCCmec) e infecciones en ambientes
sanitarios como en la comunidad (Lee et al., 2007; David & Daum, 2010).

Las infecciones invasivas requieren para su terapéutica antimicrobianos bactericidas. En ocasiones se
asocian drogas para lograr una sinergia bactericida. Gentamicina es utilizada ampliamente en combinacién
con agentes activos contra la pared celular bacteriana (beta-lactdmicos, vancomicina) para el tratamiento de
infecciones severas originadas por SAMR (Chambers, 1997).

Las infecciones de piel y partes blandas constituyen un conjunto de cuadros clinicos de distinta
expresividad y gravedad que afectan la piel, el tejido celular subcutaneo y el musculo y representan un desafio
terapéutico para los profesionales de la Salud. La eleccién de antimicrobianos adecuados es una de las claves
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mas importantes para lograr una terapia farmacoldgica efectiva. Las bacterias Gram positivas son las que se
aislan con mayor frecuencia (Ray et al., 2013).

En las dUltimas décadas, se ha sumado a la multi-resistencia antimicrobiana un fendémeno que complicé
el tratamiento de cuadros infecciosos causados por diversas especies bacterianas: la formacién de biofilm.
Los biofilms o biopeliculas son una comunidad de microorganismos que se adhieren a superficies bidticas o
abidticas. En un biofilm, las células bacterianas forman un cluster incrustado en una matriz extra-celular auto-
sintetizada, constituida por biomoléculas como polisacaridos, proteinas, lipidos acidos nucleicos (Flemming
& Wingender, 2010; Sugimoto et al., 2013). Las bacterias asociadas a biofilm presentan resistencia
antimicrobiana y a las defensas del hospedador. Las infecciones asociadas a biofilm son frecuentemente
crénicas o re-incidentes. Por lo tanto, la prevencidony el tratamiento de este tipo de infecciones son relevantes
para el sistema de Salud (Costerton et al., 1999; Vlastarakos et al., 2007).

Aunque varias especies bacterianas han sido relacionadas con las infecciones asociadas a biofilms,
Staph, aureus y Staph. epidermidis son considerados como los agentes patégenos mas frecuentes
relacionados con este tipo de cuadros. El predominio de este género sobre otros productores de biofilm estd
vinculado con que estas bacterias constituyen comensales frecuentes de la piel y superficies mucosas
humanas (Otto, 2008).

Actualmente, la ausencia de nuevas opciones farmacoldgicas para el tratamiento de enfermedades
infecciosas determind la blsqueda de estrategias terapéuticas alternativas que complementen a los
antimicrobianos convencionales. Una posibilidad es el antagonismo mediado por proteinas bacterianas. Las
bacteriocinas son péptidos antimicrobianos con actividad bactericida (Acufia et al., 2011). Cuando estos
compuestos son producidos por cepas del género Enterococcus se denominan enterocinas.

El péptido antimicrobiano AP-CECT7121 es una enterocina sintetizada por la bacteria probidtica
Enterococcus faecalis CECT7121, una cepa no hemolitica y que no porta determinantes de virulencia y de
resistencia de transferencia génica horizontal. Ent. faecalis CECT7121 fue recuperada de un ensilaje natural
de maiz en un area rural del Partido de Tandil (Prov. Buenos Aires). Esta cepa no presenta multi-resistencia
antimicrobiana. Los valores de

Concentracion Inhibitoria Minima (CIm)

para antimicrobianos de utilizacién clinica son: vancomicina: 0,12 mg/L; ampicilina: 0,5 mg/L;
gentamicina: < 500 mg/L; estreptomicina: < 1000 mg/L (Sparo, 2006; Sparo et al., 2008). Estudios fisico-
guimicos demostraron que AP.CECT7121 es termoestable (1 h, 75 °C), susceptible a enzimas proteoliticas,
detergentes y agentes quelantes. Ademads, es estable frente a la accion de enzimas tales como DNasa, RNasa,
amilasa, glucuronidasa y lipasa. Asimismo, presenta actividad inhibitoria en un rango amplio de pH (4,0-8,0).
AP- CECT7121 es un péptido hidrofdbico catidnico, de bajo peso molecular (3.000 Da) y esta incluido dentro
de la clase Il de las bacteriocinas. Su mecanismo de acciéon estd mediado por la formacién de poros en las
membranas bacterianas, seguido por shock osmético y lisis celular (Sparo, 2006).

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar en la enterocina AP-CECT7121 la actividad bactericida,
sinergia antimicrobiana e investigar el efecto anti-biofilm y su prevencion sobre Staph. aureus multi-
resistentes de origen humano.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos bacterianos

Durante el periodo enero de 2014 a diciembre de 2015, se incluyeron aislamientos (n: 11) de Staph.
aureus multi-resistentes, recuperados de muestras para hemocultivos obtenidas por orden médica a
partir de pacientes con infecciones de piel y partes blandas severas atendidos en el Servicio de
Emergencias del Hospital “Ramon Santamarina” de Tandil. Se incluyé un aislamiento bacteriano
por cada paciente.
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Para investigar el efecto de AP-CECT7121 en la erradicacién de células asociadas a la produccién de
biofilm (sésiles), durante el periodo enero-noviembre de 2016, se incluyeron n: 7 aislamientos de Staph.
aureus multi-resistentes (HSSA32-HSSA38) recuperados de hemocultivos de pacientes internados en el
hospital “Ramoén Santamarina” de Tandil, con infecciones en protesis de cadera.

Caracterizacion fenotipica y estudio de susceptibilidad antimicrobiana

Se realizé la caracterizacion fenotipica de Staph. aureus, de acuerdo a Winn et al. (2008). Los resultados
fueron validados empleando el sistema automatizado VITEK 2® Compact (bioMérieux, Buenos Aires,
Argentina).

Mediante el estudio preliminar de la susceptibilidad antimicrobiana, por difusién con discos, se
seleccionaron aislamientos de Staph. aureus multi-resistentes (resistentes a beta-lactamicos, eritromicina y
tetraciclina).

Se determiné la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) por el método de dilucién en agar, segun las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI (2016). Antimicrobianos ensayados:
cefoxitina y gentamicina. La cepa Staph. aureus ATCC 29213 se utilizé como control de calidad.

Aislamiento del péptido antimicrobiano AP-CECT7121

Se realizd el aislamiento de AP-CECT7121 mediante el protocolo de Sparo et al. (2009). Se incubd la
cepa probidtica Ent. faecalis CECT7121 (depositada en la Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo, CECT, Burjasot,
Valencia, Espafia) a 35 + 2 °C, durante 18 h, en caldo infusidon cerebro-corazén (BHI, Laboratorio Britania,
Buenos Aires, Argentina). Se inoculd el cultivo en 4 L de caldo BHI e incubd a 35 + 2 °C, durante 9 h. Luego, se
centrifugd a 15.000 g, a 4 2C, durante 20 min. El sobrenadante se ajustd a pH: 7,0 y se precipitd de acuerdo a
Dawson et al. (1969). Se centrifugd a 20.000 g, a 4 2C, durante 20 min. El precipitado se re-suspendid en 40
mL de buffer fosfato salino (PBS), 5 mM, pH: 7,0. Se aisl6 AP-CECT7121 mediante una extraccién fisico-
quimica, empleando cartuchos Sep-Pak™ C18 (Waters, Milford, EE.UU.). El extracto de Ent. faecalis (5 mL) se
cargd en un cartucho, lavado previamente con acetonitrilo en acido trifluoro acético (TFA, 0,1%) y se eluyd
con acetonitrilo (60%)-TFA (0,1%). El eluato se evapord a sequedad utilizando una centrifuga de vacio
(ThermoSavant Instuments, Hollbrook, EE.UU.). Se re-suspendio el precipitado en PBS (250 pL). Se inyectaron
alicuotas de la suspension (20 pL) en un sistema HPLC de fase reversa (Shimadzu, Kyoto, Japdn) y se separaron
en una columna Nucleosil C18 (5 um, Pharmacia, Uppsala, Suecia). Fase moévil: buffer A (TFA 0,1%) y buffer B
(acetonitrilo 95% en TFA 0,1%). Se eluyd AP-CECT7121 en un gradiente lineal (95%A/5%B a 15%A/85%B),
con una tasa de flujo de 0,2 mL/min, controlando la elucidn con un detector UV. Se recolectaron las fracciones
en periodos regulares de tiempo. Se evapord la fraccion activa hasta sequedad y se re-suspendié en buffer
fosfato (50 mM, pH: 7,0). Se detectd actividad bioldgica de AP.CECT7121 en las fracciones eluidas luego de
30 min de la inyeccién de la muestra, con aproximadamente 40% de buffer B.

Curvas de cinética de muerte

Se realizaron curvas de cinética de muerte (tres para cada aislamiento bacteriano) para evaluar la
actividad bactericida in vitro de AP-CECT7121 solo o combinado con gentamicina. Se lavaron, suspendierony
diluyeron cultivos frescos de las células bacterianas en PBS, 50 mM, pH: 7,0, para obtener indculos de 10° UFC.
Se obtuvieron muestras (100 uL) de cada suspension bacteriana a las 0, 4, 8 y 24 h de incubacién a 35

+ 2 °C. Se realizaron recuentos de células viables en agar BHI, incubando a 35 + 2 °C durante 24 h.
Concentracion de AP-CECT7121: 12 mg/L. Como control de calidad, se realizd un recuento de
viables, en las mismas condiciones experimentales, con PBS (Sparo et al., 2009).

Para investigar la existencia de sinergia, se realizaron recuentos de viables con AP- CECT7121
combinado con concentraciones sub-inhibitorias de gentamicina (CIM/4) y Unicamente con gentamicina. Se
definié como efecto bactericida a la disminucién de los recuentos de viables, Unicamente con AP-CECT7121
(A = -3 logio). Sinergia: incremento de la letalidad >1 logioa las 4-8 h (sinergia temprana, A 2 -1 logio) y 2 -2
logioluego de 24 h de incubacidn (sinergia tardia, A 2-2 logio), para la combinacion AP- CECT7121/gentamicina
comparado con AP-CET7121 solo.
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Actividad de AP-CECT7121 sobre Staph. aureus multi-resistentes productores de biofilm

Para el estudio in vitro se utiliz6 AP-CECT7121 previamente purificado. Se determinaron las CIM
mediante el micro-método de dilucién en caldo. Se evalud la actividad bactericida del péptido antimicrobiano
sobre células plantdnicas. A cultivos de estafilococos en placas con 96 pocillos, se les agregd AP-CECT7121 en
concentraciones finales de 1xCIM y 4xCIM, incubando a 37 2C. Se realizaron recuentos de viables (UFC) a las
0,4, 8 y 24 h de incubacion.

Para estudiar la actividad bactericida de AP-CECT7121 sobre células sésiles de Staph. aureus se
agregaron suspensiones bacterianas, en caldo BHI con glucosa 1%, a los pocillos y se incubd a 37 2C durante
24 h. Los biofilm formados se incubaron con AP- CECT7121 (1xCIM y 4xCIM) durante 1y 24 h. Luego, se
realizaron recuentos de células sésiles viables. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Deteccidn de biofilm mediante Microscopia Electronica de Barrido

La observacion de biofilms mediante Microscopia Electrénica de Barrido se realizé en el Servicio de
Microscopia Electrénica y Microanalisis (SeMFI), Laboratorio de Investigaciones de Metalurgia Fisica (LMIF),
Facultad de Ingenieria, Universidad Nacional de La Plata.

Se siguid la técnica descripta por Ait Quali et al. (2014) con modificaciones. Se colocaron
individualmente segmentos de vidrio (1 cm?) estériles en contenedores estériles plasticos cerrados (4,5 cm x
4,5cm x 1 cm). Al grupo (n: 2) se le adicionaron 4 mL de AP- CECT7121 (concentracion CIMx1 de aislamiento
con mayor valor obtenido con células sésiles) y se efectud un grupo control (n: 2) al que se le agregd caldo
BHI. Se incubd durante 2 h a 37 2Cy se elimind el liquido de cada contenedor. Posteriormente, se agregaron
a cada recipiente 4,5 mL de una suspension de Staph aureus a una concentracion final de 108 UFC/mL. Luego
de 1 h de incubacién a 35 2C, se removid el liquido sobrenadante de cada contenedor, se agregd 1 mL de caldo
BHI sobre la superficie de cada segmento de vidrio y se incubd durante 5 dias cambiando el medio cada 24 h.
Cuando los segmentos de vidrio se retiraron del medio se colocaron individualmente en una solucion de
paraformaldehido al 8%, tampdn de fosfato y 16% de glutaraldehido y se fijaron durante 48 ha 4 °C. Se lavaron
3 veces durante 10 min con tampdn fosfato. Se afiadié una soluciéon tampdn de osmio / fosfato 1/1 (2% de

0s0.) y se mantuvo durante 18 h. El osmio se desechd y las muestras se lavaron dos veces durante 10 min
con alcohol etilico al 30%. Posteriormente, las muestras se deshidrataron a través de una serie de
concentraciones de alcohol etilico 50%, 70%, 80%, 90% y 3 veces 100%, con 10 min para cada paso. Las
muestras se secaron en desecador por punto critico, se montaron sobre un soporte de muestra recubierto
por pulverizacidn catddica con oro y se observaron a alto vacio con un microscopio electréonico de barrido
ambiental (ESEM), Modelo FEI ESEM Quanta 200. Se tomaron microfotografias a 3.000 y 80.000 X.

Aspectos éticos

Para la obtencién de las muestras de sangre, se realizaron reuniones informativas con los pacientes. Se
observé el cumplimiento de la legislacion vigente (Declaracidn de Helsinki, Ley Nacional de Proteccion de
Datos Personales).

RESULTADOS

La totalidad de los aislamientos de Staph. aureus incluidos, productores de infecciones de piel y partes
blandas, expreso resistencia a cefoxitina (CIM =8 mg/L) se caracterizaron como SAMR. No se observd
resistencia a gentamicina (CIM <4 mg/L).

Los SAMR fueron recuperados de muestras de sangre, obtenidas de pacientes en el Servicio de
Emergencias del Hospital. Las infecciones de piel y partes blandas fueron severas y de origen comunitario. Los
pacientes no tenian antecedentes registrados de colonizacidn o infeccién con SAMR. Ademas, no contaban,
en el afio previo, con hospitalizaciones, cirugias, dialisis o admisiones en geriatricos. Asimismo, no estaban
cateterizados en forma permanente ni en contacto con instrumental médico que pasara a través de la piel. Se
detectd un amplio rango etario entre los pacientes incluidos (30-60 afios). Los aislamientos de Staph. aureus
fueron recuperados de mujeres (6/11) y hombres (5/11).
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Se observd actividad bactericida de AP-CECT7121 en 9/11 (81,8%) SAMR de la comunidad (-3,1
a—3,8 logio UFC/mL), recuperados de pacientes con infecciones de piel y partes blandas (Tabla 1).

Tabla 1. Variacién de recuentos de viables (Alogio UFC/mL) de Staph. aureus multi-resistentes,
productores de infecciones de piel y partes blandas, luego de agregar AP-CECT7121 y/o
gentamicina

APCECT+

AISLAMIENTO TIEMPO SIN ATM?2 AP-CECT7121 GENP GEN

(h) (Alog1o0UFC/mL)  (Alog10UFC/mL)  (Alogi0UFC/mL)  (AlogioUFC/mL)
HS-224 0 0 0 0 0

4 1.8 -0.7 -0.9 -0.9

8 2.7 -1.4 -1.5 -2.7

24 3.9 -3.8 -2.8 -3.7
HS-228 0 0 0 0 0

4 1.6 -0.8 -0.7 -0.7

8 2.5 -1.7 -1.7 -2.7

24 3.8 -3.8 -2,9 -3.9
HS-232 0 0 0 0 0

4 1.3 -0.8 -0,8 -0.6

8 2.6 -1.6 -1.7 -2.8

24 3.7 -3.5 -3.0 -3.6
HS-235 0 0 0 0 0

4 1.8 -0.7 -0.7 -0.9

8 24 -1.1 -1.5 -2.2

24 3.5 -3.2 -2.7 -3.2
HS-242 0 0 0 0 0

4 1.6 -0.5 -0.9 -0.9

8 2.1 -1.2 -1.5 -2.2

24 3.4 -2.6 -2.7 -2.5
HS-243 0 0 0 0 0

4 1.4 -0.8 -0.4 -0.7

8 2.0 -1.6 -14 -2.8

24 35 -3.3 -2,9 -3.3
HS-247 0 0 0 0 0

4 1.5 -0.7 -0.7 -0.8

8 2.3 -1.5 -1,5 -2.7

24 3.2 -3.1 -3.0 -3.2
HS-253 0 0 0 0 0

4 1.3 -0.9 -0.5 -0.6

8 2.5 -1.4 -1.2 -2.5

24 3.8 -3.6 -2.8 -3.5
HS-256 0 0 0 0 0

4 1.6 -0.4 -0.5 -0.4

8 2.7 -1.1 -1.0 -2.2

24 3.8 -2.4 -2.2 -2.3
HS-257 0 0 0 0 0

4 1.1 -0.7 -0.6 -0.8

8 1.7 -1.4 -1.0 -2.6

24 3.4 -3.1 -2.7 -3.2
HS-262 0 0 0 0 0

4 1.3 -1.0 -0.6 -0.8

8 2.5 -1.7 -1.1 -2.7

24 3.6 -3.4 -3.0 -3.5

Los resultados provienen del promedio de tres experimentos realizados por duplicado :ATM:
antimicrobiano.
bGEN: gentamicina.
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Se detectd sinergia temprana en todos los estafilococos a las 4-8 h (-1.0 to -1.3 logio UFC/mL). Sin
embargo, se observé indiferencia a las 24 h en el 100% de los estafilococos (<-1.1 logio UFC/mL).

Al determinar la CIM de AP-CECT7121 sobre los aislamientos de Staph. aureus multiresistentes
recuperados de hemocultivos, para estudiar el efecto anti-biofilm, se observé un rango de concentraciones
comprendido entre 1,8 y 3,1 mg/L (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion Inhibitoria Minima de AP-CECT7121 para Staph. aureus multi-resistentes

Staph. aureus CIM (mg/L)

HSSA32 2,5
HSSA33 3,1
HSSA34 2,1
HSSA35 2,9
HSSA36 2,7
HSSA37 1,8
HSSA38 2,3

CIM: Concentracién Inhibitoria Minima
Se detectd actividad bactericida de AP-CECT7121 sobre células plantdnicas de estafilococos entre 1y 4
h de incubacién (Tabla 3).

Tabla 3. Actividad bactericida de AP-CECT7121 sobre células planténicas de Staph. Aureus

Staph aureus Oh 4h 8h 24 h

ALogio UFC/mL AlLogio UFC/mL  ALogio UFC/mL  ALogio UFC/mL
Control 1xCIM  4xCIM Control 1xCIM 4xCIM Control 1xCIM 4xCIM Control 1xCIM 4xCIM

HSSA32 0 0 0 13 -38 -67 18 -39 -6,7 24 -39 -6,7
HSSA33 0 12 -31 64 16 -32 -66 23 -33 -6,7
HSSA34 0 0 0 14 -34 65 16 -34 -65 21 -35 -6,7
HSSAS35 0 0 0 13 32 64 17 -3,3 -65 20 -34 -6,7
HSSA36 0 0 0 12 -31 69 16 -3,2 -69 19 -32 -67
HSSA37 0 0 0 14 -33 67 15 -33 -6,7 20 -34 -6,7
HSSA38 0 0 0 11 -39 68 1,7 -38 -69 21 -39 -6,7

Los resultados provienen del promedio de tres experimentos realizados por duplicado CIM:
Concentracion Inhibitoria Minima.

Se observd un efecto dosis dependiente de AP-CECT7121 sobre las células del biofilm. La enterocina en
una concentracion de 4xCIM presentd actividad bactericida, aunque no se detectd mortalidad completa
(Tabla 4).

Tabla 4. Actividad bactericida de AP-CECT7121 sobre Staph. aureus en biofilm

Staph aureus Oh 1h 24 h

Al ogio UFC/mL  ALogio UFC/mL  AlLogio UFC/mL
Control 1xCIM 4xCIM Control 1xCIM 4xCIM  Control 1xCIM 4xCIM

HSSA32 0 0 0 0,2 -10 -29 0,7 -1,8 -3,0
HSSAS3 0 0 0 0,3 -0,9 -2,8 06 -14 -3,1
HSSA34 0 0 0 0,2 -0,8 -2,7 05 -1,5-3,0
HSSA35 0 0 0 04 -0,7 -2,8 0,7 -16 -3,2
HSSA36 0 0 0 03 -09 -29 06 -19 -33
HSSA37 0 0 0 04 -0,8 -29 0,7 -18 -31
HSSA38 0 0 0 0,2 -09 -2,8 04 -1,7 -3,2

Los resultados provienen del promedio de tres experimentos realizados por duplicado CIM:
Concentracion Inhibitoria Minima
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

El analisis microscdpico con Microscopia Electrénica de Barrido mostré menor nimero de células
adherentes en los dispositivos de vidrio tratados con la enterocina en relaciéon al control (Figura 1, Figura 2).

JNLP

Figura 1. Microscopia Electronica de Barrido. Muestra no tratada (control) con AP-
CECT7121 luego de 5 dias de la formacion de biofilm. Amplificacion: 80.000 X.

50 ym

SeMFi - LIMF - FI - UNLP

Figura 2. Microscopia Electrénica de Barrido. Staph. aureus HSSA33 tratado con CIMx1 (31 mg/L)
de AP-CECT7121 luego de 5 dias de formacidon de biofilm. Amplificacién: 3.000 X.

DISCUSION

Se evalud la actividad bactericida, sinergia con gentamicina y el efecto anti-biofilm del péptido AP-
CECT7121 sobre Staph. aureus multi-resistentes de origen humano. La emergencia de SAMR de origen
comunitario se ha asociado con un incremento en la utilizacion de antimicrobianos beta-lactamicos.
Recientemente, en un meta-andlisis donde se analizaron las frecuencias de infecciones comunitarias
originadas por Staph. aureus multi-resistentes se documentaron los siguientes porcentajes: Asia, 23,1%;
Europa, 37,4%; América del Norte, 47,4%. También, SAMR es un patdgeno prevalente en América Latinay,
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especificamente, en Argentina (Egea et al., 2014; Li et al., 2014). Estos hallazgos remarcan la relevancia
epidemioldgica de SAMR de origen comunitario como agente etioldgico de infecciones severas.

En el presente estudio, se investigd la eficacia de la enterocina AP-CECT7121 producida por una cepa
ambiental Ent. faecalis CECT7121 con caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las bacterias probidticas
(Sparo, 2006). Otros autores analizaron la utilidad de bacteriocinas producidas por otros géneros como
Bacillus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. y Lactococcus spp. (Hammami et al., 2013).

Hasta el momento, la investigacidn para el desarrollo de bacteriocinas con fines terapéuticos se ha
enfocado en péptidos antimicrobianos como nisina, lacticina y lisostafina (Hassan et al., 2012). Es importante
destacar que en AP-CECT7121 se ha demostrado la ausencia de efectos tdxicos o nocivos (Sparo, 2006).

Se evalud la eficacia in vitro de AP-CECT7121 sobre Staph. aureus multi-resistentes. Se detectd
actividad bactericida contra el 81,8% de los aislamientos incluidos. También otras bacteriocinas como
pumicilina 4 y nisina presentaron efecto inhibitorio con una disminucién significativa de la viabilidad de los
estafilococos (Severina et al., 1998; Aumpad & Na-Bangchang, 2007).

Se investigd la existencia de sinergia entre AP-CECT7121 y un antimicrobiano de uso habitual como
gentamicina; se observo sinergia temprana. En un estudio reciente, otros autores también detectaron sinergia
cuando evaluaron dos enterocinas, DD28 y DD93, asociadas con kanamicina sobre Staph. aureus multi-
resistente de origen clinico recuperado de un paciente humano (Al Atya et al., 2016).

Aproximadamente, 7-10% de los pacientes hospitalizados son afectados por infecciones de piel y partes
blandas. Dependiendo de la severidad de la infeccidn, el drea corporal involucrada puede convertirse en
disfuncional (Swartz, 2004; Ki & Rotstein, 2008).

Tradicionalmente, las infecciones estafilococicas han sido tratadas con antimicrobianos de uso
habitual, aunque la emergencia de bacterias resistentes constituye hoy en dia una preocupacion
terapéutica relevante. SAMR de origen comunitario puede causar infecciones severas o fatales. En
estos cuadros se requiere emplear antimicrobianos de segunda linea, como vancomicina. Existen
ciertos aspectos contraproducentes asociados con el empleo de glucopéptidos, como bacteriemia
prolongada durante el tratamiento, altas tasas de falla clinica y nefrotoxicidad (Dombrowski &
Winston, 2008).

En la literatura existe escasa informacién sobre la eficacia de bacteriocinas para el tratamiento de
infecciones de piel y partes blandas. Fernandez et al. (2008) observaron que aunque la nisina era propuesta
como una alternativa eficaz para el tratamiento de este tipo de infecciones, su efecto sobre Staphylococcus
era bacteriostatico. La  enterocina AP-CECT7121 presenté actividad bactericida homogénea sobre
aislamientos de SAMR de origen humano.

En esta investigacion se incluyeron aislamientos de Staph. aureus productores de biofilm y se evalud el
efecto anti-biofilm del péptido antimicrobiano AP-CECT7121, observando actividad bactericida dosis
dependiente sobre células sésiles.

En un estudio previo, otros autores estudiaron la actividad de tres bacteriocinas (nisina A, lacticina Q,
nukacina ISK-1) con estructuras diferentes sobre un aislamiento clinico de SAMR. Nisina A y lacticina Q
presentaron actividad bactericida sobre células planctdnicas, aunque variaron en su efecto sobre células
asociadas a biofilm; siendo nisina la que presentd mayor actividad. En cambio, en nukacina ISK-1 se observé
un efecto bacteriostatico sobre células planctdnicas, mientras que no se detectd un efecto bactericida sobre
biofilm (Okuda et al. 2013).

Staph. aureus puede formar biofilms sobre diversos biomateriales y son responsables de infecciones
recurrentes en pacientes hospitalizados por tiempo prolongado (Nan et al., 2015). Las biopeliculas o biofilms
maduros son de dificil erradicacion, complicando el tratamiento del agente patégeno (Dosler & Mataraci,
2013). La enterocina AP-CECT7121 impide la colonizacién de Staph aureus sobre una superficie inerte y por lo
tanto también constituye una potencial herramienta para prevenir la instalacién de biopeliculas de Staph.
aureus sobre diferentes biomateriales.
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CONCLUSIONES

AP-CECT7121 presenté actividad bactericida sobre Staph. aureus multi-resistentes recuperados de
pacientes con infecciones de piel y partes blandas. Por lo tanto este péptido es un candidato viable para
constituirse en una alternativa antimicrobiana para la terapéutica de infecciones producidas por estafilococos
meticilino-resistentes.

Se observé actividad bactericida de AP-CECT7121 sobre células sésiles de Staph. aureus, pudiendo ser
considerado como un candidato para futuras aplicaciones en el tratamiento de infeccionas asociadas a
biofilms como también la prevencidn de colonizacidn de biomateriales por Staph. aureus formadores de
biopeliculas.
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