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Presentacion

Inspirados en promover el desarrollo cientifico y académico de los estudiantes de dreas afines a las
ciencias y las ingenierias, decidimos buscar y consolidar un espacio grafico en el que se mostraran los
resultados de la socializacion, discusion, andlisis y colaboracion entre pares.

Una caracteristica que tiene una comunidad universitaria es la pluralidad y diversidad de ideas, por lo
tanto, es el espacio propicio para que mediante las ciencias y las ingenierfas resolvamos problemas de
actualidad con el diferente enfoque de todos y a cada uno de los sectores de la comunidad estudiantil.

La educacion superior debe ser cimiento de todo profesionista, por lo que es positivo formar
plataformas de complementacion en la formacion a través de cooperacion con alumnos de otras
instituciones educativas para tratar de conseguir una formacion holistica e integral, construyendo desde
varias perspectivas una nocion global. Por ello en cada capitulo se encuentra el reflejo del esfuerzo de
quienes aportan con su investigacion.

En este libro se trata de promover la cultura de investigacion apoyados por autoridades académicas de
distintas universidades participantes y del sector empresarial, dentro de sus actividades para la
promocion de cultura cientifica y desarrollo académico de los estudiantes universitarios.

Por lo anterior, se resalta el conocimiento y la innovacion, se brinda la oportunidad de establecer redes

de cooperacion bajo un marco de investigacion con importantes universidades e investigadores a nivel

nacional e internacional.

~Cuavhtémoc Vidrio egahagdn—
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-Ciencias de la Salud-
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ADENOVIRUS 36 Y SU RELACION CON LA OBESIDAD INFANTIL EN EL
HOSPITAL GENERAL DE ZAPOTLAN EL GRANDE, JALISCO

José Enrique Vargas Espinoza
Centro Universitario del Sur, Universidad de Guadalajara.
Zapotlan El Grande, México. E-mail: riichi_1029@live.com.mx.

RESUMEN: La siguiente propuesta de trabajo se enfoca a un problema de caracter nacional,
gue necesita atacarse si queremos una mejor salud en nuestro estado: La obesidad.

El sedentarismo y la mala alimentacion juegan un papel primordial para desencadenar esta
enfermedad, sin embargo, el principal objetivo de este proyecto es demostrar que también
puede ser causado por un agente bioldgico en pacientes pediatricos de Zapotlan EI Grande.

Al tomar como referencia los descubrimientos realizados por una tesis que ha sido defendida
desde los afios noventa por el doctor Richard Atkinson, director del Centro de Investigacion
para la Obesidad Obetech y profesor de la Universidad de Virginia, que sefiala a un virus,
AD-36, como el principal culpable de la obesidad. Se utilizar4 una metodologia descriptiva,
debido a que se busca plasmar con los resultados, la relacion que existe entre es comprobar el
Adenovirus 36 y la obesidad infantil. Posteriormente, dar un tratamiento para el problema con
medicamento para erradicar el agente causal.

Actualmente, estamos en una situacion critica, la obesidad es un problema de salud potencial,
las generaciones emergentes comienzan a ser victimas de ello, que se ha desarrollado durante
afos; problemas hay, lo que se necesitan son soluciones.

PALABRAS CLAVE: Obesidad, adenovirus, nifos.

ABSTRACT: The following proposed work focuses on a problem of national character, you
need tackled if we want better health in our state: Obesity.

Physical inactivity and poor diet play a major role to trigger the disease, however, the main
objective of this project is to demonstrate that it can also be caused by a biological agent in
pediatric patients Zapotlan El Grande.

By referring to the discoveries made by a thesis that has been advocated since the nineties by
Dr. Richard Atkinson, director of the Research Center for Obesity Obetech and professor at
the University of Virginia, pointing to a virus, AD-36 as the main culprit of obesity. The
methodology chosen is descriptive, because it seeks to translate the results, the relationship
between the Adenovirus 36 is to check and childhood obesity. Subsequently, to a treatment
for the problem with medication to eradicate the causative agent.
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Currently, we are in a critical situation, obesity is a potential health problem, emerging
generations begin to be victims of it, which has developed over the years; There are problems,
what is needed are solutions.

KEY WORDS: Obesity, adenovirus, children.
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1.1 JUSTIFICACION

El siguiente protocolo da a conocer un tema de bastante importancia, como lo es la Obesidad.

Las razones que impulsan la realizacion de la investigacion, es por el momento tan dificil por
el que estd pasando nuestro pais, hoy en dia somos el segundo lugar en obesidad en México
(Ilegamos a ser el primer lugar). Como enfermero en proceso, no me gustaria seguir viviendo
con esta realidad, ésta que cada vez se apodera de nosotros como un gran mounstro, gracias a
diversos factores que la conllevan.

Los estilos de vidas tan acelerados y tan distintos son los que lo han causado, sin embargo, en
dicha investigacion hay algo que realmente me llama la atencion: ;Como es posible que la
obesidad sea tanta en tan poco tiempo? Es decir, tenemos realmente que hacer conciencia en
que los estilos de vida no deberian de ser suficientes para tener la cantidad de obesos que hay,
es una cantidad considerable la cual estamos dispuestos a observar y analizar.

Al tomar como referencia los descubrimientos realizados por una tesis que ha sido defendida
desde los afios noventa por el doctor Richard Atkinson, director del Centro de Investigacion
para la Obesidad Obetech, en la que sefiala a un virus, como uno de los culpables de la
obesidad. Experimentos realizados a especies animales demostraron que al poner en contacto
al adenovirus 36 con el organismo animal, éste aumenta de peso sin necesidad de modificar
sus actividades o su alimentacion. Por lo que es mas que evidente que la Obesidad infantil,
puede estar relacionada con tal virus.

La importancia del proyecto es enorme, el proyecto va a demostrar que Adenovirus 36 es uno
de los culpables de la pandemia como lo es la obesidad.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tenemos que entender primero que nada lo que es la obesidad y el adenovirus 36 La
Organizacion Mundial de la Salud nos dice “La obesidad y el sobrepeso se definen como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. Una forma
simple de medir la obesidad es el indice de masa corporal (IMC), esto es el peso de una
persona en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en metros. Una persona con un
IMC igual o superior a 30 es considerada obesa y con un IMC igual o superior a 25 es
considerada como sobrepeso. El sobrepeso y la obesidad son factores de riesgo para
numerosas enfermedades crénicas, entre las que se incluyen la diabetes, las enfermedades
cardiovasculares y el cancer.

El adenovirus fue descrito por primera vez como agente viral unico en 1953 por Wallace
Rowe and Robert Huebner de the National Institutes of Health. Es un virus ADN de 60-90nm
de diametro, se caracteriza por no poseer cubierta externa. El virion tiene forma icosaédrica y
se compone de una capside protéica y un nucleo con ADN viral. Actualmente se reconoce que
los adenovirus causan con mas frecuencia enfermedades del tracto respiratorio. Estos son



INTERNATIONAL FORUM FOR SCIENCE AND ENGINEERING STUDENTS

IFSES GUADALAJARA, MEXICO, ABRIL 2016

UDG

endémicos en la poblacion pediatrica, se mencionan que son responsables de hasta el 10% de
estas infecciones.

Los nifios son mas propensos en las enfermedades respiratorias, ya que sus defensas no son
las mas fuertes para poder tratar a éste tipo de bioldgicos infecciosos.

Los nifios son practicamente los que van a construir nuestro futuro planeta, no sélo son esos
pequefios que le dan sentido a muchas vidas, no s6lo son esas personitas pequefias que estan
ahi esperando a crecer, son los que nos deben de dar un mejor mundo para todos los que
estamos en la vida terrena.

Los alimentos que hay actualmente para estos pequefios no son los mejores, porque la
mayoria (sino es que todos) tienen quimicos los cuales afectan a la salud de ellos, ademas que
la famosa tecnologia cada vez méas se apodera de ellos, es decir, hay menos nifios jugando en
la calle porque ya tienen una tableta electronica o un teléfono inteligente para chatear o jugar,
por lo que los estilos de vida se ven alterados.

Si le sumamos a todo lo anterior que los nifios se enferman facilmente de las vias respiratoria
(més en los periodos de invierno), tenemos como resultado el siguiente proyecto que se
enfoca en determinar la prevalencia del Adenovirus 36 en los nifios obesos de Jalisco; cual es
el nivel de obesos por este virus en el estado y como esto tiene impacto en un futuro.

1.2.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

e ;Cual es el indice de Obesidad Infantil por Adenovirus 36 en el Hospital General de
Zapotlan.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 GENERALES

e Determinar el indice de la Obesidad Infantil en el Hospital General de Zapotlan
causada por Adenovirus 36.

1.3.2 PARTICULARES

e Identificar el indice de la Obesidad Infantil segun su grado.

e Identificar el género con mayor nivel de Obesidad Infantil por Adenovirus 36.

e Medir cual es el porcentaje de Obesidad Infantil en el Hospital General de Zapotlan
por Adenovirus 36.
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factores que contribuyen a la etiologia, un subconjunto podria ser causada por infecciones.

Aunque se reconoce que la obesidad es una enfermedad con mdltiples etiologias, solo
recientemente la infeccion microbiana como un factor etiologico ha recibido atencion. Se han
descrito siete virus y un agente de la tembladera o scrapie que ocasionan obesidad en-modelos
animales (s-7, 10-20). No se ha determinado aun cual de estos patdgenos puede causar una
obesidad en humanos. Se ha descrito como el adenovirus aviar SMAM-1 y el adenovirus
humano tipo 36 (Ad-36) ocasionan adiposidad en modelos animales (s-7, 15 Y 16) Y
muestran asociacion con la obesidad humana (8 y 17). En experimentos in vitro se ha
demostrado que la infeccion con Ad-36 de pre-adipocitos en ratas (3T3-LI) y pre-adipocitos
humanos promueven su proliferacion y diferenciacion. Recientemente se han descrito los
efectos de promocién de la obesidad de Ad-5, otro adenovirus humano. Hasta la fecha, los
adenovirus son el Unico tipo de virus relacionado con la obesidad humana. Por lo tanto, entre
los patdgenos adipogénicos constituyen los objetivos principales para la determinacion de un
papel en la obesidad humana.

vece‘plor
osteoblasto
condroblasto mioblasto — del Wnt

BMPr2:8MPria

Quw=202»v20n

Smad-1,-5,-8 +
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Fig.2 Esquema de eventos que Ilevan al compromiso de la CMM al linaje de adipocitos.

1.4.2 DEFINICION DE ADENOVIRUS

FIBRE (IV)
PENTON {111 7 1l1a
{v

El adenovirus es un virus ADN de 60-90
nanometros de didmetro. Se caracteriza por no
poseer cubierta externa. El virion tiene forma |co== v
icosaedrica y se compone de: Una capside proteica | _
constituida por 252 capsdmeros, que representa el |cevome
87% del peso, el ADN bicatenario contiene un
genoma compuesto por 36,000 pares de bases y n
nucleo que contiene el genoma de ADN viral y 4
proteinas internas.

HEXON {11 (hexon
monomer))

Fig.3 Estructura de Adenovirus 36.

De los 252 capsdémeros, 240 son hexones y 12 son pentones. Los hexones se disponen
conformando los lados de la superficie icosaédrica y los pentones conforman los vértices. Una
glicoproteina denominada fibra protruye desde el centro de cada penton. Tanto los hexones
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como los pentones y la fibra estan dispuestos por proteinas especificas. EI nucleo del viridn
estd formado por un ADN lineal de doble cadena que tiene capacidad para codificar entre 30-
40 genes.

La replicacién del ADN virico tiene lugar en el nucleo y estd mediada por una polimerasa de
ADN de origen virico. La polimerasa utiliza una proteina virica de 55kDa (proteina terminal)
unida a un monofosfato de citosina como cebador para el comienzo de la replicacion de
ambas cadenas del ADN. La proteina terminal permanece unida a la molécula de ADN.

La transcripcion genética tardia se pone en marcha cuando ha finalizado el proceso de
replicacion del ADN. La mayoria de las moléculas de ARNm tardio se generan a partir de la
transcripcion de un transcrito de ARN primario de gran tamafio (83% del genoma) que es
procesado para formar cada una de las moléculas de ARNm.

Las proteinas de la capside se elaboran en el citoplasma y luego se transportan hacia el ndcleo
para ensamblar el virus. En primer lugar se ensamblan las procéapsides vacias, se introduce en
la capside a traves de un orificio en uno de los vértices el ADN virico y las proteinas
nucleares. Los procesos de replicacién y de ensamblaje son ineficaces y tienden a tener
errores; solamente se elabora una unidad infecciosa por cada 2,300 particulas. EI ADN, las
proteinas y numerosas particulas defectuosas se acumulan en cuerpos de inclusion nuclear. El
virus permanece en la célula y es liberado cuando ésta degenera y se lisa.

El virus se transmite por gotas respiratorias, contacto directo o via fecal-oral, lo que da lugar a
una infeccion faringea. Los dedos transmiten los virus a los 0jos.

El adenovirus tipo 36 (Ad-36) pertenece al subgrupo D, serotipo 36. El Ad-36 es
serologicamente diferente al compararse con 48 tipos de adenovirus humanos con excepcion
de una reaccién cruzada débil con Ad-29. Los adenovirus son virus de ADN no rodeado que
se replican en el ndcleo de la célula hospedadora. En todos los serotipos, los genes que
codifican las funciones especificas estan ubicados en la misma posicion en el cromosoma
viral. EI genoma comprende una molécula de ADN de doble hélice y linear sencilla, que
comprende cinco unidades de transcripcion tempranas (E1A, E1B, E2, E3 Y E4) , dos
unidades de transcripcidn temprana retrasada (IX y 1Va2) y una unidad tardia principal que
genera cinco familias de mMARNSs (L1 a L5) . Los serotipos de adenovirus muestran diversidad
genética que se promueve mediante eventos de recombinacion que ocurren comdnmente entre
los adenovirus.

1.4.3 CICLO DE REPLICACION Mature Virion

La mayoria de los estudios sobre la replicacion se
han realizado usando Ad-2 o Ad-5, ya que pueden \
cultivarse facilmente en el laboratorio, ya sea
infectando células HeLa o KB. Convencionalmente, | Attechment
el ciclo de replicacion se divide en dos fases. Los
eventos tempranos incluyen la adsorcion, penetracion,
transcripcion y traduccion de un conjunto temprano
de genes. Los productos del gen viral temprano actdan
como mediadores en la expresion genética viral,
replicacion del ADN, inducen la progresion del ciclo
celular y bloguean la apoptosis. Una vez que se inicia |

Core enters nucleus

Fig. 4 Ciclo de replicacion de Adenovirus 36.
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la fase "tardia™ con la expresion de los genes tardios y el ensamblaje de los viriones de la
progenie.

Adsorcién y entrado: El enlace de los adenovirus a las células estd mediado por la proteina
fibrosa. El dominio distal del carboxilo terminal de la proteina fibrosa termina en un botén
que se piensa se enlaza al receptor celular (28). Se ha demostrado que la proteina del receptor
Coxsackievirus-adenovirus (receptor CAR) funciona como una proteina de acoplamiento
celular para los serotipos del adenovirus de los subgrupos A, e, D, E Y F. Posteriormente, en
un proceso que se ha demostrado es independiente de la interaccion fibra-eAR, la proteina
viral de la base pentona se enlaza a las integrinas celulares U v a traveés de un grupo tripéptido
de la base pentona, seguida por la internalizacion de la particula del virus. Sin embargo, los
virus del grupo D podrian entrar a través de una ruta independiente de CAR, posiblemente por
interaccion directa de la base pentona e integrinas U v.

Activacion de los genes virales tempranos: Existen tres funciones principales para la
expresion del gen adenoviral temprano: (1) inducir a la célula hospedadora a entrar en la fase
"Sil del ciclo celular para ofrecer condiciones 6ptimas para la replicacion viral; (2) establecer
sistemas virales que protejan la célula infectada de las defensas antivirales del organismo
hospedador; y (3) sintetizar productos del gen viral para la replicacion del ADN viral. A
continuacion se describe brevemente el papel de las diferentes proteinas adenovirales.

Nombre Localizacion Funcion Conocida
I Monomero de hexon Estructural
I Base penton Penetracion
Ila Asociado con base penton Penetracion
v Fibra Union a receptor, hemoaglutinacion
Vv Nucleo: asociado con DNA y base penton Similar a histona: empaquetamiento
Vi Polipéptido menor hexon Estabilizacion/ensamblaje de particulas
VIl Nucleo Similar a histona
Vil Polipéptido menor hexon Estabilizacion/ensamblaje de particulas
IX Polipéptido menor hexon Estabilizacion/ensamblaje de particulas
TP Proteina terminal del genoma Replicacion de genoma

Fig. 5 Proteinas virales de Adenovirus 36.

Proteinas E1A: Una vez que el cromosoma viral llega al nucleo, EIA es la primera unidad de

transcripcion que se expresa. La transcripcion EIA estd controlada por un promotor

constitutivo que también contiene un elemento estimulante duplicado. La unidad EIA codifica

dos mARNSs durante la fase temprana de infeccidon y posteriormente 3 otras especies cuya
funcién no se entiende completamente. Los dos mARNSs tempranos codifican las proteinas

12S y 13S EIA, cuyo nombre se deriva del

coeficiente de sedimentacion de sus mARNS.

Ad DNA Binding protein Las proteinas E1A se conocen como
transactivadores ya que pueden activar otros

Ad pol P TP . .,
g ® atp - genes virales en transo La proteina 13S EIA
se enlaza directamente a la proteina de enlace
Nuc'eaf Factor | TATA y activa la transcripcion. EIA también

puede activar la transcripcion enlazandose
™ TP directamente a varios factores celulares como

rotease &

p
pRB, p300, ATF2 Y TBP. Los genes
adenovirales tempranos se mantienen activos

Fig.6 Genoma viral de Adenovirus 36.
@ Nuclear Factor 11
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durante el ciclo de replicacion viral aunque la velocidad de transcripcion declina. EIA puede
inducir a las células muscularesesqueléticas terminal mente diferenciadas a sintetizar ADN y
dividirse. Esto también ocurre con los miocitos, adipocitos y miocardiocitos.

Proteinas E1B: La unidad de transcripcion adenoviral EIB codifica dos proteinas diferentes,
EIB 55-57 kDa y EIB 19-21 kDa, que bloguean la inhibicidn del crecimiento inducido por
p53 y la apoptosis. Las proteinas EIB antagonizan la detencién del crecimiento y la apoptosis
y cooperan con EIA para transformar oncogenicamente las células cultivadas. Su papel en la
transformacion oncogeénica demuestra la capacidad de estas proteinas de interferir con los
reguladores celulares normales.

Proteinas E2: La regidén E2 esta subdividida en E2A y E2B Y codifica 3 proteinas. Estas
proteinas proporcionan la maquinaria para la replicacion del ADN viral. La proteina terminal
(TP) actua como un cebador para la iniciacion de la sintesis de ADN. El gene DBP (proteina
de enlace del ADN adenoviral) codifica la proteina de enlace del ADN y el gen poi codifica el
ADN dependiente de la ADN polimerasa.

Proteinas E3: La unidad de transcripcion del adenovirus E3 codifica siete proteinas, ninguna
de las cuales se requiere para la replicacion del virus en cultivo. Las proteinas de la unidad de
transcripcion E3 protegen a las células de la muerte mediada por las células citotoxicas T y las
citoguinas inductoras de la muerte como el factor de necrosis tumoral (TNF), ligando FAS y
ligando inductor de la apoptosis relacionada con TNF. Los estudios sobre el subgénero
adenovirus C han demostrado que la mayoria de las proteinas E3 exhiben funciones
inmunomoduladoras. La glicoproteina E3/19K previene la expresion de las moléculas MHC
recién sintetizadas mediante la inhibicion de la exportacion de ER, mientras que los
receptores de la proteina E3/10.4-14.5K regulan a la baja los receptores de la apoptosis
desviandolos hacia los lisosomas. Se ha sugerido que E3/49K, otra proteina E3 recién
descubierta, posee una actividad inmunomoduladora. Las proteinas de membrana E3 explotan
la maquinaria de trafico intracelular para la evasién inmune. Los adenovirus podrian incluir
proteinas E3 no descubiertas que explotan las vias de trafico intracelular como un medio para
manipular las moléculas claves de importancia inmunolégica.

Proteinas E4: la region E4 incluye siete marcos de lectura abiertos (ORF). Algunos de estos
codifican las proteinas que contribuyen a la regulacién del ciclo celular. Se ha demostrado que
los productos de varios E4 ORF participan en la transformacion de la célula hospedadora.

Proteina intermedio 1Vo2 y IX: la proteina adenoviral 1VVa2 participa en el ensamblaje del
adenovirus. La proteina 1X es una proteina multifuncional que estabiliza la capside y posee
actividad transcripcional.

Transcripcion tardia: la transcripcion de fase tardia esta controlada principalmente por el
promotor tardio principal. La transcripcion a partir de este promotor implica una
poliadenilacion multiple y division elaborada del ARN. Pueden identificarse cinco
agrupamientos de genes (lI-15) en esta regidén. Estos genes codifican principalmente las
proteinas estructurales de virion. Al terminarse el ensamblaje del virus, se rompe la pared de
la célula hospedadora y se liberan los viriones para nuevas infecciones. El ensamblaje
completo del virus ocurre en las células permisivas.
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1.4.4 RELACION DE OBESIDAD CON ADENOVIRUS 36

En 1978, se aisld el Ad-36 por primera vez en Alemania, en las heces de una nifia de 6 afios
que padecia diabetes y enteritis. EI Ad-36 pertenece al subgrupo D y es diferente tanto en
neutralizacion como en la inhibicion de la hemaglutinacion de todos los demas adenovirus
humanos. El Ad-36 es el primer adenovirus humano asociado con la obesidad humana.
Fig. 7 Mdltiples funciones de la insulina.

El adenovirus humano tipo 36 aumenta la
grasa corporal en animales infectados

. ..y Sand Pm
experimentalmente y muestra una asociacion ‘ ««“mm.
con la obesidad humana. El Ad-36 estimula \*‘\‘
los pre-adipocitos (pre-células grasas) para ?‘
diferenciarlos en adipocitos (células grasas) W é
y aumentar el nimero de células grasas y su B o
contenido de lipidos. EI Ad-36 puede inducir
la diferenciacion de los pre-adipocitos aun

en ausencia de inductores convencionales de @
diferenciacion tales como el coctel de metil /
isobutil xantina, dexametasona e insulina

(MOI) . Se observa un efecto similar del
virus en la adiposa humana derivada de
células madre. Las ratas infectadas con Ad-36 demostraron una mayor adiposidad, pero
paradéjicamente una menor resistencia a la insulina 7 meses después de la infeccion. Més
aun, las células grasas de las ratas no infectadas al infectarse con Ad-36 muestran una mayor
captacion de glucosa, lo que indica una mayor sensibilidad a la insulina.

También se observa una mayor sensibilidad a la insulina a pesar del aumento en la grasa
corporal en los medicamentos antidiabéticos de la clase de las tiazolidindionas. Las TZOs
aumentan la replicacion pre-adipocitos, diferenciacion y acumulacion de lipidos y aumentan
la sensibilidad a la insulina de todo el cuerpo. Se piensa que el efecto de sensibilizacion a la
insulina de las TZOs se debe a su efecto sobre la replicacion pre-adipocitos y diferenciacion
(que genera nuevos adipocitos mas pequefios) y sobre PPARy (un gen importante en la
diferenciacion adipocita y ruta de sefialamiento de la insulina). Se demuestra que la
sensibilidad a la insulina en humanos se relaciona inversamente con el tamafio del adipocito.

Los factores que se requieren para una sensibilidad aumentada a la insulina incluyen un
mayor numero de pre-adipocitos y diferenciacion, y activacion de AMPc y enzimas de las
vias de sefialamiento de la insulina (por ejemplo, fosfotidil inositol-3 quinasa (PI3K o PI3
quinasa) . A su vez, la diferenciacion de pre-adipocitos estd modulada por la activacion de la
PI3 quinasa y las vias de sefialamiento de AMPc (43-48). Se ha demostrado que Ad-36
aumenta la replicacion preadipocitos, el nimero de adipocitos diferenciados y las vias de P13

Insulina

e quinasa.
&S&&&\‘;\;\,"&‘E&‘ER Mm&m“ i ; alre mZMM

g&@“““‘s (g ” » Jeremy Laurence a través de “The Independent”
publico en el peridodico “La jornada” el 23 de
Septiembre del 2010 una investigacion por parte de
unos cientificos de la Universidad de California en
San Diego, en la que se dice que versiones
anteriores de este agente infeccioso, llamado bicho

Fig. 8 Modelo de como el exceso de acidos grasos
mitocondra - libres, conducen a la resistencia a la insulina.
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gordo, causan el resfriado comdn y esta ampliamente relacionado con el incremento de la
obesidad de adenovirus.

Ahora, cientificos de la Universidad de California en San Diego han descubierto que nifios
mostraron indicios de infeccidon con adenovirus 36 tenian mas probabilidades de ser obesos.
En pruebas realizadas en 124 menores de 18 afios, el virus estaba presente en méas del 20% de
los que eran obesos, en comparacién con menos del 6% en los demas. Entre los infectados
con adenovirus 36, cuatro de cada cinco eran obesos.

Los menores portadores pesaban en promedio casi 25 méas que los no portadores. Entre los
obesos que constituian la mitad del total, los que portaban el virus pesaban en promedio 17
kilos méas que los otros.

1.4.5 ADIPOSIDAD INDUCIDA POR AD-36

El proceso de la diferenciacion de adipocitos comprende la detencion del crecimiento, seguida
por una fase de expansion clonal y terminando con la expresion de los factores clave de
transcripcion y diferenciacion terminal. El proceso de diferenciacién en pre-adipocitos de rata
(células 3T3-L1) puede iniciarse por la exposicion de las células confluentes a metil-
isobutilxantina, dexametasona e insulina (MDI). Durante la diferenciacion, los genes que son
inhibidores de la adipogénesis o innecesarios para la funcion de las células grasas se reprimen
(por ejemplo, disminucién de Pref-1, CUP y PRE). Sin embargo, la expresion de los genes
tempranos, intermedios y tardios de diferenciacion (por ejemplo) aumenta, seguida por la
expresion de C/EBPa y PPARYy, Y finalmente seguidos por la acumulacion de lipidos. La
expresion de CEBP/f3 es critica para la activacion de PPAR vy otros genes pre-adipogénicos
subsiguientes. La coexpresion de C/EBPf3 y C/EBPeS induce la expresion de PPARYy, que es
el méas adiposo especifico de los PPARs (a, €S y y). La expresion de PPARyY conjuntamente
con CEBPa lleva a la activacion de varios genes, incluyendo aP2, GLUT4, SCD1, PEPCK y

leptina. Y a la terminacion del proceso de diferenciacion.
PPARY CEBPa
5 5 ’
e € ii
Pré-adipacito Adipdcito imatura Adipdcito madura

Fig. 9 Modelo simplificado de adipogénesis.

1.5 HIPOTESIS

Si hay casos de obesidad en nifios causado por el Adenovirus 36. Debido a que el virus causa
que las células troncales adultas al estar en contacto con el Ad-36 se transformen en
adipocitos.



INTERNATIONAL FORUM FOR SCIENCE AND ENGINEERING STUDENTS

IFSES GUADALAJARA, MEXICO, ABRIL 2016

UDG

1.6 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Se eligio la Investigacion Explicativa porque se busca saber la relacion que hay entre un
biol6gico (adenovirus 36) y los nifios obesos, por lo que se necesita dar una razon que causa
la obesidad en los pacientes pediatricos.

1.7 POBLACION, UNIVERSO Y MUESTRA

La investigacion se llevard a cabo en el Hospital General de Zapotlan, se enfocara en nifios
obesos de 6 afios; la decision se toma en base a los derechos éticos del paciente y de la
institucién. Ademas, de ser la edad mas adecuada para que los factores extrinsecos nos
ayuden a tener el éxito en los procedimientos.

El universo sera de 100 individuos, divididos por sexo: nifios y nifias; con la finalidad de
mantener un control y llevar a cabo el control estadistico de manera mas segura y eficaz. Se
informara acerca del consentimiento informado, los permisos éticos del Hospital General de
Zapotlan. Posteriormente, pasaremos a la recoleccion de una recoleccion de muestras
nasofaringeas y en el Gltimo una muestra de tejido adiposo para analizarlo posteriormente.

1.8 VARIABLES

Como variables independientes de tiene considerado:

Economia.
Género.
Actividad fisica.
Nutricion.

1.9 MATERIAL

Las mediciones se llevaran a cabo sobre la muestra del estudio que se citaran a continuacion:

e Adipocitos.
e Nasofaringeas.
e ADN.

Para estudiar la relacion de la obesidad con el adenovirus 36 se utilizara un test de elaborado
por MONOLAB, dicho aparato tiene un precio de $35,000 el paquete en Guadalajara, Jalisco,
México.
Ademas del material de laboratorio para realizar los siguientes examenes:

- Consentimiento Informado por parte de padres de familia.

- Autorizacion Etica del Hospital General de Zapotlan #9.

- Muestra Nasofaringea para RSV- Adenovirus MONOLAB Test.
- Biopsia de adipocitos.
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- RT-PCR (Retro transcriptasa, Reaccion de la Cadena de Polimerasa).
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DENTALES MEDIANTE EL CONTEO DE MICRONUCLEOS Y
ANORMALIDADES NUCLEARES EN CELULAS DE MUCOSA BUCAL DE
PACIENTES ODONTOPEDIATRICOS
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RESUMEN. La amalgama de plata es utilizada para restaurar superficies dentales
cariadas. Estd compuesta por mercurio, plata, cobre, estafio y zinc. El mercurio es catalogado
como material peligroso y toxico. La genotoxicidad del mercurio es atribuida a su capacidad
de reaccionar con los grupos sulfhidrilos de la tubulina, ocasionando disrupcion del huso
mitotico formando microndcleos (MN). EI monitoreo al dafio genético mediante el ensayo de
MN, es una herramienta Util en la identificacién y prevencion de los posibles agentes que
pueden interaccionar negativamente con el ADN. Objetivos: Determinar el nimero de MN y
anormalidades nucleares (AN) en células de mucosa bucal de individuos expuestos a
amalgama dental. Material y métodos: Se formaron tres grupos: grupo 1 o control (n=60),
grupo 2 o individuos con amalgama que se les colocaron nuevas restauraciones (n=25) y
grupo 3 o individuos sin amalgama que se le colocaron restauraciones (n=20). Se tomaron
muestras al inicio del estudio, 15 dias y 30 después de haber colocado las nuevas
obturaciones.

Las muestras se fijaron y se tifieron para su observacion al microscopio de fluorescencia y se

conto el niumero de MN y AN. Resultados: En el grupo 2 hubo incremento significativo en el
namero de células con micronicleos, cariolisis, cromatinas condensadas y picnosis. En el
grupo 3 se observaron incrementos en todos los marcadores genotoxicos y citotoxicos En la
comparacion de los grupos 2 Y 3 se observo que incrementaron significativamente los
marcadores genotoxicos en el grupo 2 y los marcadores citotoxicos en el grupo 3.
Conclusiones: Las obturaciones de amalgama dental muestran incremento significativo de
MN y AN en células de mucosa bucal. Palabras clave. Amalgama dental, Mercurio, ADN.
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ABSTRACT. Silver amalgam is used to restore carious tooth surfaces. It consists of mercury,
silver, copper, tin and zinc. Mercury classified as hazardous and toxic material. Genotoxicity
mercury is attributed to its ability to react with the sulfhydryl groups of tubulin, resulting in
disruption of the mitotic spindle forming micronuclei (MN). Monitoring genetic damage by
MN assay is a useful tool in the identification and prevention of potential agents that can
negatively interact with DNA. Objectives: To determine the number of MN and nuclear
abnormalities (AN) in buccal mucosa cells in individuals exposed to dental amalgam.
Material and Methods: group 1 or control (n=60), group 2, or individuals with amalgam were
placed new fillings (n=25) and group 3 or individuals without amalgam and with a new
restorations (n = 20). Three samples were taken: a baseline 15 and 30 days after placing new
fillings. Samples were fixed and stained for observation under fluorescence microscope and
the number of MN and AN were counted. Results: In group 2 was observed significant
increase in the number of MN, karyolysis, condensed chromatin and picnosis. In group 3
increases were observed in all genotoxic and cytotoxic markers. Comparing groups 2 and 3
was observed that genotoxic markers significantly increased in group 2 and cytotoxic markers
in group 3. Conclusions: The dental amalgam show significant increase of MN and NA in
cells of oral mucosa. Key Words. Dental amalgam, Mercury, DNA.

INTRODUCCION

La amalgama dental es uno de los materiales restauradores mas utilizados, ha sido un material
confiable y seguro por méas de un siglo (Gomez, 2010), esta compuesta por mercurio liquido
50%, plata 35%, cobre 2%, estafio 13% Yy en ocasiones zinc. El mercurio (Hg) es un elemento
metalico, pesado, liquido a temperatura ambiente, catalogado como un material peligroso, es
un téxico ambiental causante de numerosos efectos adversos en la salud humana y en los
ecosistemas naturales; sin embargo, este metal ha sido utilizado ampliamente en la industria y
en la medicina (Etzel, Morales, 2003). ElI Hg se presenta en tres variedades: metélico o
elemental (HgO0), sales inorganicas (Hg2 +2, Hg+2) y compuestos organicos (MeHg, etilHg y
fenilHg).

La solubilidad, reactividad, efectos bioldgicos y toxicidad difieren entre estas variedades
(Etzel, 2003). EI MeHg (metil-Hg) es uno de los contaminantes mas importantes de los
alimentos, siendo una de las formas méas dafiinas para el organismo puesto que se acumula en
el organismo y junto con el Hg elemental constituyen la fuente potencialmente toxica mas
importante del Hg en los ambientes laborales (Velasquez, 2003). EI MeHg, al ser una
sustancia lipofilica, atraviesa con facilidad las membranas bioldgicas, la ruta de exposicion
oral es la mas importante absorbiéndose por la piel y los pulmones (Aberg, 1969).

Otra forma de exposicion de este metal es el vapor de Hg, el cual es absorbido en un 80-90 %
(Gomez, 2010) que a través de los pulmones, llega al flujo sanguineo donde debido a su alta
propiedad lipofilica atraviesa la membrana celular de los eritrocitos donde es oxidado (Curry,
1974) posteriormente, atraviesa la barrera hematoenceféalica llegando al cerebro, donde causa
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un dafio serio en el sistema nervioso central (SNC), que se traduce en dificultades de
coordinacion y en el deterioro progresivo de los sentidos visual y tactil (Baird, 1997). El Hg
presente en las amalgamas dentales se encuentra en su forma metélica que es poco toxica; sin
embargo, este metal se evapora a 25°C, presentandose como vapor de Hg que es muy toxico.

Considerando que al tomar bebidas calientes como café, té o chocolate, las temperaturas en la
boca pueden llegar a 40 y 60°C, liberandose vapor de mercurio de manera constante,
proporcionando al paciente una exposicion cronica (Bjorkman, 1992). Ademas, siempre que
se coloca amalgama dental en un diente dentro de la cavidad oral, una minuscula cantidad de
Hg se evapora cuando éste interviene en la masticacion (Crespo, 2005).

La genotoxicidad del Hg es usualmente atribuida a su capacidad de reaccionar con los grupos
sulfhidrilos de la tubulina, lo que ocasiona disrupcion del huso mitético y con ello la
formacion de aberraciones cromosomicas asi como MN (De Flora, 1994). Otro mecanismo
importante de la genotoxicidad del Hg es su capacidad de producir radicales libres que causan
dafio al ADN (Schurz, 2000; Ehrenstein, 2002). Los compuestos de mercurio inducen el
colapso general de los mecanismos antioxidantes en la célula mediante la union a los grupos
sulfhidrilo de glutatién, el barredor de radicales. Tales resultados generan un colapso celular,
pérdida de integridad de la membrana y finalmente necrosis celular (Schurz, 2000). Por otro
lado, se ha visto un incremento de aberraciones cromosémicas en cultivos de linfocitos
expuestos a concentraciones de Hg utilizado en amalgamas dentales (Akiyama, 2001), lo que
demuestra que el monitoreo citogenético in vitro por medio de linfocitos de sangre periférica
en individuos expuestos a Hg por diferentes fuentes, no es completamente especifico por lo
que es importante implementar alternativas in vivo como seria la prueba de MN en células de
mucosa bucal con la ventaja sobre la prueba de linfocitos, ya que puede llevarse a cabo de
forma directa, sin la elaboracion de cultivos (Sarto, 1983; Livingston,1990).

Ensayo de micronucleos

Los MN son fragmentos de cromosomas 0 cromosomas completos que de manera espontanea
0 por causa de agentes genotoxicos, son excluidos del nucleo en mitosis (Schmid, 1975;
Corazza, 1990) y mediante su estudio se pueden evaluar los efectos de los genotdxicos y
carcindgenos ambientales y ocupacionales. Esta técnica es posible realizarla en diferentes
especies, tales como animales de laboratorio e incluso en el humano, asi como en una gran
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variedad de tejidos que se dividen continuamente (Zufiiga, 1996; Torres-Bugarin, 1998;
Zuiiga-Gonzélez, 1998; Zuhiga-Gonzalez, 2000; Zamora-Perez, 2004) como es el caso de
células de descamacion de la mucosa bucal (Sarto, 1987; Tolbert, 1992; Torres-Bugarin,
1998).

Su formacion se basa en el siguiente principio: en anafase, cualquier fragmento cromosémico
gque no posea centromero no podra integrarse a un nuacleo, pues carece del elemento
indispensable para orientarse en el huso acromatico. Después de la telofase, los cromosomas
normales, asi como los fragmentos que posean centromero, daran origen a los nucleos de las
células hijas, los elementos rezagados que pueden ser fragmentos o cromosomas completos
quedan incluidos en el citoplasma de las células hijas y son transformados en uno o varios
nacleos secundarios, que como regla son mas pequefios que el nucleo principal y de ahi el
nombre de MN (Schmid, 1975) (Figura 1).

Figura 1.- Ensayo de microndcleos. a) Formacion de micronucleos: células en metafase; b) Célula
micronucleada de mucosa bucal.

Ensayo de micronucleos en mucosa bucal

El epitelio es un tejido avascular compuesto por células que recubren las superficies externas
del cuerpo y revisten las cavidades internas. La cavidad bucal esta tapizada por la mucosa
masticatoria, mucosa de revestimiento y mucosa especializada. La mucosa masticatoria se
encuentra en las encias y en paladar duro posee un epitelio plano estratificado queratinizado y
en algunos casos paraqueratinizado. La mucosa de revestimiento esta en los labios, mejillas,
piso de la boca y paladar blando y en general no esta queratinizado. El epitelio de
revestimiento no queratinizado esta compuesto por tres capas:

e Estrato basal: es una sola capa de células que se apoyan sobre la lamina basal.

e Estrato espinoso: cuenta con varias capas de células de espesor.

e Estrato superficial: es la capa de células méas externa, también conocida como capa
superficial de la mucosa o estrato granular.

En la mucosa bucal, la presencia de células con MN se ha asociado a alteraciones citoldgicas
de individuos fumadores de tabaco, consumidores de alcohol, comidas condimentadas, en
personas sometidas a quimioterapia antineoplasica, asi como en personas expuestas a
radiaciones ionizantes (Stich, 1983; Sarto, 1987; Tolbert, 1992; Torres-Bugarin, 2004). Los
MN en mucosa bucal reflejan el efecto genotoxico ocurrido en las células de la capa basal, de
donde migran a la capa epitelial y son detectadas en las células exfoliadas en el transcurso de
las siguientes tres semanas (Figura 2); esta técnica tiene la ventaja de utilizarse directamente
sin la elaboracion de cultivos (Tolbert,1992; Torres-Bugarin, 1998). El uso de la prueba de
MN en células exfoliadas permite identificar y cuantificar el grado de dafio genotoxico en
tejidos humanos que son blanco de compuestos, que podrian generar cancer. Esta prueba se ha
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usado exitosamente para reconocer poblaciones con alto riesgo de cancer en cavidad oral
(Torres-Bugarin, 1998; Torres-Bugarin, 2004).

“IO

Células exfoliadas con MN

Naranja de acridina/60x/Inst. Invest. Odonto/CUCS/U de G

Los MN s expresan priveerp tn
las células basales

Figura 2.- Esquema de las capas epiteliales de la mucosa bucal y la exfoliacion de una célula con
micronucleos.

Anormalidades nucleares en mucosa bucal

El andlisis de anormalidades nucleares en células epiteliales, es otra manera de analizar el
dafio producido por agentes carcinogénicos, en donde las alteraciones mas sugestivas en la
morfologia de las células neoplésicas se producen en el nicleo, donde las modificaciones son
el tamafio, densidad y distribucion de la cromatina (Ham, 1976; Thomas, 2009).

Los fendmenos mas cominmente descritos son los siguientes:

e Binucleacién (BN), presencia de dos nucleos en unacélula.

e Cariolisis (CL) o disolucion nuclear se observa una imagen fantasmal.

e Cariorrexis (CR) o desintegracion nuclear, que involucra la pérdida de la integridad
nuclear.
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e Cromatina anormalmente condensada (CC), la cromatina nuclear se encuentra
anormalmente agregada.

e Picnosis (PIC) o nacleo pequefio.

e Prolongacion nuclear (PN) o “Broken-egg”, el nicleo se observa constrefiido (Figura 3).

Figura 3.-
Fotografias de las
anormalidades
nucleares en
células de mucosa
bucal. a) Células
normales; b)
Célula
micronucleada; c)
Célula con
prolongacion
nuclear; d) Célula
Binucleada; e)
Célula picnotica; f)
Célula con
Cariorexis; g)
Célula cariolitica;
h) Célula con

cromatina
condensada.
Tincidén naranja de
acridina, objetivo
60X (Fuente
directa)

OBJETIVO

-
e)
El objetivo de este estudio fue determinar el dafio al ADN inducido por el mercurio liberado

por amalgamas dentales mediante el conteo de microndcleos y anormalidades nucleares en
celulas de mucosa bucal de pacientes odontopediatricos.

-
L]
"
-
Qa a. &

MATERIAL Y METODOS

El Disefio de estudio fue observacional, prospectivo, longitudinal, comparativo. El universo
de trabajo estuvo compuesto por individuos pediatricos voluntarios de ambos sexos, sanos
gue aceptaron participar en el estudio y que acudieron a la Clinica de la Especialidad de
Odontopediatria de las Clinicas odontoldgicas integrales del Centro Universitario de Ciencias
de la Salud de la Universidad de Guadalajara que requerian restauraciones con amalgama
dental. EI muestreo se realizd6 por un método no probabilistico de colecta por seleccion
consecutiva y andlisis de muestra. Se formaron tres grupos: grupo 1 o control, grupo 2 o
individuos con amalgama que se les colocaron nuevas restauraciones y grupo 3 o individuos
sin amalgama que se le colocaron restauraciones. Una vez que se consideraron como
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voluntarios se procedié a obtener el consentimiento informado para participar en el estudio,
previo al llenado del cuestionario, a todos las participantes se les tom6 muestras de mucosa
bucal de carillo y se realizaron dos frotis por participante. En el grupo 1 se tomaron dos
muestras: una basal y otra 30 dias despues; el grupo 2 y 3 se muestrearon al inicio del estudio,
15 dias y 30 después de haber colocado las nuevas obturaciones de amalgama dental.

Para el muestreo se les pidio a los participantes que se enjuagaran la boca con agua; después,

con un portaobjetos se hizo un raspado de la mucosa bucal de los carillos y se extendieron las
muestras en otra laminilla limpia y desengrasada, se repitio la operacion para tener muestra
duplicado. Las muestras se dejaron secar al aire y se fijaron en metanol al 80% por 48 h, y se
procedid a la tincién con naranja de acridina (Zufiga-Gonzalez, 2003) colorante especifico
para acidos nucleicos, el cual emite fluorescencia y dado que el ndcleo y los MN estan
formados de ADN, esta propiedad e