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RESUMEN
Antecedentes. Los parametros hematoldgicos proporcionan al equipo médico marcadores
prondsticos Utiles en la evolucion clinica de la enfermedad de COVID-19. Objetivo. Analizar
la relacion entre la evolucién desfavorable de los valores hematolégicos y el 6bito de los
pacientes internados con COVID-19. Materiales y métodos . EIl estudio es observacional,
correlacional y longitudinal. Se realizé la revisién de fichas clinicas de los pacientes mayores
a 18 afios internados entre enero y marzo del 2021. Se registr6 en una planilla Excel el
resultado de los parametros hematoldgicos al ingreso, a las 48 horas, a los 8 dias y al egreso.
Los datos fueron analizados con Epi Info 7.1 (CDC, Atlanta) segun estadistica descriptiva.
Resultados. De 144 pacientes, se observaron 68 (47,2%) muertes, con predominio del sexo
masculino (63,2%) y, mayores a 60 afios (47,1%). Los factores asociados a mortalidad fueron
la hipertensién (52,9% vs 31,6%; p=0,009), la diabetes (50% vs 26,3%; p=0,003) vy, la
obesidad (41,2% vs 25%; p=0,039). Los parametros hematoldgicos desfavorables asociados
a la mortalidad se presentaron a partir de los 8 dias de internacién con leucocitosis (64,1% vs
33,3%; p=0,003), linfopenia (96,8% vs 79%; p=0,008), neutrofilia (98,5% vs 87,7%; p=0,029)
y, un elevado indice neutrdfilo/linfocito (INL) (96,9% vs 75,4%; p=0,001). Discusién. Los
pardmetros hematoldgicos que se asociaron con la mortalidad fueron leucocitosis con
neutrofilia, linfopenia e INL elevado. Estos parametros podrian tener valor prondstico en el

seguimiento para contribuir en el manejo de estos pacientes.

Palabras clave: Hemograma, Leucocitosis, Linfopenia, Neutrofilia, indice Neutréfilo/Linfocito,

Valores hematolégicos, COVID-19.




INTRODUCCION

El SARS-CoV-2 causa COVID-19. Los
primeros pacientes afectados presentaron
neumonia grave y sindrome de distrés
respiratorio en diciembre del afio 2020 en
Wuhan, China. Actualmente, méas de 190
millones de casos han sido notificados en
todo el mundo; en las Américas se
reportaron 48% de defunciones

(OPS/OMS, 2021).

En Paraguay, la situacion epidemioldgica
desde enero a abril del 2021 reflej6 un
aumento importante del 66%, con una
segunda ola de casos de COVID-19. Los
casos positivos hasta el mes de octubre
fueron de 460.615, de los cuales 444.099
fueron casos recuperados y 16.228
fallecidos. La cantidad de hospitalizados
fue de 2.513 y 514 ingresaron a la Unidad
de Cuidados Intensivos. Las regiones
sanitarias de Paraguay con mayor cantidad
de casos fueron Central con 37,5% (670),
Alto Paranéa con 8,7% (156) e Itapua con
8,2% (147). A partir de agosto del 2021 se
registré un descenso de los contagios y asi
también, la cantidad de hospitalizados
(DGVS/MSPyBS, 2021; MSPyBS 2021).

El hemograma muestra la composicion
celular de la sangre. Es un examen que
orienta sobre el comportamiento de los
pardmetros hematolégicos para dar
seguimiento y predecir la gravedad del

paciente. En la serie leucocitaria se incluye

el recuento total de glébulos blancos (GB),

neutrofilos, linfocitos, monocitos  y
eosinofilos; en la serie eritrocitaria se
incluye el recuento total de glébulos rojos,
hemoglobina, hematocrito, los indices
eritrocitarios (Volumen Corpuscular Medio
[VCM], Hemoglobina Corpuscular Media
[HCM], Concentracion de Hemoglobina
Corpuscular Media [CHCM]), y dentro de la
serie plaquetaria se incluye el recuento de
plaguetas (Torrens, 2015; Villa Palacio &

Lopez Henao, 2020).

La presencia de leucocitosis se ha
relacionado con la gravedad en pacientes
con COVID-19. La linfopenia, por su lado,
puede presentarse de manera moderada o
severa y es frecuente al ingreso. El
monitoreo del recuento de los linfocitos
puede tener un valor pronéstico de la
gravedad del paciente (Gonzalez Fajardo
etal., 2020; Saenz-L6pez & Salcedo, 2020;
Terpos et al., 2020).

Un estudio de un caso report6 anemia
hemolitica autoinmune desencadenada por
la infeccion del SARS-CoV-2 y mostr6 que
COVID-19 puede causar descenso
progresivo en la hemoglobina por
destruccibn de  glébulos rojos a
consecuencia de la inflamacion aguda
(Cacelin Garza et al., 2022; Sanz et al.,

2021).

Algunos estudios han informado valores

disminuidos de hemoglobina y hematocrito




en pacientes en estados graves en
comparacion con aquellos que presentan
estados mas leves de la enfermedad,
quienes cursan con valores normales (Kim
et al.,, 2021). Los valores medios de los
indices eritrocitarios (VCM, HCM, CHCM)
en general no son afectados (Sanchez
Vera et al., 2021).

En cuanto al recuento plaquetario, se
informa mas la trombocitopenia, lo que
sugiere mal funcionamiento o]
descompensacion fisiolégica, probable
desarrollo de coagulopatia intravascular
asociada a un estadio desfavorable.
Generalmente se observa al ingreso y
hasta los primeros 7 dias de
hospitalizacién. Sin embargo, algunos
pacientes presentan una trombocitosis a
los 17 dias de internacion, lo que implica la
heterogeneidad de los valores segun el
estadio de la enfermedad. Otros estudios
encontraron diferencias entre pacientes
supervivientes y los casos de Obitos. Los
valores de plaquetas progresan a valores
normales en los sobrevivientes, sin
embargo, en los casos de Obitos,
disminuyeron irreversiblemente durante la
segunda semana de hospitalizacion,
probablemente asociado al desarrollo de
eventos microtrombaoticos (Karolayne et al.,
2020; Lanini et al., 2020; Mousavi et al.,

2020).

El hemograma se realiza a todos los

pacientes al ingreso y durante toda la

hospitalizacién. Sin embargo, la utilidad
pronéstica de gravedad de los parAmetros
hematoldgicos en COVID-19 no esta bien
esclarecida. Por lo que, el objetivo del
presente estudio fue analizar la relacion
entre la evolucion desfavorable de los
valores hematologicos y el 6bito de los

pacientes internados con COVID-19.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional longitudinal en el
que se revisaron los resultados de
hemograma de pacientes diagnosticados
con COVID-19 por RT-PCR, internados en
el Hospital Integrado Respiratorio (HIRAP)
del Instituto de Prevision Social (IPS),
destinado a la atencion de todos los casos
de COVID-19 en la regidn, desde enero
hasta marzo del afio 2021. Se incluyeron
pacientes internados por COVID-19, con
resultados de hemograma, mayores de 18
anos, al ingreso, a las 48 horas, a los 8 dias
y al egreso. Se registrd6 en una planilla
Excel las variables de interés (edad, grupo
etario, sexo, dias de internacién, dias de
enfermedad, 6bito, sintomas, factores de
riesgo y  comorbilidades, valores
hematoldgicos). Se  utilizé  estadistica
descriptiva para caracterizar a los
pacientes, expresando las variables
cualitativas como frecuencia absoluta y
relativa  porcentual, las  variables
cuantitativas como medidas de tendencia
central y dispersién. La asociacion entre los

factores de riesgo/comorbilidad y los




hallazgos hematoldgicos (leucocitosis,
linfopenia, neutrofilia, trombocitopenia, INL
elevado) se establecié6 mediante la prueba
de chi cuadrado, a un nivel de significancia
de 0,05, con el programa Epi Info 7.1 (CDC,
Atlanta). Los datos de pacientes vy
resultados de los andlisis fueron
codificados para preservar la identidad del
paciente. Se cuenta con dictamen del
Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
de la Salud de la Universidad Nacional del
Este.

RESULTADOS

Se incluyeron 144 pacientes
diagnosticados con COVID-19, de los
cuales el 66% fue del sexo masculino,
47,2% entre 41 a 60 afios y 52,1% de
Ciudad del Este. La mortalidad fue de
47,2% (n=68). No hubo diferencia
significativa entre fallecidos (n=68) vy
sobrevivientes (n=76) en relacién con la
edad y el sexo. En cuanto a las
caracteristicas clinicas, la cefalea se
presento significativamente (p=0,009) en
menor proporcidn en los fallecidos que en
los sobrevivientes (10,3% vs 27,6 %). Los
otros sintomas como fiebre, disnea y tos
seca se presentaron en mayor porcentaje
en fallecidos, pero, sin significancia
estadistica. Hubo diferencia significativa
(p<0,05) entre fallecidos y sobrevivientes
en HTA (52,9% vs 31,6%), DM (50% vs
26,3%) y obesidad (41,2% vs 25%). La

media de dias de internacion fue

significativamente mayor en los fallecidos
(14+10 vs 11+6), pero no la media de los
dias de enfermedad (p=0,067). Tabla 1

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas y clinicas al
ingreso, pacientes internados con COVID-19, Hospital de
Ciudad del Este, Alto Parang, 2021 (N=144).
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La tabla 2 muestra la comparacién de los

valores promedios de los parametros




hematoldgicos al ingreso, a las 48 horas, a
los 8 dias y al egreso entre fallecidos y
sobrevivientes.

Dentro de la serie leucocitaria, el promedio
de los valores de leucocitos, neutrofilos y el
INL, fueron mas elevados en fallecidos que
los sobrevivientes, mientras que los valores
promedios de los linfocitos fueron mas

bajos en fallecidos que los sobrevivientes.

Estas diferencias se observaron a partir de
las 48 horas de internacion. En la serie
eritrocitaria, los valores promedios de
eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, VCM
y HCM fueron mas bajos en pacientes
fallecidos que los sobrevivientes, a partir de
los 8 dias de internacion. Para la serie
plaquetaria se  observé  diferencia
significativa en los valores promedios solo

al egreso.




La figura 1 muestra la evolucion de los
valores promedios de los parametros
hematolégicos en diferentes tiempos de
hospitalizacion entre  fallecidos vy
sobrevivientes. A) Los valores de
leucocitos o GB de los fallecidos se
mantuvieron dentro de los valores
normales al ingreso, aumentando
progresivamente a partir de las 48 horas,
alcanzando valores superiores a 18 x109/L,
en comparacion a los sobrevivientes, los
valores progresaron a valores normales. B)
Los valores de los neutrdfilos en fallecidos
aumentaron progresivamente desde el
ingreso hasta el final del seguimiento, sin
embargo, en los sobrevivientes,
aumentaron al inicio, pero progresaron a
valores normales durante los dias de
internacion. C) Los valores de los linfocitos
de los fallecidos fueron bajos desde el
inicio de internacion hasta el final de su
seguimiento en comparacion a los
sobrevivientes, cuyos valores fueron
progresando a valores normales a partir de
los 8 dias de internacién. D) Los valores del
INL fueron elevados desde el ingreso hasta
el final del seguimiento en los pacientes
fallecidos, asi  también en los

sobrevivientes, pero con  progreso
favorable a partir de los dltimos dias de
internacioén. E) Los valores de hemoglobina
fueron disminuyendo progresivamente en
los fallecidos durante los tiempos de

internacion, mientras que en los

sobrevivientes se mantuvieron dentro de
los valores normales.

La figura 2 muestra el comportamiento de
los valores hematologicos de la serie
leucocitaria en diferentes periodos de
hospitalizacibn entre los fallecidos vy
sobrevivientes. La leucocitosis  fue
significativamente mayor (p=0,03) a partir
de las 48 horas de internacion (56,1% vs
34,3%). Los valores de linfocitos,
neutrofilos e INL se vieron alterados
durante todo el tiempo de internacion, a
partir de los 8 dias hasta el final del
seguimiento (egreso), mas del 90% de los
pacientes presentaron con significancia
linfopenia (p=0,008), neutrofilia (p=0,029) e
INL elevado (p<0,001) en comparaciéon a
los sobrevivientes, seguidamente de
valores normales. Asi también, en el mismo
periodo de internacion, mas del 80% de los
pacientes presentaron una ligera anemia,
con predominio de valores bajos del
(p<0,001),

hematocrito

eritrocitos
(p=0,05),
(p=0,04). Tanto

sobrevivientes

recuento  de
hemoglobina
fallecidos como
presentaron valores
normales de los indices eritrocitarios.
Figura 3.
Mientras que, en la serie plaquetaria los
valores se mantuvieron dentro los valores
normales, por lo que, no se observaron
alteraciones durante el tiempo de
internacion tanto en fallecidos como en

sobrevivientes. Tabla 3







DISCUSION
/DUHODFLYQ HQWUH OD HYROXBHDD GIDVGRYRQDEDFHLHQWHY DWHC
GH ORV YDORUHV KHPDWROyJLFRYYL FIR yE HWRU GHRILD W RBQ X Q
ORV SDFLHQWHV LQWHUQDGRWRARIO &BH' YELWRV GH
LQGLFDQ ORV SULQFLSDOHREVHKNYOOBRPRFLIHUHQFLDV VLJIQL
SUHVHQWDGRY HQ HVWH HVWXGRR SHBRR/tGSIRW HGDG (Q 3DUDJ
FDUDFWHUtVWLFDV VRFLRGHPRIMWXGDR GOtGDNWRY \ FRQWUROH
\ GH ORV YDHRIMROYIJLFRV GHVODRMWD GH HGDG HVWXYR FRPSU
SDFLHQWHV TXH IDOOHFLHURQ HQ PRRSIFRIFXKQO® PHGLD GH
FRQ ORV TXH VREUHYLYLHURQGRRGH HMXOWDGRAMRUUHVSRQGtD |
VRFLRGHPRJUIILFRV VRQ VLPPDDEX®L®R ORWFREDU BREDU]R
UHSRUWDGRV HQ 3HU~ FRQ /RV \WGI@WRPDV PiV IUHFXHQWHYV
HQIHUPHGDG HQ KRPEUHV \ DLSDHRFLYQGBRUQBRO,'OD WRV VHFD
DQiOLVLY PXOWLYDULDGR VHLHEVHG HORORUXGH JDUJDQWD \ F
DXPHQWR GHO ULHVJR GH PRU&DUSBMRFQWGR B \®DD O 6DDG
HGDG «+ DxRV VLQ HPEDUJR HQ +XD@FDXR WDPREPMPUYY HQ HO
XQ HVWXGLR UHSRUWYy TXH HBUHVHEMOHVHMRVXGLR /D WRV VH
IHPHQLQR UHVXOWy DIHFWIBGRQHBXHEBBURQ ORV VtQWRPDYV
=DYDOHWD HW DO 6iQF KHJHAMRHMWNURQ FRQ PD\RU IUHFXHC
&iUGHQDYV KXER GLIHUHQFLD VLJQLILFDW
(Q &KLOH HQ XQ HVWXGLR VHIRDOHEYBRYXH MREUHYLYLHQWHYV
WDPELpPQ IXHURQ KRPEUHYV VIO OIH MDWILGDRBHQWH PiV IUHFXH
KRVSLWDODULD JOREDO IXH B®OHFLGRVLQ/LHQGR SDUWH GH
GHPRVWUDUVH DVRFLDFLYQ EGRFLBOHWHER OD LQIHFFLYQ H
$UDXMR HW DO 'H PDQKRYSVWMIAODDGRY \ VX IUHFXHQFLEC
*yPH] HW DO HQ XQ HVW X®WRUH \ 2VSLQD 9ROF\




/DV FRPRUELOLGDGHYV RYXRBLEK®DWY XQ S3HH GRORALRUWRY
VLIQLILFDWLYDPHQWH DO YyELWR UP® GIVW H G VWMOXGLR GH ORV S
IXHURQ +7$ REHVLGDG KDOOKRYBVWDOL]DGRV 6iQFKH] 9HUD H
VLPLODUHV D HVWXGLRV HQ 9HQ H& QB ¥ HQUWDH HWWXGLR PiV GH
OHOPQGH] HW DO %HQLWRXHMWIDOOHFLHURQ SUHVHQWDURC
6LQ HPEDUJR %HQLWR HW OQ XQ HV@WRGLR ORQJLWXGLQDO
UHSRUWDURQ OD +7$ GHQWERHWWHY OBRM ORV QHXWUYILOF
FRPRUELOLGDGHY UHODFLRQNGDYLIIDF®D WYLEIDPRQWH PD\RUHV HC
REVHUYiIQGRVH PiV OD FDUGLRSDUWIDU \GHG LG WUDV HO LQLF
GH 0 \ REHVLGDWXSHUDQGR HO UDQJR QRUPDO DO
&RQ UHODFLYQ DO WLHPSR GHWQW®BUQDFLYQQ ORXHVWUR HVW)
PHGLD IXH PD\RU HQ ORV |DSURPHGIRW MO DVRFLDURQ D OD F
FRPSDUDFLYQ FRQ ORV VREUBYRYLHQWHVGH LQWHUQDFL
GtDV  '6 *“ FRQ VLJQL{OFDQFURPHGLR GHRV OLRQHRFLW
HVWDGtVWLFD OHOpQGH] HWLJDQILFDWLYDPHQWH PHQRU HC
UHSRUWDURQ XQ WLHPSR SURBHGGRI GHO GtDMPHU GtD GH Vt
\ DO PBRUDU FRQ RWURV HARMXFLIRWHQGR FRQ KDOOD]JRV G}
REVHUYDURQ WLHPSRV LQIHULRHMWNDQDDL\GIYV5RMDY HW DO
SUREDEOHPHQWH UHODFLRQDGRW FRRVHQHXFFHWMRORY ORV OLQ
D ORV VHUYLFLRV GH VDOXG [RQ¥QROHVXSURLGHODPDWRULDV |
UHYLVLYQ HQ %UDVLO VH RE\DHOD®RURDQVWQBBSRY OD OLQIRSHQ]
GH LQWHUQDFLYQ GH HQWUH &UX]GtDV BWVWD DO
HW DO 2WUR SDUiIPHWUR SURQYVWLFR X}
(Q OD VHULH OHXFRFLWDULDGH®RM/UHY YOHXHDERRV$SLUHYV VH KD
FRQFXHUGDQ FRQ OD OLWHUDWXUDVIODWORRWUID XQ ULHVJR
UHSRUWDURQ OHXFRFLWRVLV PPRRU GHXMQUIRILPHGDG JUDYH %D\
OLQIRSHQLD PDUFDGRUHV GH PDO(SURQYGREBR 6DDG HW DO
.DUROD\QH HW DO /DQLQUHISWUDMDURQ XQD PHGLDQD GH ,1/
+XHGIDYDOHWD HW DO | ROEMPOLEERY (Q &KLOH O0DUWLtQ
*DQHP BW /DIBRIWVIDGD REVHUYDURQ YDORUHV VLJQLILFD\
/IH\YPDQGRO +tRMBOHWD BI®@WRVY HQ ORV IDOOHFLGRV &D!
DO REVHUYDURQ TXH OD PHELDBDAHIXD\ (VFREDU \ 6RE|
OHXFRFLWRV HQ SDFLHQWHV IDOOHRRRGIRUP DR BGHXH ORV SDFLF
HQ FRPSDUDFLYQ FRQ QHX@MRYUDYH SUHVHQWDURQ ,1.
VREUHYLYLHQWHYV (Q FRQWUDNWHY X®RWVW XG L RDHR LQJUH
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Resumen

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo estratégico para la seguridad alimentaria y el desarrollo
econdémico en Paraguay, por lo cual, el uso de bioestimulantes es una técnica dentro del
manejo nutricional de los cultivos para aumentar la productividad. En este estudio se evalué
el efecto de diferentes dosis de extracto de alga marina Ascophyllum nodosum en el cultivo
de maiz aplicados en estado vegetativo. El experimento se desarroll6 en el campo
experimental de la Facultad de Ingenieria Agronémica de la UNE, Minga Guazu, en un suelo
Rhodic Kandiudox. Se utilizé un disefio de bloques completos al azar con cuatro tratamientos
(0, 500, 1000 y 1500 mL-ha %) y cinco repeticiones. Las variables evaluadas fueron longitud
de espiga, nimero de granos por mazorca y rendimiento en kg-ha . El andlisis estadistico se
realizé mediante el Andlisis de la Varianza (ANAVA) y test de Tukey (p<0,05). Los resultados
indicaron que no hubo diferencias significativas en ninguna de las variables evaluadas, con
rangos de 17,8 a 18,3 cm de longitud de espiga, 417 a 444 granos por espiga, y 9.763,5 a
10.762, 5 kg ha! en rendimiento de granos. En conclusién, las dosis de extracto de alga
Ascophyllum nodosum no aumentan parametros productivos del cultivo de maiz
especificamente en longitud de espiga, granos por espiga y rendimiento de granos.

Palabras clave: bioestimulantes, extracto de alga, maiz.



Introduccién

El maiz es una planta de rapido
crecimiento que se puede cultivar en
una amplia gama de condiciones
climaticas y de suelo. Es uno de los
cultivos mas importante del mundo en
términos de produccién con el trigo y el
arroz. El maiz se utliza para una
variedad de propdsitos, incluyendo la
alimentacién humana, la alimentacion
animal y la produccion de etanol
(Ortigoza et al, 2019).

Es un cultivo esencial para la
alimentacion humana y animal. Se
utiliza para la elaboracién de alimentos
balanceados para aves, ganado Yy
cerdos, y también se consume
directamente por los humanos (Garcia,
2019). Ademas, el maiz es una fuente
de empleo importante para la agricultura
familiar.

El maiz es un cultivo rentable para
Paraguay, es un importante generador
de ingresos para los agricultores y
contribuye a la seguridad alimentaria del
pais (CAPECO, 2020).

El uso de bioestimulantes ha sido una
estrategia agricola para aumento del
rendimiento y la calidad de los cultivos

(Martinez y Gutiérrez, 2022), por lo cual,

los mismos son una buena técnica
dentro del manejo nutricional de los
cultivos ya que pueden ayudar a las
plantas a aprovechar al maximo los
nutrientes del suelo, lo que puede
conducir a un aumento de los
rendimientos, incluso en suelos con baja
fertilidad (Zamudio et al., 2018).

Los bioestimulantes pueden ser
sintéticos 0 naturales, y estan
compuestos por una Vvariedad de
sustancias, incluyendo hormonas
vegetales, macro y micronutrientes,
aminoacidos, proteinas y
microorganismos (Yakhin et al., 2017).
Uno de los bioestimulantes son los
extractos de algas, son una herramienta
prometedora para mejorar el
rendimiento y la calidad de los cultivos,
dado que pueden inducir las plantas a
resistir el estrés, absorber nutrientes y
aumentar el rendimiento (Battacharyya
et al., 2015).

El propdsito de este trabajo consiste en
evaluar la aplicacién de diferentes dosis
de algas marinas (Ascophyllum
nodosum) como bioestimulantes en el

cultivo de maiz (Zea mays).



Objetivo s
General:

- Evaluar la aplicacién de diferentes dosis
de algas (Ascophyllum nodosum) como

bioestimulantes en el cultivo de maiz.

Especificos

- Comparar numero de granos por
espiga entre los diferentes

tratamientos.
- Registrar longitud de espiga por planta.

- Determinar el rendimiento de granos

en kg por hectérea.
Materiales y Métodos

Localizacion del experimento

El estudio se llevo a cabo en el Centro
de Investigacion y Transferencia
Agroambiental de la Ecorregion del Alto
Parana (CITTAEAP) de la Facultad de
Ingenieria Agronémica de la
Universidad Nacional del Este, ubicado
en el Distrito de Minga Guazd,
Departamento del Alto Parana, en el
Kilbmetro 26 de la Ruta Py 02 Mariscal
José Félix Estigarribia. Se localiza en las
coordenadas geogréficas son en latitud
25°26'561.7"S 54°51'00.6"W.

Descripcion del suelo y condiciones

climaticas del &rea experimental

El suelo en el distrito de Minga Guazu es
el Rhodic Kandiudox, se caracterizan por
su alta acidez, baja capacidad de

intercambio catidnico y color rojo intenso

debido a la presencia de 6xidos de hierro
(Sanchez, 2019).

El clima de la zona es subtropical humedo,
con veranos calidos, inviernos
relativamente frios y la posibilidad de
heladas en condiciones extremas. Las
precipitaciones se distribuyen de manera
dispersa a lo largo de todo el afio (DMH -

DINAC, 2018).

Disefio experimental

El disefio experimental elegido fue de
bloqgues completos al azar con 4
tratamientos y 5 repeticiones. La superficie
total asignada es de 625 m? del cual se
utilizardn 420 m? para la siembra. Cada
unidad experimental tiene una medida de
(5 metros x 4.2 metros) y cuenta con 9

hileras.

Material experimental

La semilla que se elegio fue Ila
MP363VRG, son semillas con optima
tolerancia al glifosato, que destaca por su
productividad y sanidad de la planta.

Extraccion y analisis de Suelo

Antes de la siembra, se realizo un analisis
de suelo en el area experimental. Este
andlisis se llevd a cabo para evaluar la
fertilidad del suelo y determinar sus
caracteristicas quimicas y fisicas. Se
tomaron muestras de suelo de forma
representativa en la parcela y se analizara
para medir parametros como el pH del

suelo, contenido de nutrientes, textura,



capacidad de retencién de agua y otros
factores relevantes. Estos resultados
proporcionaran una base importante para
determinar las necesidades de nutrientes
y enmendamientos necesarios para el

cultivo de maiz.

Correccion de suelo
La correccion de suelo se realizé en
funcion al resultado del analisis del

suelo.

Tabla 1. Resultado de analisis de suelo.

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos

utilizados
Tratamiento Dosis de bioestimulante
con algas (mL-Ha %)
T1 0
T2 500
T3 1.000
Ta 1.500

FIA-UNE. 2025
pH- P C MO S.B% S.Al
H20
mg/dm3 g/dm3 %
5,03 1,22 11,06 1,9 34,7 18,8

Tratamientos

Los tratamientos consistieron en la
aplicacion del extracto de alga
Ascophyllum nodosum, de acuerdo con
las dosis establecidas en funcién de los
parametros indicados por el fabricante.

El T1 corresponderd al testigo, que no
recibié la aplicacion del producto. ElI T2
consistird en la aplicacion de 500 mL ha
de Ascophyllum nodosum, el T3 en la
aplicacion de 1000 mL hat, y el T4 en la

aplicacion de 1500 mL ha %.

Siembra y fertilizacion

La siembra, se realizé6 de manera uniforme
en los dos surcos centrales de cada unidad
experimental, siguiendo las buenas
practicas agricolas. Utilizar un espaciado de
siembra de 45 cm entre hileras y 30 cm
entre las plantas dentro de cada fila,
manteniendo un patrén uniforme en toda la

unidad experimental.

Aplicacion de tratamientos

La aplicacién se realiz6 en la etapa V4 de la
planta. Los tratamientos se prepararan en
recipientes de 2 litros, siguiendo una
relacion de 1 litro de Ascophyllum nodosum
por cada 150 litros de solucién. Con esta
proporcion como referencia, se elaboraron
tres envases con las dosis adecuadas, que
se transportaron al campo para Ssu
aplicacion.

La aplicacion de los tratamientos se llevo a
cabo en cinco bloques dispuestos. Cada

bloque recibié los cuatro tratamientos



programados, garantizando una distribucién
equitativa y sin sesgos. Para la aplicacion,
se utilizd una pulverizadora de 2 litros de
capacidad, que proporciono una cobertura
uniforme sobre cada bloque.

Este enfoque no solo permiti6 evaluar la
efectividad de cada tratamiento en
condiciones variadas, sino que también
optimizo la gestidon de recursos y maximizo
los beneficios potenciales de los
tratamientos aplicados.

Cuidados culturales y fitosanitarios

Se monitoreo regularmente las unidades
experimentales para evaluar la incidencia
de plagas y enfermedades. En funcién de la
incidencia y la severidad de los patégenos,
se aplicaron productos fitosanitarios
especificos segun las buenas practicas
agricolas y las recomendaciones de control
integrado de plagas.

Se realizé limpieza de malezas en las
unidades experimentales después de la
siembra y antes de la aplicacién de dosis
de algas. Esto garantizo que las malezas
no compitan con el cultivo de maiz por
recursos y nutrientes.

Se aplic6 glifosato para el control de
malezas después de la siembra y antes de

la aplicacion de dosis de algas.

Fraccionamiento de nitrégeno

Se fracciono 30 kg ha* de urea en el
estadio fenoldgico V6 del maiz sembrado en
época tardia, ya que esta dosis ha

demostrado ser eficiente en términos de

rendimiento y  aprovechamiento del
nitrbgeno en condiciones agroclimaticas
similares a las del sur de Paraguay (Ortiz

Alfonso, Quintana, & Scholz, 2023).

Variables evalua das

Las variables a evaluadas fueron:

Longitud de espigas

De las espigas que se cosecharon de la
parcela util, se seleccionaron cinco espigas
de forma aleatoria que fueron medidas de
acuerdo a su longitud. La medicion se llevo
a cabo utilizando una cinta métrica, desde
la base hasta el extremo apical, excluyendo
las chalas. Posteriormente, se calculé el
promedio de las longitudes registradas. Los
resultados se expresaron en centimetros

(cm).
Numero de granos por mazorca

La evaluaciéon del nimero de granos por
mazorca, Se tomaron cinco muestras
seleccionadas de manera aleatoria por

tratamiento.

El conteo de los granos se llevé a cabo
manualmente, registrando los datos de
cada mazorca individual obteniendo un
promedio representativo por unidad

experimental.
Rendimiento Kgha

Se cosecharon todas las espigas que se

encuentren dentro de la parcela util,



posteriormente se procedié a desgranar y
pesar la cantidad de granos cosechados
dentro de la misma, utilizando una balanza
de precisidén se peso la totalidad, pasando
de metro cuadrado a hectarea, luego se
promedié y represento el tratamiento que

se expresoé en kg ha.

Andlisis estadistico y presentacion

de resultados

Al evaluar los resultados del andlisis
estadistico, se utilizd el analisis de la
varianza (ANAVA) para comparar las
medias de los grupos. El software Infostat
fue utilizado para realizar los analisis y los
resultados fueron presentados en gréficos

y tablas.
Resultado y discusion

En latabla 3 se presentan resultados de las
variables evaluadas. No existen diferencias
significativas en longitud de espiga, granos
por espiga, rendimiento de granos; con
rangos de 17,8 a 18,3,417 a 444,y 9.763,5

a 10.762, 5 kg ha’l, respectivamente.

Tabla 3. Medias de variables evaluadas.
FIA-UNE. 2025

Dosis Longitud Granos Rendimiento

mL-Ha ¥ de espiga espiga kgha'"
cm ns ns

0 18,3 417 9.763,5

500 17,8 439 10.762,5

1.000 18,2 417 9.278,3

1.500 18,2 444  9.888,7

6,06 13,86 19,15
ns: no significativo p<0,05 V
En la longitud de espiga se presenta que,
en las condiciones de suelo y clima del
ensayo, el extracto de A. nodosum no
estimulé un crecimiento diferencial en la
estructura reproductiva del maiz. Estos
hallazgos se deben tener en cuenta con lo
reportado por Schiavon et al. (2018),
quienes observaron efecto bioestimulante
del extracto de Ascophyllum en maiz, pero
con variaciones segun la composicion
quimica del producto utilizado, ya que
trabajaron con 5 productos distintos. Por
otro lado, Souza et al. (2022) reportaron
incrementos significativos en el crecimiento

de la espiga del maiz en el diametro con la

aplicacionfolLDU GH KDVWDrdeAxP/ KD

nodosum, indicando que dosis, frecuencia
y condiciones ambientales podrian ser
factores determinantes en la respuesta del
cultivo a este tipo de bioinsumo. Por lo
tanto, este parametro morfolégico, puede
estar asociada a la respuesta genética del
hibrido y a condiciones hidricas, por
encima del bioestimulante aplicado en

estadios vegetativos.

La aplicacién de A. nodosum no provoco
también diferencias significativas en el
namero de granos por espiga. En
consonancia, Souza et al. (2022), en un
ensayo de campo en Brasil, observaron
incrementos significativos en granos por

mazorca con aplicaciones foliares de hasta



x P/ Kide extracto, evidenciando que
dosis moderadas pueden estimular la
productividad, a diferencia del trabajo en la
gue se utilizé hasta la dosis de 1.500
mL-ha . Ademas, Shukla, Prithiviraj (2020)
reportd que, bajo condiciones de baja
disponibilidad de fésforo, el tratamiento con
extracto indujo modificaciones en genes
relacionados con la calidad y disposiciéon
de carbohidratos, lo cual podria influir en el
llenado de granos. Estos hallazgos indican
gue la respuesta en numero de granos
puede depender tanto de la dosis,
composicion bioguimica del extracto como
de las condiciones edaficas y nutricionales

del suelo.

En el rendimiento de granos tampoco se
produjo diferencias significativas. De
manera similar, Pereira et al. (2018)
evaluaron aplicaciones foliares de 300 #6600
mL-ha ¥ en maiz y tampoco encontraron
efectos significativos en rendimiento,
indicando que la efectividad puede
depender de la etapa fenoldgica o dosis
utilizada; en contraste, de Souza et al.

(2022), en un ensayo de campo en Brasil

FRQ GRVLV GH KD WWeportarenP/ KD

incrementos estadisticamente

productivos del cultivo de maiz
especificamente en longitud de espiga,

granos por espiga y rendimiento de granos.
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5HVXP R
$ IRP H H R GHVSH@FR GH DIP HQRV FRH MMP QR %4DMO H WADQER XP SDUDGR] R GR SDV
EDVH DJ URDTP HQBU ( QR H GRV UMGXRV GH 100V H KRUI®DV ViR FDVFDV H
VHP HOMV BB FDURORV YDUHQV SHBV IQMEDV EDJDoRV H RXADV SDUMV 2 SUHVHQM
HAMGR WYH FRPR REVMMYR DQD@DU D FRP SRVonR FHQMMP DO GH SDWV QR
FROYHQARQDY GH 100DV H KRUB®DY JHIDE HOM GHVFDUBEDV VHBFIRCDADV SRUIQMI UDUHP
UHFHMIV SUAVHQMY QRV OYUIRY H FXWRY GR 3 IRIWDP D 6 ( 6, &R] LQKD Y4DVICH SRUDSUMVHQBUHP
@GRV HFDWRV RX DXVHQMV QD GMIDWMD $V DY OHY VHIXILDP P HRGRRJIDV RIFDY H
IQFGIWDP XP IGDGH P ICHDY \RBLY SIRMQDV CStARV FDUERGIDRY SHR P p\RGR GH GLHHQD
H YDBU HQHJpWR VHIXQGR $DWU 2V GDGRV GDV SDUWWV QR FROYHARQDY IRUDP
FRP SDUDGRV FRP RV GDV SDUWV FRQYHGAIRCDY H VXEP HFUERV| $12 9% H\WMM 7XNA S
H GIHHQD GH SHUFHQXDO $V DP RADV DSUMVHQBDP HBIYDGR YDBU QAWEFIRQDOH WP
SRMGADOGH VHUP IGFRSRIDEDV HP IRWP X@o} HV DIP HWFADV $ FDVFD GH DEREUCKD MIXIDCD
G-MBFRX VH SHR DR WRU GH SIRMQDV ¥ D WPHQOM GH PDPnR CH GB{GRV
¥ H D FDVFD GH DEyERD NDEXW GH FDUERGIDRV ¥ H YDBRUHQHJIpWR

AFDO 7RGV DV SDUWAMV QTR FRQYHGARQDY \WHIDP  YDQBIHQV QXANFIRDLY VREWH DV
FROYHGARQDLY 2 GHVFDUWM GHWDV SDUMV UHSUHVHO SHUED QXANFIRQDCH I XQFIRCDAHBIYDQM
2 HAMGR IXQEDP HQD SRONDV S~EGFDV TXH IGFHQIYHP R DSIRYHMIP HQR IQMIWDOGRY
D@P HQRV

3 DDEWDV FOYH GHVSHEFAR DSURYHMIP HQR IQMJ UDO UHVGXR DI URDIP HQU
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$ IRP HH R GHVSHWEFIR GH DIP HQRV
VTR SUREGP DV FRQFRP MIQMV HQ UHQBIGRY
SHR %4DMO GH DQMV H GD DWDIEDCH
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GH DIPHQRV GR PXQAR PIB}HV CH
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DIP HQBU JIDYH HQTXDQR \RQHDADV CH
DI HORV SRMJAD® HQM DSURYHWYHY
VIR GHVFDWBIGDV GDUDP HQM DR BQIR GD
FDGHD SURGXWYD GH DIP HQRV 5 RAUW XHV
610D &R
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2 DSWRYHMIP HOR IQMIDO GRV

DIP HORY VXUH FRPR HDWIID HIFD)
SDD D WHGXonR GR GHVSHBFR CH
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SDWD D EDVH ~P IGD 3DWD D GHWWP ICDonR
R YDBU HQHUpWR [RDP XWJ) DGRV RV
IDRUHV JHDY GH $\EDMU TXH FROMMP
@ PXUWSTDonR GV TXDQMEDGH CH
P DARQMEQMY  REWEDV DV DQ RV
FHQOMVP DIV SHRV UAVSHANRY IDRUHV
NDQJ) SDUD SURMQDV NFDQJ  SDUWD
FDUERGIDRY \RBLY H - NFDQJ SDUD GBtARV
(WHY YDBUHV UWHSUMVHQBP D HQHUJID
P HBERQ i YHOGVSRQYHODR RUDQVP R D
SDWYGH FDED QAHQM FRQRWP H GHVFUMR
SHR 8SQWG 6NV ' HSDWWHQNV R
$IUEXOMH 86' $ 2 YDBUFDQUER
\RBO IRL REWAR D SDWY GD VRPD @V
FDBUDV FRUMVSRQGHOMY SDUD SURMQDV
ARV H FDERGDRY H H SUMWD HP
TXBFDBUDV NFDO
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$ FRP SRVlonR TXtP IEFD FHQMVIP DO
@V SDUWV  FROYHCHRDY  FRP XP HQM
FRQUXP IGDV' IRLREMZED SRUP HR GD \WEHD
GH FRP SRVIonR GH DIP HQRV GR , QAR
WIMBLR GH * HRIWDID H ( ABMNAND
o ( $V SDUWMV FROGHDEDV
FROHARQDY SDb D DQQH  cH
FRP SRlonR  TXiP IFD  FHQMVIP DO QHWI
\DEHD H FOtDP DV FDVFDV DV IRBDV H DV
VHP HOMV LOMI DB HQM FRQMGR SDWD RV
DIPHQRY TXH FROMKDP \B® FRPR
DFHOD DIWR EYFRYY FRHQAR FRXYH
HVSICDIUH H VDOD RV \BBY P DI GHODGRV
EHP SY[IPRV jV SDUM FRP HAYHY

IRIDP DCDO/DGRY HP FROMQR
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$ DQ @/H HABMYAIED GRV UHVXEBIGRY
IRLUHDO DED DADYpV GH DY @H GHVAMYD
SHD PpGAD DWFpWD GHWIR SDGUR
DP RMDOH FRHIFHQM GH YDUDonR 2V
@GRV SDIDPpWERV  GMMEXIonR  GRV
@R/ H UMGR/ WIXQR XPD
AWEEXonR CRPDO H GVSHINR FRP
KRP RFHEDWAGDGH  IRDP  DQDDVDGRY
SHR WM $129$ H \MAM 7XNH SDWD D
YHULIFDonR GD GIHHQD HQWH DV P pADV




FRP S _ $V DQ OHV IRDP
UHD@ DDV DADYpV GRSWRIWP D; / 6 7$7

2V GDGRV FRUMVSRQGHOMY SDID
DP RAD ~P IGD HWR H SUMRY QD 7DEHD

&RP R RV DIP HQRV TR FRQUXP IGRV QD
IRPD ~PICD HWWV UHAVXGBGRY VHUIR
XWM) DGRV SDUD GHVRUDITR GRV UHVXGBGRV H
AVEXWHR

7ROV DV FDWDV  DQDODAV
REWHDP YDBUH GH UHQEP HQR P HQRU
TXH R UMGXR GHVFDUBGR SHR %" (

DPP GR \B® CGH HVSIQDIKH H
VHP HOM GH PDP R ,\WWR SURYDYHB HQM
RFRUWHX SRIXH DPP GD FDVD % (

\DP EpP  GHVFDURX D SRSD Sly[ IP D
H SDUMV FRPR VHPHQOMV H SDUMV
IPSlySUDV SDID FRVPR -i RV BBV
DQDODGRY FRP HFHNR GR \B® CH
HSICDW H D IRBD GH FRXYHI®U
DSUAVHQEADP R YDBUSDUD UMGXR P HQRU
T™XH R WQEPHOR ,WR DFRQMAHX
SRUIXH 9% ( FROVGHIRX SDWM GR
\B® SDW D DY OH Q1R \WQER VIGR HM
FRP SBMIP HQM GHVFDUBGR
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2V ODERV GH WHQEP HOR G SDUM
QR FROYHQFRQDO VHFD HP BHDONR |
~PIGD H RV DGRV FRP SIDGRV GH 9% (
VR GHAVFURY D 7DEHD
$SDUV ViR DV SDUMV QiR FRP HVItYHY

FRMGHDAV R A GX®R R IDRU GH
FRUMoNR QR SUHSDUR GRV DIP HQRV

7DEHD 5HQAP HQR GV  SDUWV
DQDOYDGDV H YDBUHV GH DSDUDV FRQARWP H
96 (

/DEHOD &RPSRVLOMRPLFD
FHQWH\GLOPEODOU WYY O L VDS D V
EDWHFD

5HQG L P IEQS\DRIDVHD O LY OBUSVFD WD L P
LQWHLHMRIT X DP OLVYPIGRR/ SHER X
G OLPHQWR-RIIER 3%

5HQGLP IGQS\DRIVHD OL $BI®BHFR 36
SHV®Rt T XG@RY DO LVDLGR 3/

3DUVGHVFDUSWED L P HKIQWRHS DD O
DQiOGWRP SRV EMMRYHBRMDQ

SHIHUHDVRP B QWWID VKM UBBFDVFD
EUDQ@IPHODQFLD
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2 PDRU WRU GH XPIGDAH IR
YHULIFDGR QR \B® GH FRHOWR %
VHIXIGR SHR \WB® GD IRBD GH FRXYH IGU
% H SHR W® GH DFHOD
% -i R PHRU YDBU IR
HQFRQADGR QD FDVFD GH DEyERWD NDEX\W
¥ R TXH SRGH H STFDUVXD P DIRU
FRQFHQWDoR GH P DRRQAMEHQMY  ( WHYV
UHVXEBIGRV LQAFDP  TXH SDUMV FRP P HQRU
WRU GH XPIGDGH DSUMHQEP P DRU
SRMGADO GH FRQMWYDonR H HELGEDCH
SDWD IRWP X@o} HV DIP HQBUH 6 KDN D
$JDZ DO
2 FROM-GR GH A DV HDFIRQDGR
j SHWHQODGHP IGHDY YDURXGH ¥
FDVD GH DEYERD NDEXW D X
DR GH FRHOMR \HIXIGR SHR \B® CH
HVSICDIWH ¥ H \B®R GH \DOD
3 (WH DRKDGR WXJHWH DGR
SRMGADOP LQHIDOGHWDV SDUMY YHI HVBLY
FRPR \BP EpP  UHD\MIGR SRU YRWHOHWDO
TXH DSRQEADP DBV H IRBDV
FRP R H FHBIQMV IRQMV P IQHD
2V PDRUMW WRH GH SIRMQD
IRUDP LGHQMEFDGRY QD FDVFD GH DEREUQKD
MIIDQD % FOWD GH SHSIQR
¥ FDWD GH DEYERD NDEXW
% VWPHOM G4 PDPNR
% H IRBD GH FRXYHI®U
3 2V PHQRRUMV WRUV IRDP
UHI MADGRY QD FDVFD EWDQFD GH P HDGAD
¥ H QRV BBV D IRBD GH
FRXYHIBU 9 HGHFRXYH ¥
7DV DGRV LHRWDP R XVR GHWDV SDUMV

FRP R IQIUHAHQMY SURMEFRY DEMEDIYRY
) IRIRR HADO ) UMV HVWDO
$ VHP HOM GH P DP nR DSUMVHQRX
R PDRU WRU GH @BARV 3
VHIXIGD SHD FDVFD GH DEyERWD NDEXW
¥  3RURMR OGR RV PHQRMHV
YOBRUV IRDP G FDWD EWQD GH
P HDGFID | \B® GH DFHOD
d MR D IRBD GH FRXYHI®U
¥ H\B® GH FRXYH d  WR
HYIGHQALD D YIDEIGEDGH GR DSURYHMIP HOR
@GH VWP HOMV H FDVFDV P DIV GHQUDV HP
IRWP XOo} HV HQHUpWDV 6 DQRY HWDO

2V YOl POV DRV M
FDUEERGIMRY IRDP  REVHYDGRV (D FDVFD

GH FKXFKX ¥ VHIXICD SHD FDVD
GH DEy ERWD NDEXW d HFDWDH
SHSICR ¥ -i RVPHRHV \WRUV
IRDP  WIMDGRY QR \BR GH FRHQIR

¥ R CH HVSIQDIW d H
\B® GH VDOD ¥ (\WDV SDUMV

FRP HBIYDGR WRUGH FDEERGIDRY SRGHP
VHU ~WMV D HDERWonR GH IDUCKDV RX
SIRGARV GH  SDQUFDoNR  HQUITXHAGRY
0 RQMLR HADO




7DEHD  &RP SRVlonR TXtP IFD FHQMMVP DO
GV SDUMv DCDOVDEDV HP EDVH~P IGD

) RQM $XWRD

$ HSHWHhR G FRP SRVonR
FHQMVIP DOHP EDVH VHFD HYIGHQAD D WHDO
FRCFHQADoMR GH QXWHQMY GRV DIP HORV
DR GHVFROVGHDUR FRQM-GR GH XP IGDCH
1 HWD EDVH RV YDBUHV ViR P DI HBIYDGRV
H UYHDP R SRWQFIDOGH DSURYHMIP HOR
QXNFIRCDOGEDV DP RADV TXDQER X\) DADV
HP IRWP DV GFMGAIDWIGDV FRP R IDUCKDV RX
IQIHAHQMY IXQARDY 3RUHHPS® D
FDVFD GH DEREUCKD MDD DSUHVHORX R
P DIRU \WMRU GH SIRMQDV HP EDVH VHD
% HOTXDQR QD EDWH ~PIGD
GHYIGR DR DWR \WRUGH i JXD X
HAH YDRUFDIX SDID DSHQDV'. ~ d 2
PHPR FRPSRUBP HOR IRL REVHYDGR
SDD RV @BtARV FRP GHWUTXH SDWD D
VHPHOM GH PDPnR FXR \MRU IRL GH
¥ HP EDW WD PDV DSHQIV
¥ HP EDH~PIED
3RURMR OCR D DQJ @H HP EDWH
~P1GD IHOMX R FROM-GR QX\WEFIRQDOGRY
DI HQRV GD IRWP D FRP R VR FRQUXP ICRV
KDEMD® HOM ~ SHP MQCR DYDIDU D

GHOUGDGH FDYUED H D WHDOFRQNEXIONR
SDUD D GHW $ FDVFD GH DEy ERUD NDEXW/
GHMIBFRX VH FRP R P DIRU\WRUHQHU p\FR

NDO H RV PDRMV WRHV CH
SIRMQDV d  CBARV ¥ H
FDUERIGIDRY 3 HOM DV
DP RADV -i R \B® GH DFHOD DSUHVHQRX
D PDRU XPIGDGH % H
FROWUTXHQMP HQM RV P HCRUHV WRUHV CH
P DFIRQOMHQMY HP EDH ~PIGD FRPR
SIRMQDV ¥ H ARV 3
GHP RQMDQER VHX EDI[ R YDRUFDQUER 2
WRUGH FAIQ DV TXH LQAFD D SUMHQD GH
P IQHDY \RBLY \BP EpP IRLIQOHGAIDGR R
\B® GH FRHQAR \MYH R P DIRU YDBU\BQR
HP EDVH VHD d  TXDQRHP EDWH
-PID ¥

3RMIQR REVHYD \H TXH RV GDGRV
H SUWRV HP EDVH VHFD ViR HWHQADY
SDD 1V \MFQRYJIFRV H GH IRP X@onR
HOTXDQR RV YDRMHV HP EDVH ~P IGD iR
P DIV IQAFDGRV SDUD DYDIDonR QXWEIRQDO
QR FROMW R FRQXPR GLHAR (WD
AWCOMR p  IXQDPHQEO SDWD D
IOMSUHEoNR FRUAD GRV  UHVXEBIGRV
HVSHAD® HQOM TXDQGR VH REMMYD R
DSURYHMBP HQR IQWMI UDOGH DIP HQRY RX R
GHVHQYROIP HQR GH SURGX\RV FRP DSH®R
IXARQDO H  VXWMQMWHO $  GXSD
DEREDIHP SHUP WM IGHQMEDUIQ) UHAHQMY
FRP DAR YDBRUDIUHIDGR FRP R D FDVFD GH
DEyERD H D VWWPHQOM GH PDPnR
WHRWDQER D [P SRWGQFAD G YDRU DonR
GH SDUMV XVXD® HQM GHVFDUBADV FRP




YMBV DR FRPEDM DR GHVSH@EFR H |
SRPRoNR GH VHIXWDQD  DIP HQBU
0 RQMLR HAWDO ) IRIRR HADO
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2V GDARV GH FRP SRVonR TXtP [FD
FHOMPDO GH SDUMV  XVXD® HQOM
FRQUXP IGDV REWERV SRUDQ @M IQAUHD
HWWYR DSUMVHOBGRY QD 7DEHD 2 IQMIR
G W UDQDU HAB FRP SDWDonR IRL
H DBP HQM REVHYDU TXDQR QXAMHQM
SRGHID VHU GHVSW DGR QD X\M) DonR GH
DSHDV XPD SDW GH GHMP IQDCGR
DIP HQR 2V GDGRV GH FRP SDUDonR HOWH
FDUEERGIDRY CBGHRY SIRMQDV H AQ DV
HAVR GHVFMRY DV ) LIXUDV H
UAVSHRDP HQM

7DEHD  &RP SRVIonR TXtP [ED FHQMVIP DO
GDV SDUMV FRP XP HQM FRQUXP IGDV
SREDV IRBDV RX |GV

) RQM $X\RUD

$ SDWW @ FRP SDUWDonR HOWH RV
@GRV @ 7DEHD  H RV BVXGBIGRY REWERV
SDID DV SDWMV XVXD® HQM GHVFDUBEDV
GRV DIP HQRV REVHYD \H TXH DOXP DV
GWDV SRRV QMR FRQYHQARQDY
DSUHVHQDP \MRUHV QAERCDY
FRP SDU YHY RX D@ VXSHURUHV | V SDUMV
FRP XP HQM FRQWXPIGDV ' HABFDP H
SRUH HP S® D FDVFD GD DEy ERUD NDEXW/
R\B® GH DIUhR D IRBD GH FRXYH IBU R
\BR & IRBD GH FRXYH I®U D VHP HQM GH
PDPNR D FDVFD YHWH GD PHDQAD H D
FOWD GH SHSIGR FXRV YDBUWV CH
FDUERGDRY IRDP  VXSHIRHV jV XDV
UHVSHAYDV SDUMV  FRP HBYHY  ( WHY
BVXGEGRY  WJIHBP  XP SRWQADO
WE XM)DEGR  GWDV 1o} HV  FRP
GHBTXH SDUD VHX SRWEYHOFRQM-GR CH
IIEWDV DIP HQBUAV IQFOLGR QRV YDRUHV CH
FDUERGIDRY

3RURMR @GR DOXP DV DP RADV
FRPR D FDV'D GD DEREWQKD FDVFD GH
FKXFKX FDVFD EWDQFD @D P HDGAD H RV
\BEV GH DFHOD EYFRLY FRHOAR FRXYHH
VDOD DSUAVHQEDP P HGRUAV WRUHV GH
FDEERGDRY HP  WDonR jV  SDUMV
QRP DB HOM IQIHUIGDV \WR SRGH HWIU
DWRFADGR j CQDWUH D HWIKMUDO GHWDV
SDUWV TXH SRAXHP P DIRUSURSRWNR CH
iJXD H WAGR IIERR R TXH GOL R
FROM-GR &H  PDARQAWHQOMV (D
FRP SRVlonR FHQMVIP DOHP  EDVH ~P ICD
$106 DMP  VHX UHDSWRYHABP HQR SRGH
VHU FRMGHIDGR Yl YHOGR SRQR GH YMB




QUUFIRDO HVSHAD® HQM WH
FROUGHDGDV VXDV IXQ0} HV WFQRYJIEDV H
VHQURUDY HP IRUP X@o} HV DIP HQBUHY
9DB GAMBFDU TXH HPERWD D
DQ @H TXDQMAMYD GH [IEWDV DIP HQBUHY
Q"R WCKD VIGR WHD@ DED GHWM HWXGER RV
@EGRV DSUVHQBGRY IQAFDP D UHBIYKQFID
GHWDV SDUWW SDID HMGRY IXMRV $V

IEDV HWWR QDMUD® HOM ICFECEDV CRV
YDRUHV GH FDUERG MR VHQER

FRP SRQHOM  IXQEDP HQWO \BQR SDID D
VWD-GH GQJHAYD TXDOR SDID R

CHVHQYRAIP HOR CGH DIP HARV IXCHRQDY
QMMMDO} HV  SRAMIRWV ~ SRUDOR
GHYHP  FROVGHDU D TXDQMEDonR QU
@V IIEWV H D DYDmDonR GR SHUIO GH

FRP SRRV EIRDWRV YDBU DQEGR DIQED
PDV R DSWRYHWP HQR IQMIWDO GRV

DIPHORV QR FROMW & WHIXWDQD
DIP HQBU H VXWNMQEEIGEDGH 5 RGWXHY
HWDO

) LIXWD &RP SDUDNR HOMH R \WRU CH
FDERGDRY OV SDWV  FRP XP HOM
FROXPICDV $, HDQDDDAV $' HPJ  J
GH YHI HBY

$EYERD . DEXW SRSD H FDVD
$EREUKD SRSD H FDWD DFHOD IRBD H
DR DIWR IRBD H MR EYFRY I®J H
DR FKXFKX SRGD HFDWD FRHOAR IRBD
HW® FRXYH IRBD H\BR FRXYHIBU I®U
IRBD H \W® GD IRBD PDPmR SRSD H
VPHOM PHDQAD SRSD FDVWD YH@EH H
FDWD EWDQFD SHSIQR SRGD H FDWD H
\VDOD IRBD H\DR

4XDOR DR WRU GH @BIGRV DV
DP RAMDV FDVFD GH DEYERD NDEXW GH
DEREUWKD GH SHSIQR H VHPHOM H
PDPNR DSUAVHQBADP QIHHD
HWBMYAFDP HQM VI QUIEDIYD HP  UHDonR
jV VXDV SRSDV $ DPRMD GD IRBD CH
FRXYH | RUDSUAVHQW GLHUHQOD W QUEDWD
\BQR FRP WHDonR D VXD I®U FRPR HP
UHDONR D VHX\B® ,\WR\BP EpP DFRQMAH
FRP D FDWD YH@H G PHDQAD TXH
QHH VI QUEDWDP HQM \BQR GD FDVFD
EUDQFD TXDQR GD SRSD -i DV DP RAMDV
GR\B® GH Ely FRLY H FDVFD GH FKXFKX QR
DSUVHQBDP GIHHQD HP WHDONR j V
WDV  SDUMV FRPHWWHY 3D DV
DPRMDV GH \B®R GH DFHOD DJUnR
FRHOAR FRXYH HVSIQDILH H VDOD H D
FDV'D EDQFD GH PHDQAD RV YDBUWV
HQFRQADGRY SDUD VXDV SDUMV FRP XP HOM
FROXPIGDV  IRDP  HWIANAMYDP HOM
P DIRUHV

$P @ WPHOM GH PDPnR
DQDOVDED CR SUHVHQM WDEDBR D VHP HQM
GH PDQID DPr QGRD GR FDUROR \BP EpP
VH PRMRX UFD HP  QQOUHOMV

DSHVHABQER WRUHV  CGH SDUD
SRRMQ@DV  H SO  GtGRY

DSUHVHOBRQER SRWMCHDO SDID XVR FRP R
VXEWMMR SDUFAIDOGH RXWDV JRGXIDV QD

LQG-\AUD DIP HQAAD 0 HQGH HWDO




&RP R H HP S® GH FRP SDUDonR GH
D@ HORY QR FRQYHQARQDY  6RX]D HW
DO DQDO/DUDP D TXDIEDGH SURMED
H FRQWM-CR P IQHUDOED DP r QGRD GH EDX H
\DP EpP  REVHYDWDP YDBUHV HBIYDGRV GH
WRU GH SIRMQDV ! $ SIRMQ CH
EDX DSUMHOD TXDIEDGH QXWFIRQDO
WSHIRU | GH GUXPIQRDV FRPR R
DPHQERP HR IHMR FRPXP $@P QWR

FROPP WRU FRMGHUYHO GH F BIR H
FROAMLVH HP  DIP HQR UFR HP IHUR H

JIGR

JUXW &RPSDUMHVRWHRK LStQDRYV
SDUWRWVPXPHGWE®YV XP IHGDYD O L VDG D
J JGWHJIJHWDLV

$EYERUDEXWBROSH FDVFD
$EREULRO¥HFDVFDFHOWUROKDNDOR
DIULMROKDNVND Ry FROIRNN D FK X F K X
SROSBDVFBRHQWWRHW D GFRXYYROKD
HWDORRXYH IORWROKIDWDGRIROKD
PDPMBROSMVHPHQWHHOD QFROF D VFD
YHUGIHFDVEWNDQBSMHSLQROSF DV FD
VD OMDO KIWDOR

(P UHDONR DR WRUGH SIRMQDV

DV PHWPDV DPRAMV GH FDVWD GH

DEyERUD NDEXW GH DEREUWQKD GH SHSICR

H VWPHQOM GH PDPR H D FDVPD GH

FKXFKX DSUAVHQBUDP YDBUH
) LIXWD &RP SDWDonR HOMH R WRU CH

HABMYAFDP HOM P DRV HP WHDonR j V
SURMCDV DV SDWMV FRP XQV H DQDIVDGDV HP
VXDV SRSDV $ FDVFD YHEH GD P HDQFAD J I GHYHIHmY

DSUMVHORX YDRUA PDRMV CH IRPD SEYERD . DEXW SRSD H FDVD
WIQUEDWD QR HP HDoNR | FOVFD
EWDQD TXDOR HP WHDonR j SRSD ' D
PHVPD IRPD D IRBD @ FRXYHIGU
\IP EpP DSUMVHQRX YDBUAY P DIRIV BOR

$EREUWCKD SRSD H FDVWD DFHOD IRBD H
WR DIWR IRBD H \BR EYyFRY I®U H
R FKXFKX SRGD HFDVD FRHOWR IRBD
HW®R FRXYH IRBD HW® FRXYHIGU IGU
IRBED H \BR & IRBD PDPnR SRGD H
VWPHQM PHDQAD SRSD FDVPD YHEH H
FDVFD EDQFD SHSIQR SRGD H FOVAD H

VDOD IRBED H\WIR
HP UHDonR D VHX Sy SUR \BR TXDQR HP

WHDoNR j I®U &RQMGR DV DP RAMDV GR
\D® GH DFHOD GH DUWR @ IRBD GD
FRXYH I®U GH FRXYH HVSIQDIWH \VDOD H
EYFRY H D FDVFD EWDQFD GH P HDQAD
REWHUDP YDBUHV SDUD R \MRUGH SURMQDV
P HQRUAV TXH GH VXDV UHVSHRYDV SDUAWV
FRP HYHY

AXDQWR WHRAMHFLQ]DV
DSHQDWPRVWDGREUYFROLV
GHDJULGBRRXWYHWHGHOFHOIDR
IRUDPPDLRUHNKH GH VXDV
UHVSHFSVOYWRQ VX P MHMG R
HVWBVWDW LV WIDAIRRIQNH




SDUWBYY O L VIDIEFRN W FD V F [
YHUGHIPHOD QIS DH V HQDVRR
VLJQLILFEDWRIY DB QKCHDjo m
FDVENDQFDSRO SR U PV HR
GHLQ]OW DV END Q¥DP E pPL
PDLRBRT XHR G HV X3 RO RO X H
QMRDFRQWHEBNIRV RXWU
QXWULHOWMMXHR PHVPR
DFRQW KPH® WD GRIR O IGH
FRXYH IDRHD SUHV H Q/\N R
FLQIPUVLEXHRGDORPWWHQRI
HP UHODOGMRROKDXHGLIHU
VLJQLILF D W& MPERYIHD Q G
WHRGH FLQ]DDVS UH V H QI\HIDDI
DPRVWDRWOLVDL®BY FDRH
HVWORVVXBHPDQBRIQFHQW L
GHPLQHUDLV

YLIXWD  &RP SDWonR HOAH R WRUGH AQ DV
QV SDWWV FRP XQVHDQDODAVHP J J CH
YHIHBLY

$EYERD . DEXW SRSD H FDVD
$EREWQKD SRSD H FDWD DFHOD IRBD H
IR DIWR IRBD H\WR EYFRY I®U H
DR FKXFKX SRSD H FDVWD FRHQAR IRBD
HW® FRXYH IRBD H\BR FRXYHIBU I®U
IRBD H \B® G IRBD PDPnR SRSD H
VPHQOM PHDGAD SRSD FDWD YHEH H
FOWD EWQFD SHSIQR SRSD H FDVD H
\VDOD IRBD H\B®

&RQVLGHEDRGRYHLWL
LOQWHJIE&MBYD OLPHQMRARP\RD V

FDVFDROKWD GIRVPHQWGE M
JUD QGHIOHLPWHURRMVULFHLRQDLYV
HFRQ{PLBRWNSRUWGRFQDLVH
G H/ X E S UR G OWRKN QRMRIPIRIP D
HVWUDWDILID SURPROGR
VHIXUDMO®DPHB WDHG X @RR
GHVSHUGtFIRRIRUPWDPEpP
GLVFXS\RUDR |RQW O $
GHWHUPLTQMQ B mRB Q W H \GLDAD O
DPRVWHPYW SICERDX FR YDOR U
QXWULBMH YPROIXPBDUWEM
DOLPHGWRVYDMBRQKHFHGDYV
GLYXOJDSDWDD FRPXQLGDGH
FLHQWIWFD]HY&EEVtGERYD
GLYHUVD&HVGH VHJXUDQoD
DOLPHHQXIMULFLRQDO

&RQFOX\VNR

$V GLIHUHQIDAPRQWUDGDYV
HQWUBY SDUWHXHVFDUWDGDV
QmR FRQYHOQW DR/GBXDOPHQWH
FRQVXPLGFRWYHQFLRRDDY
EDVWNQWH | L FIDYW.IGHDQY/FR. D Q GR
LPSRUWGHBDSURYHLWDPHQWR
GHV F DBHWNDD/U \WB U D F VWKHPU L] D
JUDQGH GHVSHUGtFI8RPR
GHPRQVWIWHDSBH V HQWMHE D O K R
HPPXLWHDWRMWHBH) XWULHQWHV
PPDLRODSDUWPRRQYHQFLRQDLYV
TXH)DSDUWRQYHQFLSR/GYDPV



DV SDUWYWXDOPHIHVIFDUW
SRGHPVHU LPSRUW D QRAQHAV
DOWH U Q DGML YODXW U L H Q WHH Y
LQJUHGLFRQWV L BOLUXER
DOLPHQWRWR @& HYXD/ WHRU R
SHQVDDGHHGHL[B M R JIRW L
RUHVtGXRHDUORYHLWDGR
2V UHV X O WBH\RWH W X (
UHIRUoDP QHFHVVLGDG®F
FRQWLQXLGBGWH FRQKHF
SURIXQGDPHXQUVPHR P& ML
SDUWHRRPR WLSRH ILEUL
DOLPHQWBUBMPLQHUBHVI
GHELRDWHIFRSYOLDRMHWSHFV
GHDOLPHQIRW LV MMARMH C
DOWHUQDWILH DMRQWH GH
PDFURQXWH QHQNMANP E@ P
PLFURQXWIUEKEY RD WILDNR
VR E U H WHO/RI\PH UH L WHRAW X G
GHWR[LFL&BIGIHHP FX O WXH |
FpOXWHDMBIPDOLP HSDWR E UL
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RESUMEN

La disminucién de la eficacia de los antibiéticos convencionales ha generado una creciente
preocupacién por la apariciobn de patdégenos resistentes o inclusive multirresistentes, en
especial aquellos con capacidad de formar biopeliculas o biofilms, estructuras que protegen
a las bacterias contra antibiéticos y defensas inmunes, dificultando el tratamiento de
infecciones persistentes. Los péptidos antimicrobianos (AMPS) se proponen como
alternativas promisorias por su accién directa sobre membranas, amplio espectro de
actividad y baja propension a inducir resistencia. En este trabajo se estudié el péptido
sintético P8.1, disefiado racionalmente para optimizar carga neta positiva, anfipaticidad y
conformacion helicoidal, cualidades que favorecen su interaccion con membranas
bacterianas. Se evalu6 su actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa PAO1 y Pseudomonas aeruginosa M13513, un
aislamiento clinico productor de KPC, enzima que inactiva antibiéticos carbapenémicos. En
los resultados pudimos observar que P8.1 presentd CIM de 64/128 pg/ml para PAOL,
128/256 pg/ml para S. aureus y 64/128 pg/ml para M13513. Ademas, Inhibid
significativamente la formacién de biofilm en S. aureus y P. aeruginosa PAO1l a
concentraciones sub-CIM y fue capaz de romper biofilms preformados de P. aeruginosa
M13513, afectando la viabilidad bacteriana en su interior. Finalmente, el péptido mostro
sinergia en combinacion con meropenem frente a este aislamiento clinico en ensayos de
cinética de muerte. Estos resultados posicionan a P8.1 como candidato prometedor para el
desarrollo de terapias frente a infecciones por patdgenos multirresistentes asociados a

biofilms.

PALABRAS CLAVE: Péptidos antimicrobianos; Resistencia bacteriana; Biofilm




INTRODUCCION
La resistencia bacteriana a los
antimicrobianos convencionales
representa una amenaza creciente y critica
para la salud puablica global. El uso
excesivo y muchas veces inapropiado de
antibiéticos ha contribuido a la seleccion de
patdgenos multirresistentes, que no solo
desafian los tratamientos disponibles, sino
que también generan un aumento
sostenido en la mortalidad, la duracion de
las  hospitalizaciones y los costos
asociados. A esta problematica se suma un
fendbmeno igualmente desafiante: la
formacion  de  biofilms,  estructuras
microbianas organizadas que se adhieren
a superficies biolégicas o inertes y estan
protegidas por una matriz extracelular
polimérica compuesta por proteinas,
polisacéridos, lipidos y ADN extracelular.
Esta matriz actla como barrera fisica y
funcional, disminuyendo drasticamente la
penetracién de antibiéticos y protegiendo a
las bacterias de los mecanismos
inmunoldgicos del hospedador, lo cual
convierte a los biofilms en reservorios
persistentes de infeccion dificilimente
erradicables (Donlan & Costerton, 2002).
Los biofilms no solo dificultan el tratamiento
de infecciones cronicas, como las
asociadas a heridas, implantes o catéteres,
sino que también favorecen la
transferencia horizontal de genes de
resistencia entre bacterias. Este proceso,

regulado en parte por mecanismos de

comunicacién como el quorum sensing,
refuerza la adaptacidn microbiana a
condiciones adversas y agrava el problema
de laresistencia antimicrobiana. De hecho,
se estima que mas del 80 % de las
infecciones  crénicas  involucran la
formacion de biofilms en algun grado, lo
cual subraya la necesidad urgente de
terapias mas eficaces y especificas.

En este escenario, los péptidos
antimicrobianos (AMPs) han emergido
como candidatos terapéuticos
prometedores. Se trata de moléculas de
bajo peso molecular, mayoritariamente
catibnicas y anfipaticas, que se
encuentran de forma natural en
organismos de todos los reinos. Su
modo de accién principal consiste en
alterar la integridad de la membrana
bacteriana mediante interacciones
electrostaticas y estructurales,
provocando la muerte celular de forma
rdpida y evitando mecanismos
tradicionales de resistencia (Hancock &
Sahl, 2006; Di Somma et al., 2020).
Ademas, multiples estudios han
demostrado que los AMPs son capaces
de interferir en distintas etapas del ciclo
del Dbiofilm: inhiben su formacion,
desorganizan su arquitectura
establecida y aumentan la eficacia de
antibioticos cuando se emplean de
manera combinada.

Dentro de este marco, el disefio racional

de AMPs sintéticos constituye una




estrategia poderosa para optimizar
caracteristicas estructurales  clave,
como la carga neta positiva, la
anfipaticidad y la conformacion
helicoidal, incrementando asi su
especificidad por membranas
bacterianas y su accién sobre biofilms.
El presente trabajo se enfoca en la
caracterizacién funcional del péptido
sintético P8.1, disefiado con estos
principios estructurales. Este péptido
fue evaluado frente a cepas
clinicamente relevantes como
Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa, incluyendo
una variante multirresistente productora
de carbapenemasas. Ademas de su
actividad antimicrobiana y anti-biofilm,
se estudié su posible sinergia con el
antibiético convencional meropenem,
mediante ensayos de cinética de

muerte bacteriana

Objetivo:

Evaluar la actividad antimicrobiana vy
antibiofilm del péptido disefiado, P8.1,
frente Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa PAOl1 vy
Pseudomonas aeruginosa M13513

Materiales y Métodos

1. Cepas bacterianas y condiciones
de cultivo

Se emplearon tres cepas bacterianas de

relevancia clinica:

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Pseudomonas aeruginosa M13513 (cepa
clinica productora de carbapenemasa KPC,
resistente a carbapenémicos).

Las cepas se almacenaron a —80 °C en
caldo Mueller-Hinton (MH) suplementado
con gliceral al 20 % (v/v). Para su uso, se
reactivaron en agar MH e incubaron a 37
°C durante 18-24 h. Los cultivos liquidos
se realizaron en caldo MH con agitacion

orbital (150 rpm) en incubadora a 37 °C.

2. Péptido P8.1
El péptido sintético P8.1 fue disefiado
para optimizar carga neta positiva,

anfipaticidad y conformacion helicoidal.

Fue obtenido HQ SXUH]D - +3/&

y confirmado por espectrometria de
masas (GenScript). Se preparé un
stock en agua estéril libre de
endotoxinas y se almacené a —20 °C

hasta su uso.

3. Determinacién de la
concentracion inhibitoria  minima
(CIM)

La actividad antimicrobiana se evalué
mediante el método de microdilucion en
caldo en placas estériles de 96 pocillos,
siguiendo las pautas del CLSI (MO7-
A08, 2009).

Se prepararon suspensiones
bacterianas ajustadas a una turbidez

equivalente al 0,5 de la escala de




McFarland (~1- 1
diluyeron en caldo MH para obtener un
in6culo final de 5 x ¢ UFC/ml por
pocillo.

Se realizaron diluciones seriadas del
péptido en caldo MH (rango de 1024
pg/ml a 1 pg/ml) y se incubaron las
placas a 37 °C durante 18—-24 h.

La CIM se defini6 como Ila
concentracion mas baja del péptido que
inhibi6 completamente el crecimiento
visible en comparacion con el control de
crecimiento. Todos los ensayos se

realizaron en triplicado independiente.

4, Cinética de muerte para
determinacion de actividad bactericida
Se evalud la cinética de muerte de P8.1 a
su CIM frente a las tres cepas bacterianas.
Los cultivos se ajustaronab5x  (UFC/mly
se expusieron al péptido en tubos
estériles a 37 °C con agitacion.

Se tomaron alicuotas a 0, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 75, 90, 120 y 180 min, se realizaron
diluciones seriadas en solucién salina
estéril y se sembraron en agar nutritivo
para recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro, tras incubacion
de 18-24 h a 37 °C. Los datos se
representaron en graficas de log GUFC/ml
vs. tiempo.

El efecto bactericida se define como una
UHGXFFLYQ <«UFGIR J€Epecto al

indculo inicial.
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Sinergia por cinética de muerte
Se realizaron ensayos de cinética de
muerte para analizar la interaccién entre el
péptido P8.1 y el antibiético meropenem
frente a P. aeruginosa M13513. Las
bacterias se expusieron a los agentes
individuales y a la combinacién en 0,5 CIM
durante 24 horas. En distintos intervalos
de tiempo, se tomaron alicuotas, se
realizaron diluciones seriadas y se
sembraron en placas de agar para
determinar el nudmero de unidades
formadoras de colonias (UFC/ml).

La reduccion de dos o mas unidades
logaritmicas de UFC/ml entre la
combinacién y el agente combinado
mas activo, a las 24 hs, es considerada

como efecto sinérgico.

5. Inhibicién de la formaciéon de
biofilm Se evalué la capacidad de P8.1
para inhibir la formacién de biofilms en
S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa
PAO1.

/IDV VXVSHQVLRQHV EDFWHULDQD

UFC/ml) se incubaron en placas de 96
pocillos en caldo MH en presencia de
P8.1 a concentraciones subinhibitorias
(0,25xCIM y 0,5xCIM).

Tras 24 h de incubacion a 37 °C, se
eliminaron los sobrenadantes, se
lavaron dos veces los pocillos con
solucion fisiolégica y se fijaron los
biofilms con metanol durante 15 min.

Se tifleron con cristal violeta al 0,1 %




durante 5 min, se lavaron dos veces con
agua destilada y se dejé secar a 37
grados por 30 min, luego se agrega
acido acetado glacial 33%, se incubo 15
minutos y se homogenizo.

La absorbancia se midié a 595 nm en
un lector de microplacas. Los valores se
expresaron como porcentaje respecto

al control sin tratamiento.

6. Ruptura de biofilm preformado
y viabilidad celular

Se formaron biofiims de P. aeruginosa
M13513

bacterianas a dJFC/mI) en placas de 96

incubando suspensiones
pocillos con caldo MH durante 24 h a 37 °C.
Una vez formados los biofilms se retir6 el
sobrenadante y se afiadié caldo MH con
P8.1 a CIM, 2xCIM, 4xCIM y 8xCIM
durante 24 h a 37 °C.

La biomasa total se evalu6 mediante
tincion con cristal violeta como se describid
previamente.

La viabilidad bacteriana se estimé con el
ensayo de MTT: se afiadieron 100 pl de
solucion de MTT (0,05% p/v) en PBS y se
incubo 3 h a 37 °C. Finalmente, se retiro el
sobrenadante, se lavo y los cristales se
solubilizaron con 100ul de DMSO para su
posterior medicion de absorbancia a
570nm.

RESULTADOS Y DISCUCION
1. Actividad antimicrobiana

El péptido sintético P8.1 presentd actividad

frente a las tres cepas bacterianas de
relevancia clinica evaluadas:
Pseudomonas aeruginosa PAO1,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y P.
M13513 (cepa clinica

productora de carbapenemasa KPC). Las

aeruginosa

concentraciones inhibitorias minimas (CIM)
oscilaron entre 64 y 256 pg/ml (Tabla 1), lo
que confirma que el disefio racional de
P8.1 logro conferirle un rango de actividad
amplio frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas.

En particular, el valor de CIM frente a P.
aeruginosa M13513 (64/128 pg/ml)
resulta relevante, ya que esta cepa
presenta un fenotipo de resistencia
extendida debido a la produccién de
KPC, que hidroliza carbapenémicos y
otros -lactamicos. Esto sugiere que el
mecanismo de acciéon de P8.1 no se ve
comprometido por los sistemas clasicos

de resistencia a antibioticos,
coincidiendo con lo reportado para
otros péptidos catibnicos que actuan
por disrupciéon directa de membrana
(Hancock & Sahl, 2006).

La comparacion con trabajos previos
indica que el rango de CIM observado

es consistente con el de péptidos

VLQWpWLFRV FRQ HVWUXFWXUD

optimizada, donde valores de 32-256
pg/ml son habituales para aislamientos
clinicos multirresistentes (Di Somma et
al., 2020). Este nivel de actividad,

aunque menor que el de ciertos




antibioticos de referencia en cepas

susceptibles, adquiere  relevancia
clinica al considerar que muchos
antimicrobianos convencionales
pierden completamente su eficacia

frente a cepas como M13513.

Tabla 1. Concentraciones inhibitorias
minimas (CIM) del péptido P8.1 frente a

cepas de relevancia clinica.

Cepa pg/mi

P. aeruginosa PAO1 64/128

S. aureus ATCC25923 128/256

P. aeruginosa M13513 64/128

2. Cinética de muerte bacteriana
y sinergia con meropenem

Los ensayos de cinética de muerte (Figuras
1A—C) mostraron que P8.1 posee un efecto
bactericida rapido. En P. aeruginosa PAO1
y S. aureus ATCC 25923 se observé una
reduccidbn progresiva de la carga

bacteriana desde los primeros 30 min,

DOFDQ]JDQGR GLVPLQXFLRQHV GH -

UFC/ml a las 3 h, criterio aceptado para
definir actividad bactericida % de
muerte respecto al indéculo inicial). En P.
aeruginosa M13513, la caida en la viabilidad
bacteriana fue aun mas rapida, con
descensos marcados en los primeros 10 min

de exposicion. En cuanto a la combinacién

de P8.1 con meropenem frente a la cepa
M13513 evidencié un perfil sinérgico claro
(Figura 2). A las 24h, en la combinacién se
observé una reduccion de 5 unidades
logaritmicas en UFC/ml, comparado con el
agente mas activo por separado, lo que
cumple con el criterio de actividad sinérgica.
Este hallazgo coincide con observaciones
previas donde los péptidos catidnicos
faFLOLWDQ O D -HdaawitdOabibredH
bacteriano al alterar la integridad de la
membrana externa (Hancock & Sahl,
2006).

La sinergia observada abre la puerta

a estrategias terapéuticas combinadas,
especialmente en infecciones donde
los carbapenémicos resultan inactivos
por si solos. Desde el punto de vista
farmacodindmico, esta combinacion
podria permitir el uso de dosis mas
bajas de ambos farmacos, reduciendo
asi la toxicidad y el riesgo de presion

selectiva.

ORJE«




Figura 1. Cinética de muerte de P.
aeruginosa PAOL1 (A), S. aureus ATCC
25923 (B) y P. aeruginosa M13513 (C)

tratadas con P8.1 a su CIM.

Figura 2. Sinergia por cinética de muerte
de P. aeruginosa M13513 tratada con P8.1,

meropenem y la combinacién de ambos.

3. Inhibicién de la formacién de biofilms

El efecto de P8.1 sobre Ta formacion de
biofiims se evalu6 en S. aureus y P.
aeruginosa PAO1 a concentraciones
subinhibitorias (0,25%xCIM y 0,5xCIM). En
S. aureus ATCC 25923 se registro una una
reduccion significativa de la biomasa del 0,5
0,25 0,5 0,25 biofilm en ambos niveles de
concentracion con valores promedio de
disminucion del 40 % y 45% (p < 0,05). En
P. aeruginosa PAO1, el efecto inhibitorio
fue mas pronunciado a 0,25xCIM, con una
reduccién de 40 % y 45% (p < 0,05). En P.
aeruginosa PAQL1, el efecto inhibitorio fue
mas pronunciado a 0,25xCIM, con una

reduccion de 40 %.




Figura 3. Inhibiciébn de biofilm de), S.
aureus ATCC 25923 (3A), P. aeruginosa
PAO1 (3B) y P. aeruginosa M13513 (3C)
tratadas con P8.1 en concentraciones

subinhibitorias

3.1. Ruptura de biofilm preformado
y viabilidad celular

El tratamiento de biofilms maduros de P.

aeruginosa M13513 con P8.1 produjo

reducciones  significativas tanto en

biomasa (tincion con cristal violeta) como
en viabilidad bacteriana (ensayo MTT). Los
efectos fueron dependientes de la
concentracion, observandose las mayores
reducciones a 8xCIM y 4xCIM (p < 0,01).
Incluso a concentraciones de 1xCIM vy
2xCIM se

relevantes, aunque de menor magnitud.

detectaron descensos
Estos resultados son especialmente
relevantes ya que la inhibicion de la etapa
inicial de adherencia y maduracion
temprana del biofilm puede ser crucial para
prevenir  infecciones  asociadas a
dispositivos médicos y heridas crénicas.

El hecho de que P8.1 sea capaz de afectar
biofilms maduros sugiere una accién dual.
Por un lado, la disrupcién de la matriz
extracelular polimérica, favoreciendo la
penetracion del péptido en capas internas.
Por otro lado, la actividad bactericida
directa sobre células embebidas en la
matriz. En la practica clinica, este tipo de
actividad es sumamente deseable, ya que
los biofilms maduros suelen ser refractarios
a los tratamientos convencionales. En este
sentido, P8.1 podria superar limitaciones
de antibiéticos como meropenem, cuya
penetracion en la matriz del biofilm es

limitada.




Figura 3.1 Efecto de P8.1 sobre biofilms
preformados de P. aeruginosa M13513:
(A) Cuantificacion de biomasa total (cristal
violeta); (B) Viabilidad bacteriana (ensayo
MTT)

Interpretacion general

En conjunto, los resultados obtenidos
confirman que P8.1 relne caracteristicas
clave para ser considerado un candidato
prometedor en el tratamiento de
infecciones bacterianas dificiles,
particularmente aquellas asociadas a
biofiims y cepas multirresistentes. Su
espectro de accion frente a Gram positivas
y Gram negativas, su capacidad de inhibir
la formacién de biofilms a concentraciones
subinhibitorias y su eficacia frente a
biofilms maduros lo diferencian de muchos

antimicrobianos actuales. La sinergia

demostrada con meropenem podria tener
aplicaciones clinicas inmediatas,
especialmente en entornos hospitalarios
donde las infecciones por P. aeruginosa
resistentes a carbapenémicos representan
un desafio terapéutico. Este enfoque
combinado no solo podria mejorar la tasa
de éxito terapéutico, sino también
prolongar la vida util de antibiéticos que
actualmente se consideran en desuso

frente a cepas resistentes.

Conclusiones

El péptido sintético P8.1 demostrd
actividad antimicrobiana  frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Pseudomonas aeruginosa (PAO1 vy
M13513), con valores de CIM entre 64 y
256 pg/ml, incluso frente a cepas
multirresistentes productoras de
carbapenemasa KPC.

Los ensayos de cinética de muerte
confirmaron un efecto bactericida
rapido, y la combinacién de P8.1 con
meropenem evidencid una sinergia
significativa frente a P. aeruginosa
M13513, lo que sugiere su potencial
como agente terapéutico.

P8.1 inhibi6 la formacion de biofilms a
concentraciones subinhibitorias y redujo

de forma significativa la biomasa y
viabilidad bacteriana en biofilms
preformados, demostrando una accién

sobre la matriz extracelular
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1. Resumen.

El estrés posdestete en lechones,
caracteristico de los sistemas intensivos
de produccion porcina, induce
alteraciones intestinales asociadas al
cambio dietario, disbiosis y procesos
inflamatorios subclinicos que afectan
negativamente el rendimiento productivo.

En este trabajo se analizaron
parametros morfolégicos y funcionales en
intestino delgado y grueso de un cerdo de
35 dias,

estandarizacibn y  optimizacion de

mediante la  seleccion,
técnicas, con el objetivo de establecer
referencias para futuras intervenciones
con levaduras probidticas del género
Kluyveromyces.

Se evaluaron caracteristicas de las
vellosidades, criptas, células caliciformes
y mucus intestinal mediante tinciones
histolégicas convencionales y PAS-Alcian
Blue, y se caracterizé la glicosilacion del
mucus intestinal con lectinhistoquimica.
Ademas, se aplicé inmunofluorescencia

indirecta para detectar la proliferacion

epitelial (Ki-67) y la integridad de uniones
estrechas (Claudina-3).

Las técnicas seleccionadas
demostraron ser de utilidad para el
analisis histologico detallado de las
distintas estructuras del intestino delgado

y grueso en cerdos.

2. Introduccioén.

El sindrome de estrés posdestete
es un cuadro comun en los sistemas de
produccion porcina intensiva,
especialmente cuando el destete se
realiza a los 21 o 28 dias de edad. Este
proceso implica una transicion abrupta de
los lechones desde una dieta liquida
(leche materna) a una dieta solida,
sumado a la separacion de la madre y de
la camada, lo que genera un importante
desafio fisiolégico y conductual que
impacta negativamente en su salud y
productividad [1].

El cambio de dieta y el armado de
lotes, sumados a la susceptibilidad de los
lechones a infecciones entéricas,
favorecen la disbiosis de la microbiota

intestinal, el deterioro de la funcién de la



barrera epitelial y la inflamacién intestinal
[2], produciendo una atrofia transitoria de
las vellosidades, reduciendo de manera
directa la absorcion intestinal.

Estos cambios ocurren
principalmente entre los primeros 2-14
dias posdestete, que se corresponde al
momento de aparicion de diarreas y caida
de la ganancia diaria de peso durante la
etapa de recria, resultando en importantes
pérdidas econdmicas [4]. Dentro de los
agentes mas frecuentemente asociados a
diarrea en esta categoria se encuentran
Escherichia coli, rotavirus, coronavirus,
Cystoisospora suis y Cryptosporidium spp.
Todos ellos pueden actuar solos o en
infecciones mixtas [5].

El empleo de antibidticos en forma
preventiva para evitar infecciones
gastrointestinales frecuentes al destete
tiende a ser reemplazado debido al
enorme impacto que genera en la
aparicion de resistencia a los
antimicrobianos, lo que constituye una
amenaza para la salud humana y animal.

La utilizaciéon de probidticos como
promotores del crecimiento ha
demostrado ser una alternativa que
produce mejoras en el crecimiento y en el
indice de conversion de los cerdos [6]. En
nuestro grupo venimos evaluando la
administracion de levaduras probidticas de
la especie Kluyveromyces marxianus a
lechones al destete para inducir el

establecimiento de una microbiota

adecuada, redundando en menores tasas
de diarreas y mejor conversion del
alimento [7].

El analisis morfométrico puede ser
utilizado para evaluar la salud intestinal en
cerdos, con particular relevancia en la
identificacion de inflamaciéon crénica
intestinal de bajo grado. La importancia de
la caracterizacion de los procesos
microscopicos  relacionados con la
inflamacién crénica de bajo grado radica
en que el impacto negativo en la
performance productiva comienza mucho
antes de que las alteraciones sean
macroscopicamente identificables.

La altura de la vellosidad, la
profundidad de la cripta y la relacién
cripta:vellosidad son indicadoras de la
superficie de absorcion de nutrientes. Una
vellosidad mas alta favorece la capacidad
absorbente intestinal y una cripta mas
profunda indica una tasa de recambio
epitelial mas rapida. Otras alteraciones
microscopicas asociadas a la inflamacién
intestinal son la proliferacién  de
enterocitos y de células caliciformes y la
integridad de las uniones estrechas entre
las células epiteliales [2].

La capa de mucus de la superficie
epitelial es la primera linea de defensa
intestinal, siendo clave para mantener la
homeostasis y controlar la inflamacion [1].
Es producida por las células caliciformes y
se compone de una capa interna,

adherida al epitelio, que previene la



invasion bacteriana, y una externa, donde
las bacterias habitan. La capa de mucus
esta formada por una gran red polimérica
de mucinas O-glicosiladas, principalmente
compuestas por N-acetil-galactosamina
(Gal-NAc), N-acetil-glucosamina (GIcNAc),
fucosa (fuc), galactosa, manosa y acido
sidlico. Las mucinas también pueden ser
clasificadas en neutras, fucosiladas,
acidas sulfatadas o acidas sialiladas
[8][13]. Estas propiedades fisico-quimicas
de las mucinas pueden ser relevantes en
la adaptacion al postdestete. También
existe una relacion presumible entre la
cantidad de células caliciformes y la

produccién de mucus [10][13].

3. Objetivos.
Analizar los parametros
morfométricos y funcionales del intestino
delgado y grueso en la especie porcina.
Seleccionar, estandarizar y

optimizar técnicas histoldgicas,
histoquimicas e inmunohistoquimicas para
la evaluacion del intestino con el objetivo
de ser  utilizadas para  futuras
intervenciones con levaduras probioticas

del género Kluyveromyces.

4. Materiales y métodos.
4.1. Muestras
Se obtuvieron dos muestras de
ileon y cuatro de colon de un cerdo de 35
dias. Las muestras se fijaron en formol al
10 % durante 48 hs, se deshidrataron en

alcohol, se realizé el aclaramiento en xilol

e inclusion en parafina (taco identificado
como 1135/25). A partir de los bloques se
realizaron cortes histolégicos de 4 ym de
espesor con microtomo Leica Jung RM
2055. Sobre éstos cortes se aplicaron
distintas tinciones y técnicas, segun los
parametros a analizar. Las imagenes se
capturaron con maquina fotografica digital
Nikon DS-Fi1-U2 conectada a microscopio
Nikon Eclipse 50i (Japdn), se guardaron
en formato .jpg y se analizaron con

ImagedJ 1.54g.

4.2. Analisis de morfologia intestinal.

Se realiz6 la tincion de
hematoxilina & eosina (H&E) y se midio la
altura y ancho de 30 vellosidades y la
profundidad de 30 criptas del intestino
delgado y 30 criptas del intestino grueso
con objetivo 10x. En intestino delgado se
evalué la relacion cripta:vellosidad [3][8].
Se registraron  valores  promedios,
minimos y maximos, y desvios estandar

de las mediciones.

4.3. Inmunofluorescencia indirecta (IFI).

4.3.1  Proliferaciéon epitelial y
uniones estrechas.

Ki-67 es una proteina nuclear que
se expresa en todas las fases del ciclo
celular, con un pico en la fase M, utilizada
como biomarcador de proliferacion celular.
El anticuerpo anti-Ki-67 (SP6) es aplicable
mediante IFI en cortes de intestino

porcino, constituyendo una herramienta



util para el estudio de la proliferacion
epitelial [11].

Claudina-3 es una proteina
presente en uniones estrechas que tiene
relacion directa con la integridad del
recubrimiento epitelial. La lesion intestinal
estd asociada a cambios en estas
uniones, por lo que puede ser utilizada
como biomarcador de salud intestinal
[2](8].

Se realizaron 4 cortes en
portaobjetos  positivados, identificados
como “A” (Ki-67), “B” (Claudina-3) y “CN”
(control negativo). Se desparafinaron,
rehidrataron y se realizé la recuperacion
antigénica en olla a presién con buffer
citrato de sodio (pH 6), se realizd el
bloqueo de uniones inespecificas con
PBS-Suero de cabra 2 %, se incubaron
con 40 ul de anticuerpo primario anti-Ki-67
dilucion 1:200 para “A”, Anti-Claudin 3
antibody ab15102 diluciéon 1:100 para “B”
y buffer de bloqueo para “CN”. Los cortes
se incubaron toda la noche a 4°C. Se
lavaron e incubaron con 40 pl de
anticuerpo secundario Goat anti-Rabbit
IgG Alexa Fluor 488 dilucion 1:300, una
hora, en camara humeda y oscuridad.
Luego se lavaron (3’) y se aplico tincion
nuclear con DAPI (1 pg/ml) en medio de
montaje fluorescente. Las observaciones
se realizaron con microscopio de
fluorescencia Leica DM1000 y filtros de
excitacion/emisiéon de 475-493/503-533

nm (Alexa Fluor 488), observandose de

color verde y 385-400/450-465 nm
(DAPI), de color azul. Las imagenes se
tomaron con camara color para salida
trinocular MshOt modelo MSX2 con
conexion USB para uso con PC, para
campo claro y fluorescencia.

Se identific6 como positivas a las

estructuras que mostraron fluorescencia.

4.4. Analisis de glicosilacion intestinal.

Las técnicas de lectinhistoquimica
permiten estudiar la variacién en la
presentacion y distribucion de los hidratos
de carbono y sus efectos en la fisiologia
celular mediante la utilizacion de
glicoproteinas de naturaleza no inmune,
que tienen la propiedad de aglutinar
células o precipitar glicoconjugados [9]. La
lectina Concanavalina ensiformes (Con A)
tiene especificidad por manosa (-Man) y
glucosa (Glc), Glycine Max (SBA) tiene
especificidad por N-acetil-galactosamina
(Gal-NAc) y Ulex europeus (UEA-1) por
L-fucosa (L-fuc).

Se realizaron 3 cortes en
portaobjetos  positivados, identificados
como “Con A”, “SBA” y “UEA-1" y se les
realizd el método de
estreptavidina-biotina-peroxidasa: LSAB 2
HRP (DAKO, Co.,California, USA).

Se desparafinaron, rehidrataron y
se les inhibié la enzima peroxidasa
endogena. Se realizd el bloqueo de
uniones inespecificas con solucién de

albumina sérica bovina 1 % en PBS, se



incubo6 cada portaobjetos con 30 um/ml de
la lectina biotinilada correspondiente a su
rotulo, en camara humeda, toda la noche
a 4°C (Vectastain Elite, Vector Lab. Inc.,
Burlingane, CA, USA). Se incubaron con
el complejo estreptavidina-peroxidasa. Se
revelaron con solucion de DAB
(diaminobencidina) y se realizé una
coloracion de contraste con hematoxilina.
Se deshidrataron y montaron los cortes.
Las observaciones y fotografias se
realizaron  con
(objetivos 10x, 40x y 60x).

La reaccidn positiva fue reconocida

microscopio  Optico

por la presencia de una coloracion
pardo-dorada, de aspecto granular en el
citoplasma celular, o lineal a lo largo y en
la superficie de la membrana celular.

Se tomaron 10 medidas del
espesor del mucus con objetivo 60x para
cada técnica y seccion intestinal evaluada,
desde la superficie epitelial hasta la
superficie luminal. Se registraron valores
promedio, minimo y maximo y desvio
estandar.

Se clasificé a la marcacion positiva
seguln su ubicacion a nivel del glicocalix
(glicoproteina  relacionada con las
microvellosidades) de los enterocitos, en
el interior del citoplasma de las células
caliciformes, en la zona supranuclear de
las células epiteliales y en la lamina
propia. La evaluacién de la intensidad de
coloraciéon se categorizé en grados,

siendo grado O: sin color, grado 1: leve

intensidad de color, grado 2: moderada
intensidad de color y grado 3: fuerte
intensidad de color. La observacion fue
realizada por un operador utilizando los
objetivos 4x, 10x y 40x [2].

4.5. Técnica de Periodic Acid Schiff-Alcian
Blue (PAS-AB).

La naturaleza quimica de la
mucina en las células caliciformes puede
ser detectada por métodos histoquimicos
de tincion disenados para diferenciar
mucinas neutras de mucinas 4&cidas
sialiladas mediante la tincion de Periodic
Acid Schiff-Alcian Blue (PAS-AB). Las
mucinas neutras se colorean con Periodic
Acid Schiff (PAS) de color rojo y las acidas
sialladas con Alcian Blue (AB) de color
azul [10].

Se desparafing, rehidrato y tind un
corte con AB pH 2,5, se colocd en
solucion de acido peryddico 1 % 3 minutos
y en solucion reactivo de Schiff de
Coleman 5 minutos. Se realizé la
deshidratacion en alcohol, aclaramiento
en xilol y montaje. Las observaciones se
realizaron con  microscopio  Optico
(objetivos 10x y 40x).

Se midié la profundidad de 10
criptas del intestino delgado y 10 criptas
del intestino grueso con objetivo 40x. A
este mismo aumento, se contdé el numero
de células caliciformes por cripta en
ambas secciones del intestino grueso y en

10 vellosidades del intestino delgado,



afinidad

tintorial, células caliciformes PAS positivas

distinguiéndose, segiun su
(rojas) y PAS-AB positivas (purpura). Las
células caliciformes PAS-AB positivas se

clasificaron segun el patron de coloracion

purpura en patron difuso (coloracion
homogénea), patron  en  granulos
dispersos (coloracion granular
heterogénea) y patrébn de borde

(marcaciéon purpura en borde luminal o
basal de las células caliciformes).

Se cuantificd el numero de células
caliciformes con marcacion positiva por
milimetro de vellosidad y milimetro de
cripta, tanto en intestino delgado como en
intestino grueso.

Se registré el espesor del mucus
PAS-AB positivo en ambas secciones
intestinales, considerando el promedio de
10 medidas tomadas desde la superficie
epitelial hasta la superficie luminal, con

objetivo 60x.

5. Resultados y discusion.

5.1. Analisis de morfologia intestinal.

La altura promedio de Ilas
vellosidades fue de 359.21 ym y el ancho
promedio de 111.25 um. La profundidad
promedio de las criptas fue de 269.32 ym
en intestino delgado y de 463.92 ym en
relacion

intestino grueso. La cripta:

vellosidad fue de 1,3.

Tabla 1.

Altura vy

ancho de 30

vellosidades. Valores promedio, desvio

estandar, minimo (Min) y maximo (Max).

Objetivo 10x.

Valor Altura (um) Ancho (um)
Promedio 359.21 111.25
SD 70.16 18.68
Min 241.07 83.40
Max 541.89 157.61

Tabla 2. Profundidad de 30 criptas.

Valores

promedio,

desvio

estandar,

minimo (Min) y maximo (Max). Objetivo

10x.
Profundidad Intestino Intestino
(um) delgado grueso
Promedio 269.32 463.92
SD 68.06 79.89
Min 170.46 378.23
Max 469.23 672.05

Figura 1. H&E. Imagen representativa de

intestino delgado. Objetivo 10x.




Figura 2. H&E. Imagen representativa de

intestino grueso. Objetivo 10x.

5.2. Inmunofiluorescencia indirecta.

5.2.1 Proliferacion epitelial.

En intestino delgado se observo
una leve marcacion positiva a KI-67 en
lamina propia. En intestino grueso no se
observo fluorescencia.

Durante la optimizacion de la
técnica, se habia identificado marcacién
en criptas, células intraepiteliales, lamina
propia y tejido linfoide organizado. Las
diferencias podrian deberse a la edad del
animal o a variaciones en el tiempo de
almacenamiento de las muestras previo a

su analisis [11].

5.2.2 Uniones estrechas.

Tanto en intestino delgado como
en intestino grueso, se observé una leve
fluorescencia en las uniones entre las
células  epiteliales marcadas  con

Claudina-3.

Claudina-3.

Inmunofluorescencia. Imagen

Figura 3.

representativa de marcacion positiva en

intestino delgado. Objetivo 40x.

5.3. Andlisis de glicosilacion intestinal.

5.3.1 Concanavalina ensiformes
(Con A).

En intestino delgado se identifico
marcacion positiva en glicocalix de
intensidad moderada a severa (grado 2-3),
en zona supranuclear de células
epiteliales de intensidad moderada (grado
2) y en lamina propia de intensidad leve
(grado 1). La marcacion positiva se
identificd en las zonas mas superficiales
de los pliegues de la mucosa,
principalmente en proximidad a la luz
intestinal (Tabla 6).

En intestino grueso se identifico
coloracién pardo-dorada de intensidad
severa (grado 3) en glicocalix, células
epiteliales y en la totalidad del espesor de
la ldmina propia.

Las ceélulas caliciformes no

presentaron coloracién pardo-dorada en



ninguna de las secciones de intestino
(grado 0) (Tabla 7).

El espesor de la capa de mucus
marcado con Con-A fue el menor de los
registrados entre las técnicas de PAS-AB
y la lectinhistoquimica, lo que sugiere que
los glicidos manosa y glucosa se
encontraron en menor proporcion que la
N-acetil-galactosamina y L-fucosa en el
mucus intestinal de cerdos sanos de 35
dias, tanto en intestino delgado como en

intestino grueso (Tabla 3y 11).

Tabla 3. Con A. Valores promedio, desvio
estandar (SD), minimo (Min) y maximo
(Max) del espesor de la capa de mucus

del intestino delgado y grueso.

Espesor (um) Intestino Intestino
P H delgado grueso
Promedio 2.29 1.85
SD 0.834 0.832
Min 1.21 0.893
Max 3.48 3.38

Figura 5. Con-A. Imagen representativa de
marcacion positiva en intestino delgado.
Objetivo 40x.

Figura 6. Con-A. Imagen representativa de
marcacion positiva en intestino grueso.
Objetivo 40x.

5. 3. 2. Glycine Max (SBA).

Tanto en intestino delgado como
en intestino grueso se identificé marcacion
positiva en glicocalix y zona supranuclear
de células epiteliales de intensidad severa
(grado 3). La intensidad de coloracion
pardo-dorada en lamina propia aumentoé
desde el borde basal (grado 1) hacia la
superficie luminal (grado 2).

En intestino delgado, el patréon de
coloracion se evidencio en la zona de los
pliegues de la mucosa, donde las células
caliciformes presentaron variacién en la
intensidad de coloracion clasificandose en
grado 0, 1 y 2, sin un patron de
distribucion identificable. En intestino
grueso, las células caliciformes no
evidenciaron coloracién pardo-dorada
(grado 0) (Tabla6y 7).

En intestino delgado, el espesor de
la capa de mucus marcado con SBA fue el

mayor de los registrados entre las



técnicas de lectinhistoquimica y PAS-AB,
lo que sugiere que el glucido
predominante fue la

N-acetil-galactosamina (Tabla 4 y 11).

Tabla 4. SBA. Valores promedio, desvio
estandar (SD), minimo (Min) y maximo
(Max) del espesor de la capa de mucus

del intestino delgado y grueso.

Espesor (um) Intestino Intestino
P H delgado grueso
Promedio 4.59 3.00

SD 2.00 1.66
Min 2.24 1.00
Max 8.79 6.79

Figura 7. SBA. Imagen representativa de
marcacion positiva en intestino delgado.
Objetivo 40x.

Figura 8. SBA. Imagen representativa de
marcacion positiva en intestino grueso.
Objetivo 40x.

5. 3. 3. Ulex europeus (UEA-1).

En intestino delgado e intestino
grueso se identificd coloracién
pardo-dorada de intensidad severa en
glicocalix y zona supranuclear de células
epiteliales (grado 3).

La lamina propia mostré intensidad
de coloracion leve en intestino delgado
(grado 1). En intestino grueso se
reconocid6 un aumento de coloracion
desde el borde basal (grado 1) hacia la
superficie luminal (grado 2).

Las células caliciformes en
intestino delgado presentaron distintos
grados de intensidad de coloracién sin un
patrén de distribucion identificable (grado
0, 1, 2 y 3), con predominio de grado 3 en
las vellosidades. En intestino grueso se
identific6 gradacion del 1 al 3 con
predominio de intensidad de coloracion
moderada (grado 2).

El espesor de la capa de mucus

marcado con UEA-1 fue similar en



intestino delgado e intestino grueso,
siendo en éste ultimo el de mayor valor
entre las lectinas. Este resultado sugiere
que la L-fucosa esta presente en igual
proporcion en el mucus de ambas
secciones intestinales, y que, de los
O-glicanos evaluados, es el predominante

en el intestino grueso (Tabla 5y 11).

Tabla 5. UEA-1. Valores promedio, desvio
estandar (SD), minimo (Min) y maximo
(Max) del espesor de la capa de mucus

del intestino delgado y grueso.

Espesor (um) Intestino Intestino
P H delgado grueso
Promedio 3.51 3.58

SD 1.76 1.79
Min 1.31 1.72
Max 6.32 6.16

Figura 9. UEA-1. Imagen representativa

de marcacion

positiva

delgado. Objetivo 40x.

intestino

Figura 10. UEA-1. Imagen representativa
de marcacion positiva en intestino grueso.
Objetivo 40x.

Bioquimicamente, estos resultados
indican que, tanto en intestino delgado
como en intestino grueso, el glicocalix y la
zona supranuclear de los enterocitos
normales expresan abundantes residuos
de carbohidratos manosa (-Man), Glucosa
(Glc), N-acetil-galactosamina (Gal-NAc) y
L-fucosa (L-fuc).

En el citoplasma de las células
caliciformes y en el mucus intestinal existe
una variacion en los O-glicanos
predominantes segun las distintas
secciones de intestino y la proximidad a la

luz del 6rgano (Tabla 6, 7 y 11).

5.4. Técnica de Periodic Acid Schiff-Alcian
Blue (PAS-AB).

Las distintas secciones intestinales
mostraron diferencias en cantidad vy
calidad de marcacion positiva a PAS-AB
en las células caliciformes.

La coloracion roja (PAS positiva)

de las mucinas neutras se identificod en el
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8,7 % de las células caliciformes de las
criptas del intestino grueso; en el 6 % de
las criptas del intestino delgado; y en el
1,8 % de las vellosidades del intestino
delgado.

A las PAS-AB

positivas, formadas tanto por mucinas

estructuras

neutras como mucinas acido sialiladas, se
las clasificd, segun la distribucion de la
coloracién purpura, en distintos patrones
(Tabla 8,9y 10).

El patron difuso, donde |Ia
coloracién purpura fue homogénea, se
identificd en el 6,8 % y 27 % de las células
caliciformes de las criptas del intestino
grueso e intestino delgado,
respectivamente. En vellosidades, este
patron fue reconocido en el 39,5 % de las
células coloreadas.

El patron en granulos dispersos de
color purpura se identificé en el 78% de
las células caliciformes presentes en las
criptas de intestino grueso; en el 46 % de
las de intestino delgado y en el 37,7 % de
las de las vellosidades.

Las células productoras de moco
que mostraron un patrén de borde, con
coloracion purpura en el borde luminal o
basal, corresponden al 6 % de las
presentes en las criptas del intestino
grueso y al 20 % tanto de las criptas como
de las vellosidades del intestino delgado.

En cuanto al predominio segun la
seccion intestinal y estructura evaluada,

en las criptas del intestino grueso la

mayoria de las células caliciformes
PAS-AB positivas mostraron un patrén en
granulos dispersos (78 %). Desde la base
hacia la superficie de la cripta, se
acrecentd el porcentaje de las células
marcadas con este tipo de patron. El
patron difuso, de borde y las células color
rojo pudieron identificarse principalmente
en la base de las criptas.

En el intestino delgado, las criptas
también mostraron un predominio de
células PAS-AB positivas con patron en
granulos dispersos (46 %). En las
vellosidades, el patron en granulos
dispersos y el patrén difuso se identifico
en la mayoria de las células caliciformes
(37,7 % y 39,5 %, respectivamente).

El 94,4 % de la totalidad de las
células coloreadas fueron identificadas de
(PAS-AB

independientemente del patron, lo que

color  purpura positivas),
indica la presencia de mucinas neutras y
acidas sialiladas. Todas mostraron
marcacion positiva a PAS, lo que
bioguimicamente demuestra la presencia
de mucinas neutras en el interior de todas
las células caliciformes coloreadas. No se
reconocieron células caliciformes sin
colorear ni de color azul (AB positivas).

En el registro del numero de
células caliciformes por milimetro de
criptas y de vellosidades, los valores
fueron mayores a los documentados en el
intestino delgado (ileon) de cerdos de 21

dias suplementados con pectinas y sus
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controles [3]. En las vellosidades se
registraron 61 células caliciformes por
milimetro (CC/mm), en las criptas de
intestino delgado 62 CC/mm y en las
criptas de intestino grueso mas de 125
CC/mm, ya que la superposicion de
células caliciformes no permitié un conteo
exacto de las mismas (Figura 12). Esta
variacién podria deberse a la edad y
nutricion de los animales evaluados, entre
otros factores [13].

El espesor de la capa mucosa en
las distintas secciones intestinales mostro
valores similares o mayores a los
observados en la marcacién con las
distintas lectinas, siendo el valor promedio
de 3.58 um en intestino delgado (SD
1.815) y de 4.08 ym en intestino grueso
(SD 2.82) (Tabla 11).

Figura 11. PAS-AB. Imagen representativa
de marcacién positiva en superficie de

criptas del intestino grueso. Objetivo 40x.

Figura 12. PAS-AB. Imagen representativa
de marcacion positiva en base de criptas

del intestino grueso. Objetivo 40x.

Figura 13. PAS-AB. Imagen representativa
de marcacion positiva en criptas del

intestino delgado. Objetivo 40x.

Figura 14. PAS-AB. Imagen representativa
de marcacion positiva en vellosidades del

intestino delgado. Objetivo 40x.
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Figura 15. PAS-AB. Imagen representativa
de marcacion positiva en capa mucosa del

intestino grueso. Objetivo 40x.

Figura 16. PAS-AB. Imagen representativa
de marcacion positiva en capa mucosa del

intestino delgado. Objetivo 40x.

Tabla 6. Lectinhistoquimica. Gradacion de
marcacion positiva a Con-A, SBA vy
UEA-1 segun ubicacion histologica e
intensidad de coloracion (0-3) en intestino

delgado®.

Tabla 7. Lectinhistoquimica. Gradacion de
marcacion positiva a Con-A, SBA y UEA-1
segun ubicacion histolégica e intensidad de

coloracion (0-3) en intestino grueso®.

*En las estructuras donde la gradacion tomé mas
de un valor (0-3), se consider6 al grado de
intensidad de coloraciéon predominante para el
armado de las tablas. En el caso de no predominar
ningun grado de intensidad de coloracion, se

considero al valor mas alto.
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Tabla 8. PAS-AB. Vellosidad intestinal.

Conteo y clasificacion de células
caliciformes segun afinidad tintorial vy

patrén de coloracion.

Tabla 9. PAS-AB. Criptas de intestino
delgado. Conteo y clasificacion de células
caliciformes segun afinidad tintorial y

patrén de coloracion.

Tabla 10. PAS-AB. Criptas de intestino
grueso. Conteo y clasificacion de células
caliciformes segun afinidad tintorial y

patrén de coloracion.

Tabla 11. Lectinhistoquimica. PAS-AB.
Espesor promedio de la capa de mucus
(um) en intestino delgado e intestino
grueso. Valor promedio entre las distintas

técnicas.

6. Conclusiones.
El estrés posdestete induce
alteraciones intestinales asociadas al
cambio dietario, disbiosis y procesos
inflamatorios subclinicos que afectan
negativamente el rendimiento productivo.
En este trabajo se realizo el
analisis morfométrico y funcional del
técnicas

intestino sano mediante

histoldgicas, histoquimicas e
inmunohistoquimicas en un cerdo de 35
dias, con el objetivo que sea una
referencia para futuras intervenciones con
probidticos de la especie Kluyveromyces
marxianus.

Se seleccionaron softwares vy
técnicas para la evaluacion de
vellosidades y criptas mediante tinciones
histolégicas convencionales.

La tincion de PAS-AB permitio la

cuantificacién y clasificacion de las células
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caliciformes segun su patréon de
coloracién, asi como también permitié la
evaluacion de la capa de mucus en los
diferentes segmentos intestinales. Se
caracterizo la composicion de O-glicanos
mediante lectinhistoquimica en el mucus,
las células caliciformes, las células
epiteliales y la lamina propia, evaluando la
intensidad de la coloracion pardo-dorada
segun la lectina utilizada (Con-A, SBA,
UEA-1).

El espesor de la capa de mucus se
comparé entre las técnicas PAS-AB vy
lectinhistoquimica. Los resultado indican
que, en intestino delgado, el mucus esta
predominantemente compuesto por
N-acetil-galactosamina, en igual
proporcion por L-fucosa y la sumatoria de
mucinas neutras y acidas sialiladas, y en
menor medida por manosa y glucosa. En
la composicion del mucus del intestino
grueso predominaria la sumatoria de
mucinas neutras y acidas sialiladas,

seguida en orden decreciente por los

O-glicanos L-fucosa,
N-acetil-galactosamina, manosa y
glucosa.

Mediante inmunofluorescencia

indirecta se evalud la proliferacion epitelial
(Ki-67) y la integridad de las uniones
estrechas (Claudina-3), demostrando que
estas técnicas resultan aplicables para el
estudio de los efectos del estrés

posdestete.

Se seleccionaron, estandarizaron y
optimizaron técnicas orientadas al analisis
del potencial de las levaduras del género
Kluyveromyces en la prevencion de la
disbiosis intestinal, con el objetivo de
reducir la incidencia de diarreas y mejorar
la conversion alimenticia en lechones al

momento del destete.
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Resumen

El crecimiento adecuado durante la internacién neonatal es un objetivo clinico fundamental
en el cuidado de los recién nacidos prematuros de alto riesgo. La nutriciébn temprana y con
volimenes altos de Leche Humana (LH) son practicas de alto impacto y previenen
complicaciones asociadas a la prematurez. Objetivo: evaluar las practicas nutricionales y el

crecimiento durante la internacidbn neonatal. Materiales y métodos: nifios nacidos

SUHPDWXURV FRQ HGDG JHVWDFLRQDO (* 7 VHPDQDV \ SHVR

del 01/9/2023 al 01/9/2024. Variables: perinatales, morbilidades, alimentaciéon parenteral
(APT) y enteral (AE). Disefio descriptivo de corte transversal. Resultados: se incluyeron 58
neonatos, los promedios al nacer: EG 29,8 £1.8 sem, PN 1233 £206 g. Bajo peso 12%. DBP
45%, Sepsis tardia 36%, HIV y ROP 22%. Dias de internacion: 81 + 43,8 d. Variables
nutricionales (medias) Ayuno: 7 + 8,5 d, frecuencia de suspension 1,8 + 1,4. APT: 21 + 16 d.
Alimentacion Enteral (AE) (medias): edad inicio 1 + 2 d, 91% con férmula lactea. Iniciaron
con LH alos 6 + 5,6 d. Alcanzaron un volumen de 100 ml/kg/dia a los 14 + 9,3 d. Durante la
internacién 95% de los nifios recibieron LH con un volumen ingerido 2270 ml. Uso de
fortificadores 15%. Al egreso el 38% tuvo bajo peso. Conclusiones: los elevados dias de
ayuno y el retraso para incrementar el volumen enteral, explicaria el uso prolongado de APT
y la sepsis tardia registrada. El uso de LH si bien fue elevado, la incorporacion de
fortificadores fue insuficiente. La prevalencia de desnutricion postnatal al egreso fue alta. Es
un desafio sistematizar las practicas nutricionales en esta Unidad y mejorar asi los

resultados de crecimiento en este grupo de alto riesgo.

Palabras clave: recién nacido prematuro, leche humana, crecimiento.




Introduccién

La prematurez constituye uno de los
principales problemas de salud publica en
el mundo: la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) la define como el nacimiento
antes de las 37 semanas de gestacion, y
clasifica a los prematuros extremos (22 +
27,6 semanas), muy prematuros (28 31,6
semanas) y moderados o tardios (32 36,6
semanas) (OMS, 2023). En Argentina, en
2023, la tasa de prematurez fue del 9,4%
sobre 460.902 nacidos vivos, con valores
mas elevados en algunas provincias como
(12,5%)
Estadisticas e Informacién en Salud,
2023).

Tucuman (Direccion de

Los recién nacidos con edad gestacional

largo plazo (Embleton, Pang, & Cooke,
2001; Lapillonne & Griffin, 2013). La
Academia Americana de Pediatria
recomienda que la tasa de crecimiento
posnatal y la composicidn de la ganancia
de peso en prematuros se asemejen lo
mas posible a la de un feto de igual edad
gestacional, con el fin de prevenir la
RCEU y sus consecuencias (American
Academy of Pediatrics Committee on

Nutrition, 2019).

Las préacticas nutricionales en la unidad

neonatal 2 alimentacion parenteral,
alimentacién enteral (con leche humana o
férmula), uso de fortificadores y manejo
del ayuno 2 son determinantes para lograr
estos objetivos (Senterre, Rigo, &

Lapillonne, 2014). También, la provisién

" VHPDQDV \ SHVR DO QD F Hgmnpana dg nutrientes es clave, la

(muy bajo peso al nacer, MBPN)
presentan un riesgo particularmente alto
de restriccion de crecimiento extrauterino
(RCEU) debido a su inmadurez fisiologica,
mayor vulnerabilidad a enfermedades y
elevada probabilidad de sufrir déficits
nutricionales acumulativos durante la
internacion (Ong et al., 2015; Rochow,
Landau-Crangle, & Fusch, 2013). EIl
crecimiento  adecuado durante la
internacién neonatal es un obijetivo clinico
fundamental en el cuidado de los recién
nacidos prematuros de alto riesgo, ya que
impacta directamente en la sobrevida, la

morbilidad y el desarrollo neurolégico a

evidencia demuestra que el inicio precoz
de la alimentacién enteral con leche
humana (LH), en volimenes suficientes y
de forma sostenida, es una estrategia de
alto impacto que reduce la incidencia de
sepsis tardia, enterocolitis necrotizante y
otras complicaciones asociadas a la
prematurez (Dinerstein et al.,, 2006a;
Morgan, Young, & McGuire, 2013). Un
estudio argentino en MBPN mostré6 que
iniciar nutricion enteral minima exclusiva
con LH dentro de las primeras 24 horas y
mantenerla al menos 28 dias se asoci6 a
una reduccion significativa de la sepsis

tardia, con un punto de corte de 40 mL/kg




en la primera semana para maximizar este
beneficio (Dinerstein et al., 2006b).

La lactancia materna ofrece beneficios
nutricionales, gastrointestinales,
inmunolégicos, psicomotores y
neuromadurativos (Oddy, 2017; Victora et
al., 2016) entre otros y se recomienda
como primera opcion en la alimentacion
de prematuros (ESPGHAN Committee on
2010). Sin

Argentina, cuanto menor es el peso al

Nutrition, embargo, en
nacer, menor es la proporcion de nifios
gue inician lactancia materna (Ministerio
de Salud de la Nacién Argentina, 2021).
Ademas, para

cubrir los altos

requerimientos de energia, proteinas,
calcio y fésforo en los prematuros de muy
bajo peso, la LH suele requerir fortificacion
con sustancias especiales de origen
animal llamadas fortificadores (Arslanoglu,
2019). EIl

2 idealmente

Moro, & Ziegler, uso de

fortificadores iniciados al

alcanzar un volumen enteral de 100 #120

mL/kg/dia2 contribuye a mejorar el
crecimiento y la composicién corporal sin
aumentar la morbilidad (Kuschel &

Harding, 2004).

La cantidad total de leche recibida durante
la internacion es otro factor determinante
GHO FUHFLPLHQWR
mL/kg/dia de LH se han asociado con
mejores resultados en el indice de
desarrollo mental a los 18 meses de edad

corregida, tal como lo evidenci6é Vohr et al.

(2006), documentaron  un

incremento de 5,3 puntos en la Escala de

quienes

Bayley en prematuros extremos expuestos
a estos volumenes en la UCIN (Vohr et al.,
2006).

En este contexto, la evaluacion detallada
de las préacticas nutricionales y su impacto
en el crecimiento durante la internacion en
prematuros de alto riesgo es esencial para
identificar oportunidades de mejora. El
presente estudio describe préacticas
realizadas, mide crecimiento y analiza el
mismo desde el ingreso y determina el

estado nutricional al egreso neonatal.
Objetivo general

Evaluar las préacticas nutricionales y el

crecimiento durante la internacion
neonatal en recién nacidos prematuros
FRQ (* 7 VHPDQDV \ 31

una Unidad Neonatal de Alta Complejidad.
Obijetivos especificos

x Caracterizar variables perinatales y
morbilidades.

x Describir las practicas nutricionales
implementadas.

x Evaluar la evolucion del

crecimiento durante la internacién

9RO ~P HQH Yasta el alta.

Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte

transversal. La  poblacion estuvo

J



compuesta por 58 recién nacidos

Variables estudiadas:

SUHPDWXURV FRQ HGDG JHVWDFLRQDO ”

VHPDQDV \ SHVR DO QDFHU

internados entre 01/09/2023 y 01/09/2024
en la Unidad Neonatal de Alta
Complejidad del Instituto de Maternidad y
Ginecologia Nuestra Sefiora de las
Mercedes, en la provincia de Tucuman,
Argentina. Se excluyeron los pacientes:
derivados a otra institucion antes de las 40
semanas, con diagnostico de
malformaciones congénitas al momento
del alta, sindromes genéticos y los

fallecidos.

Se recolectaron los datos perinatales y
morbilidades de la historia clinica
neonatal. Las variables nutricionales
durante la internacidbn se registraron
diariamente en una planilla confeccionada
para este estudio. El crecimiento se
evalu6 mediante controles de peso,
longitud y perimetro cefélico al nacer, a
los 28 dias, 36 semanas y al egreso,
utilizando técnicas antropométricas
estandar. Se aplicaron las curvas de
Fenton hasta la semana 50 y a
continuacién las curvas de la OMS. El
célculo del Score Z se efectué con los
programas excell de Fenton y Anthro de
OMS. Toda la informacién recolectada fue
transferida a una base de datos en
Microsoft Excel disefiada para este
estudio, sobre la cual se realizaron los

célculos estadisticos pertinentes.

. X Perirhatales: Sexo: femenino/

masculino. Peso al nacer: en
gramos. EG al nacer: en semanas;
maduraciéon pulmonar completa:
no/ si; neuroproteccién con sulfato
de magnesio: si/ no; dias de
internacion  totales. Via de
finalizacién del embarazo; y causa
de finalizacion.

Morbilidades: presencia o ausencia
de: displasia  broncopulmonar
(DBP); retinopatia del prematuro
(ROP); hemorragia intraventricular
(HIV); sepsis confirmada;
enterocolitis necrosante (NEC);
cirugia abdominal.

Alimentacion Enteral (AE): dia de
vida en el que inicia AE; dia de
vida que inicia LH; dia de vida en
el que inicia Férmula (LPP); dia en
el que alcanza los 100 ml/kg/dia;
volumen total de LH ingerido.
Alimentacion Parenteral (APT):
edad de inicio en dias; dias totales
de APT.

Ayuno: dias de ayuno; frecuencia
de suspension; motivo del ayuno.
Fortificacion: uso de fortificadores:
si/no; dias de uso; edad de inicio;
volumen de inicio.

Crecimiento: peso en gramos,
longitud y perimetro cefalico en
centimetros. Se valor6 cada

variable en: adecuado, bajo o alto.




Consideraciones éticas: este trabajo fue
autorizado por el Comité y la
Direccion del Instituto de Maternidad. Los
padres firmaron un consentimiento
informado presentado y aprobado por

Comité de Docencia e Investigacion.
Resultados

La poblacion total fue de 58 nifios
prematuros. En cuanto antecedentes
corticoides

perinatales: recibieron

Graéfico I: Distribucion de Morbilidades

completos prenatales el 72% vy
neuroproteccion con sulfato de magnesio
81%. La finalizacion del embarazo fue por
cesarea el 81%, la HTA fue causa mas
frecuente (36%) mientras que la Infeccién

Urinaria se presentd en un 16%.

El 52% fueron de sexo masculino, la EG
media fue 30 semanas + 1.8 y el peso al
nacer de 1233 g + 206. El promedio de

dias de internacioén fue 81 dias *+ 43,8.

estudiadas en la poblacion. (n  58)

Las morbilidades mas frecuentes fueron la DBP con una frecuencia del 45% y la Sepsis

tardia se presentd en un 36%. La HIV fue detectada en el 22% de la poblacién y

la Retinopatia del Prematuro (ROP) estuvo presente en un 7%. Otras morbilidades, como la

Enterocolitis necrotizante (NEC) y la Cirugia Abdominal, tuvieron una menor prevalencia.




Grafico II: Tipo de leche con el que ini

cia la Alimentacion Enteral. (n  58)

El 91% de los pacientes inicié la alimentacion enteral con LPP (formula lactea liquida de

prematuros), el 7% con LH y el 3% con una combinacion de ambos tipos.

Tabla I: Dias de vida de inicio y

duracion de los distintos tipos  de
alimentacién. (n58)
Tipo de Dia de Dias
alimentacion inicio totales
(Media)
Alimentacion 0+£0,3 21+ 16
Parenteral
Alimentacion 1+2 75 + 41
Enteral
Alimentacion 6+56 |22+175
Enteral con LH
Alimentacion 2+6,8 54 + 41

Enteral con LPP

LH: leche humana; LPP: leche para

prematuros (formula lactea liquida).

En la cohorte estudiada, la nutricién
parenteral se instaur6 desde el

nacimiento, con una duracién de 21 dias.

La alimentacion enteral (AE) se inici6 al 1°
+ 2 dias de vida, el 81% recibi®6 AE entre
las primeras horas de vida y durante el 1°
dia de vida. El tipo de leche administrada
para iniciar su alimentacion fue LPP
(93%). Iniciaron con LH al 6° dia en

promedio

El promedio de dias de LH fraccionada fue
de 22 dias y la cantidad de dias de LH
total recibida contemplando los dias de

amamantamiento fue de 32 dias

El promedio de dias de uso de férmula

lactea fue de 54 dias de administracion.




Tabla II: Volimenes de leche

suministrados durante la internacion

(n58)

Volimenes Media
Alcanzaron 100 14d +9,3
ml/kg/dia
Volumen total de LH 2270 ml

2722
Volumen por dia de LH 76 ml £ 57

Los pacientes alcanzaron un volumen
enteral de 100 ml/kg/dia a los 14 + 9,3
dias de vida. El volumen total de LH
recibido durante la internaciébn fue en
promedio de 2270 ml por paciente, lo que
equivale a un aporte medio diario de 76
ml/kg teniendo en cuenta que la media de

internacion fue 81 dias.

Tabla lll: Uso de fortificadores en la

Leche Humana administrada. (n9)

Caracteristicas de Fortificacion Valor

Volumen de inicio (ml/kg) 133+51
Edad de inicio 19d £ 10
Dias de uso 12d £ 12

El 15% de los pacientes (n = 9) recibié
fortificacion de la leche humana durante la
internacién. El volumen enteral promedio
al momento de iniciar la fortificacién fue de
133 mL/kg, con una edad media de inicio
de 19 dias de vida. La duracién promedio

del uso de fortificadores fue de 12 dias.

Tabla IV: Caracteristicas del ayuno

durante la internacion. (n52)

Caracteristicas del Ayuno | Valor

Dias totales de ayuno 7d +8,6

Frecuencia de suspension | 2+ 1,4

Dias devidade 1°ayuno | 5d+6

El 90% tuvo ayuno durante la internacién
y el promedio fue de 7 dias, con una
frecuencia de suspension de la
alimentacioén por paciente de 2d + 1,4. El
primer episodio de ayuno se produjo en
promedio a los 5 + 6 dias de vida. Solo 6

nifios (10%) no fueron D\XQDGRYV




Gréfico lll: Causas de Indicacién de ayuno. (n52)

En el 35% de los casos el ayuno estuvo indicado por vomitos y distension abdominal, 23%
por sepsis, 17% por demora en el inicio de la alimentaciéon y 11% sin diagndstico descripto.
Otras causas halladas: débito bilioso, débito por sonda oro/nasogastrica, neumotdrax (NTX)

y ductus arterioso persistente (DAP) representaron el 13% restante.

Gréfico IV: Progresion del estado nutricional segun percentiles de peso para la edad

gestacional durante la internacién. (n 58)

En el momento del nacimiento, el 81% de los nifios tuvieron peso adecuado, 12% bajo peso

al nacer y 7% tenian alto peso. A los 28 dias y a las 36 semanas se observé un incremento




notable de la proporcion de bajo peso. Al egreso se evidencié una recuperacion

antropomeétrica resultando 60% con peso adecuado y un 38% con bajo peso.

Tabla IV: Medic iones antropométricas
segun Pz para Longitud y Perimetro

cefélico. (n51)

PERIMETRO

LONGITUD CEFALICO

Nacimiento| Alta [ Nacimiento| Alta

Adecuado 94% 59% 94% 82%

Bajo 6% 41% 2% 13%

Alto - - 4% 5%

Al nacimiento 94% presenté valores
adecuados de longitud y perimetro
cefdlico. Al egreso estos valores
disminuyeron a 59% y 82%
respectivamente. Egresaron con baja

longitud 41% y perimetro cefalico 13%

Al alta la alimentacion fue mixta (férmula
+LH) 46%, LH exclusiva 3% y Formula
exclusiva 50%. De los pacientes con
alimentaciéon mixta el 50 % recibi6 un

volumen menor a 100 mi/kg/dia.
Discusién

La poblacién estudiada presenté una alta
frecuencia de morbilidades, DBP 45% vy
Sepsis 36% que podrian también estar
relacionada con las practicas de
alimentacién en este grupo de alto riesgo

(Bancalari & Hoyos, 2025).

La nutricion parenteral se inicio
practicamente al dia 0 de vida lo que
cumple con las indicaciones de los
protocolos de alimentacion en nifios de
alto riesgo para evitar el catabolismo, al
reducir la pérdida neta de nutrientes
cuando el nacimiento es prematuro
(Hoyos & Neu, 2025). La APT se mantuvo
por tiempo prolongado segun las
recomendaciones dado que no se deberia
superar los 14 dias de vida (Hoyos & Neu,
2025).

La alimentacién enteral comenzé al dia
1° de vida, lo que sugiere una estrategia
de inicio de alimentacion adecuada Yy

Optima (Hoyos, 2025a).

En cuanto al tipo de leche que se utilizé
al inicio fue predominante la férmula
lactea liquida para prematuros en el 91%
de los casos. Es importante mencionar
que la Institucion donde nacen estos nifios
no tiene Banco de Leche humana para
proveer desde el inicio LH y tampoco
cuenta con Protocolo de calostroterapia.
Esto justifica segun la evidencia el inicio
de AE con formula lactea en esta
poblacion (Hoyos, 2025b).

Se inici6 alimentacion con LH més
tardiamente al 6° dia de vida por lo cual
se deberia investigar las causas de las

demoras en la incorporacién luego del




segundo o tercer dia de vida. Se
considera que toda mujer clinicamente
estable podria realizar extraccion de LH
en Centro de Lactancia en forma
organizada luego del 2° dia para proveer
de leche a su recién nacido en
neonatologia. Meier y col estudiaron la
produccién de leche humana durante la
internaciébn neonatal concluyendo que
realizar extracciones frecuentes de 5
veces 0 mas por dia y sostenidas durante
las 2 semanas posterior al nacimiento
seria  una de las estrategias que
garantizarian la lactancia materna con un
mayor volumen durante la internaciéon
neonatal y Iluego facilitaria que se
sostuviera la lactancia hasta los 6 meses
de edad corregida (Hoban et al., 2018;
Meier et al., 2016).

En relacibn a los dias de vida que
alcanzaron los 100 ml/kg/dia se evidencio
gue lo lograron en forma retrasada a los
14 + 9,3 dias. Esto demuestra la falta de
incremento de volumen enteral en forma
sistematica y consistente. Segun la
bibliografia (Brandon et al., 2025; Hoyos,
2025b) solo los prematuros pequefios (<
12509) luego de una etapa inicial trofica
estaria justificado avanzar a velocidades
enterales mas cautelosas mientras que los
mayores deberian progresar a 30-40
ml/kg/dia hasta alcanzar la alimentacién
enteral completa entre el 7° y 10° dia de
vida con un volumen entre 180-200

ml/kg/dia. Con estas practicas se

HYLGHQFLDURQ HQ SUHPDWXURYV 7

gue recibieron nutricibn enteral mas
celera menor riesgo de DBP y menor
duracién de la hospitalizacion (Brandon et
al., 2025).

El volumen total medio de LH durante la
internacion fue 2270 + 2722 mL por
paciente , equivalente a 76 + 57 mL/dia
cuando se considera la estadia media.
Esta cifra sugiere un aporte de volumen
de LH de moderado -bajo durante la
internacion (Vohr et al, 2006). Esto
podria relacionarse con la demora del
inicio con LH y a la baja frecuencia de
extracciones de LH por dia (2
extracciones/dia) como también podria
relacionarse con las multiples
interrupciones alimentarias (Hoyos & Neu,
2025). Cabe destacar que esta poblaciéon
recibi6 LH el 40% de su estadia en
promedio si incluimos la LH ofrecida por

amamantamiento.

Solo el 15% de los pacientes recibio
fortificacion de LH lo cual es insuficiente e
inefectivo en un grupo de alto riesgo
(Hoyos, 2025a), dada la necesidad de
cubrir la demanda energética en especial
cuando se quiere alimentar a estos nifios

con LH la misma debe estar fortificada.

Al egreso la alimentacibn con LH
exclusiva y la forma mixta (LH y férmula)
fue elevada (50%) lo cual es altamente

satisfactorio para una poblaciéon de alto




riesgo neonatal. Es destacable en las
formas mixtas que el 50% de estos
pacientes se fueron  consumiendo
volimenes bajos de formula lactea (menor
a 100 ml/kg) lo cual en forma indirecta
marca la predominancia de la lactancia

materna

El ayuno fue muy frecuente, el 90% de los
pacientes tuvo al menos un episodio. Las
causas predominantes fueron
vomitos/distension (35%) y sepsis
(23%). Estas interrupciones reiteradas

podrian relacionarse con el retraso y
progreso del volumen enteral y también
favorecer la restriccidbn de crecimiento

extrauterino (RCEU). Reducir ayunos no
estrictamente indicados y protocolizar el
reinicio precoz tras eventos clinicos
controlados serian practicas de mejora a

implementar.

La progresion del estado nutricional

mostr6 un  deterioro respecto del
nacimiento, naciendo con peso adecuado
el 81% mientras que al egreso fueron solo
60%. Se evidenci6 incremento del bajo

peso al 38% al alta. De manera similar
ocurrio con las medidas de longitud (41%)

y perimetro cefalico (13%) al alta.

La RCEU elevada al egreso como
diagnostico en esta poblacion requiere de
un abordaje mediato en busqueda de

intervenciones que puedan sostenerse en

el tiempo y asegurar un crecimiento

neonatal 6ptimo.
Conclusion

Es relevante en esta poblacion de alto
riesgo detectar como fortaleza el inicio
adecuado de la APT al nacer y la
incorporacion de la alimentacion enteral
en el 1° dia de vida.

Emerge como la principal oportunidad de
mejora la necesidad de plantear la
elaboracion e implementacion de un
protocolo estandarizado de alimentacion
parenteral y enteral, centrado en los
elementos que contienen la APT y el
mayor volumen de LH vy la
fortificacion requerida.

Lograr una tasa de lactancia materna al
alta de 50% es un desafio destacado en

una poblacién tan vulnerable

Aplicar un protocolo sistematizado
disminuiria la alta prevalencia de
desnutricion postnatal al egreso
observado en la poblacién de estudio y asi
se podrian mejorar los resultados de
crecimiento en un grupo de alto riesgo
favoreciendo el desarrollo neurolégico

futuro.

—_
—_—
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RESUMEN

Antecedentes: EI microambiente tumoral (MAT) consiste en un entorno remodelado con
cambios fenotipicos en las células estromales e inmunes, asi como modificaciones
estructurales de la matriz extracelular (MEC) que generan, desde estadios tempranos, un
nicho propicio para el crecimiento de las células tumorales. La quimioterapia metronémica
(QTM) con ciclofosfamida (CY) y el farmaco reposicionado losartan (LOS), representa un
nuevo esquema terapéutico para el tratamiento del cancer de mama murino triple negativo.
Objetivo y modelo experimental: Evaluar la eficacia de la QTM y su efecto sobre el MAT,
desafiando ratones BALB/c con el adenocarcinoma de mama murino triple negativo M234-p y

evaluando las condiciones del MAT antes y durante el tratamiento.

Resultados: Observamos que CY y LOS modifican y restauran las condiciones del MAT que
contribuyen a limitar el crecimiento y desarrollo de las células tumorales mediante: la
reduccién de la mitosis (MT) y de células tumorales Ki-67*, una actividad tumoricida mejorada
y aumentada de granulocitos eosinoéfilos (Eo) y linfocitos T CD8*, una MEC con menos hipoxia
y fibrosis, reducida actividad inmunosupresora, una polarizacion modulada de los macréfagos
de M2 a M1 y disminucién del procesos de mimetismo vascular. Ademas, se observaron

efectos adversos minimos o nulos, junto con una mayor supervivencia.

Conclusién: El tratamiento metronémico con CY+LOS modifica el MAT de tal manera que
reduce el crecimiento tumoral, aumenta las tasas de supervivencia y con ausencia de

toxicidad, resultando en una buena calidad de vida para los animales tratados.

Palabras clave: Microambiente tumoral, Eosinéfilos, Quimioterapia metrondmica.




INTRODUCCION

El adenocarcinoma mamario murino
triple negativo M234-p es un tumor de
origen espontaneo en la linea de ratones
BALB/c-IGE el cual, estudiado in vivo,
permite investigar las condiciones del MAT,
un entorno caracterizado por una variedad
de componentes celulares y estructurales
de la MEC, que contribuyen a que las
células tumorales adquieran resistencia a
la quimioterapia, capacidad invasiva y
propiedades metastasicas. El tratamiento
metronémico con CY y LOS consiste en un
esquema de administracion frecuente de
farmacos a bajas dosis de forma crdnica,
sin intervalos prolongados de descanso
(Scharovsky O. et al., 2020; Petrucci G. et
al., 2024), lo que ha mostrado resultados
favorables en el tratamiento de tumores
mamarios murinos triples negativos, con
una mayor tolerancia observada en los
animales tratados y modificaciones en el
MAT hacia un entorno anti- tumoral
(Mainetti L. et al., 2020). Ademas, la fase
inflamatoria aguda junto al proceso inmune
innato, son de gran interés, ya que sus
mecanismos moleculares y celulares son
cruciales para guiar una respuesta
tumoricida efectiva (Moro-Garcia M. A. et
al., 2019). Nuestros estudios muestran que
los animales tratados bajo un esquema
metronémico con CY y LOS experimentan
una reduccion en el volumen tumoral y
presentan un MAT caracterizado por la

presencia de Eo. Asimismo, ensayos

previos indican que LOS mejora la eficacia
de CY debido a modificaciones en las
poblaciones celulares y estructurales
dentro del MAT, asi como a la
normalizacion de la vasculatura tumoral, lo
que mejora la perfusibn y genera un
entorno con menor hipoxia (Mainetti L. et
al., 2020; Li Q. et al., 2022). Esto sugiere
que el MAT presenta un delicado equilibrio
entre un entorno pro- o anti- tumoral,
dependiendo de las condiciones del
entorno que determinan el fenotipo inmune

funcional.

OBJETIVOS

Evaluar la eficacia del tratamiento
metronémico con CY y LOS en ratones
BALB/c desafiados con el tumor M234-p,
con el objetivo de analizar las condiciones
y modificaciones que ocurren en el MAT,
relacionadas con posibles mecanismos
pro- o anti- tumorales, antes y durante el
régimen terapéutico. Para ello, se
obtuvieron muestras de tejido tumoral
durante el crecimiento (dias 3, 5y 7 pre-
tratamiento) y durante el tratamiento con
CY y LOS administrados de manera
metronémica (dias 7, 14 y 21),
determinando:
1. n° Eo en el MAT y MT del tumor
n°. de células Ki-67*
n°. de células HIF-1 .*

% de area ocupada por células .-SMA*

o > w N

% de area ocupada por colageno |-l




6. n°. de linfocitos totales, células T CD8*y
Treg (Foxp3*)

7. n°. de macrofagos totales (M- M1y
M2

8. Evaluacion de la estructura y morfologia
vascular peri- e intra- tumorales

9. % de area vasculomimético por PAS*

MATERIALES - METODOS

Animales: ratones BALB/c endocriados en
el IGE. Los animales fueron alimentados
con comida comercial y se les proporciono
agua ad libitum, manteniéndose en un ciclo
de luz/oscuridad de 12 horas. Fueron
tratados de acuerdo con las regulaciones
del Comité de Bioética y del Subcomité
Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) -
Facultar de Ciencias Médicas - Universidad

Nacional de Rosario.

Tumor: M234-p es un tumor mamario
murino  triple negativo de origen
espontaneo, de mantenimiento in vivo
mediante inoculaciones subcutaneas en

ratonas hembras BALB/c.

Farmacos: 1. Ciclofosfamida (Kemex SA,
Argentina): 20 mg/ml en agua destilada
estéril. Almacenado a -20°C (solucion
stock). 2. Losartdn (Parafarm S.A)):
disuelto en agua destilada estéril a 166
mg/ml. Almacenado a -20°C (solucion
stock). Los farmacos fueron administrados

en el agua de bebida.

Cortes Histolégicos: Los tumores fueron
fijados en formalina al 10%, incluidos en

parafina y se obtuvieron cortes de 5 m.

Hematoxilina-Eosina: n°. MT, Eo vy
linfocitos totales. Evaluacion de la
estructura de los vasos sanguineos.

Tincion  Picrosirius- Rojo:  Area de
colageno - solucion de &cido picrosirius
rojo (1% sirius red - 10 ml y solucion
acuosa saturada de acido picrico - 90 ml).
Determinacion por

Inmunohistoquimica:

x Células HIF-1 .*: anticuerpo monoclonal
anti-HIF-1 . Invitrogen)

x Células .-SMA*: anticuerpo monoclonal
anti-actina de musculo liso
Abcam)

x Células T CD8*: anticuerpo monoclonal
anti-CDS8 . S.C. Biotechnology)

x Tregs Foxp3*: anticuerpo monoclonal
anti-Foxp3 (1:50, Invitrogen)

x Células Ki67*: anticuerpo monoclonal

anti-Ki67 (1:400, Cell Signaling).
Determinacién por
Inmunofluorescencia:

x Macréfagos M- :
anti-F4/80 (12:100,

anticuerpo
monoclonal
Invitrogen)

X Macréfagos M1: anticuerpo policlonal
anti-iNOS (1:100, Invitrogen)

X Macréfagos M2: anticuerpo policlonal
anti-MRC-1 (1 pg/ml, Invitrogen).

Determinacion Mimetismo V ascular :

Reaccion PAS* (Acido Periddico de Schiff);




Solucién A - Acido Periddico; Solucién B -
Reactivo Fucsina Basica de Schiff
(Biopack).

Andlisis Estadistico: Las comparaciones
entre mas de dos grupos se realizaron
mediante ANOVA paramétrica 0 nho
paramétrica, seguida de comparaciones
multiples (test de Tukey o test de Dunn,
respectivamente). Las comparaciones

entre dos grupos se realizaron usando la

MODELO EXPERIMENTAL

RESULTADOS

En primera instancia analizamos las
condiciones pre- existentes del MAT
durante el crecimiento inicial del tumor
(fase aguda) y antes del tratamiento, asi
como también se evaluo el crecimiento del
volumen tumoral. El tumor M234-p una vez
inoculado, aumentd su tamafio de manera
exponencial, conforme evoluciona en el
tiempo segun se describe en la curva de

evolucion del volumen tumoral (Figura 1).

prueba U de Mann-Whitney. Las
correlaciones se evaluaron mediante test
de Spearman. Las diferencias se
consideraron significativas cuando P<
0.05.

Microscopia Optica: Microscopio
trinocular PL-infinite Carl Zeiss — modelo
Axiolab  E-re 'y  microscopio de

fluorescencia trinocular Olympus — BX41.




Al cuantificar el n°. de Eo que infiltran el
estroma peri- tumoral (Figura 2) y el n°. de
MT en el tumor (Figura 3), en los dias 3, 5
y 7, se observo una disminucion de Eo, y
un aumento de las MT. Al correlacionar
estas variables, se registré una asociacion
negativa y significativa (P<0,0001) (Figura
4).

Estas modificaciones en el MAT durante el
crecimiento del tumor, tanto en Eo como las
MT entre el dia 3 al 7 (P<0,01),

posibilitarian el escape del tumor, resultado

que refleja las fases de Inmunoedicion, es
decir, eliminacion, equilibrio y escape
(Figura 5).

Asimismo, se determinaron las células
Ki-67* en el tumor (Figura 6) como otro
indicador de proliferacién celular, las
cuales y de igual modo que para las MT, se
observé un aumento significativo, entre el
dia3yel 7 (P<0,01).

Teniendo en cuenta que el estroma
circundante al tumor juega un papel crucial
en su crecimiento, evaluamos el estado de

hipoxia tisular representado por el n°. de




células HIF-1 .* (Figura 7), area porcentual
de cobertura por células .-SMA* o
fibroblastos asociados al tumor (Figura 8)

y de cobertura por colageno (Figura 9).

Se observo que las condiciones de la MEC,
acompafian de manera concomitante al
M234-p,

registrandose en las tres variables, una

crecimiento del tumor

diferencia significativa entre los dias 3y 7
(P<0,01). Notese como los fibroblastos
asociados al tumor (CAF), que tienen un rol
protagonico en la fibrosis estromal,
aumentan conforme al estado de hipoxia
tisular y resulta en un marcado aumento en
el deposito de colageno de la MEC.

Por otro lado, determinamos el infiltrado
de linfocitos totales (Figura 10) y a partir de
estos, aquellos que se polarizan en células
T CD8"* (Figura 11) y Treg (Foxp3 * - Figura
12), de forma tal, poder dimensionar un
entorno anti- tumoral o de tolerancia
inmunoldgica respectivamente.

Al evaluar la presencia de linfocitos totales
que rodean al tumor, se observé una
marcada disminucion hacia el dia 7
(P<0,01). En cuanto a los linfocitos con

perfil citotoxico T CD8*, se registré una




disminucion conforme crece el tumor
(P<0,01), dato similar a lo que ocurre con
los Eo. Téngase en cuenta la diferencia

obtenida en los T CD8* entre el dia 3 al 7,

destacando al dia 5 como punto de
inflexion entre eliminacion y escape. En
comparacion, los linfocitos Treg (Foxp3*)
denotan una tendencia opuesta a los T
CD8* hacia el dia 7, pese a que no se
evidencie diferencia significativa. Con el
proposito de caracterizar el MAT, ya sea
como un entorno pro- o anti- tumoral,
representamos a los linfocitos T CD8" en
relacion a los Foxp3* durante los dias de
estudio (Figura 13). Se corrobora un
mayor numero de células Foxp3* con
marcadas diferencias frente a los T CD8*:
Dia 3 (P<0,05), Dia5y 7 (P<0,01) - Mann-
Whitney U test; indicando un entorno de
mayor inmunosupresiéon que posiblemente
inhibe la actividad de los T CD8".

En cuanto a los macréfagos estromales,
decidimos estudiar la poblacibn que
corresponde a macréfagos totales (M ( -
Figura 14), diferenciandolos en pro-
inflamatorios (activacién clasica o M1 -
Figura 15) y en anti- inflamatorios

(activacién alternativa o M2- Figura 16).




En funcién al crecimiento del tumor M234-
p, se pudo observar que los M ( aumentan
de forma significativa hacia el dia 7
(P<0,05). La fraccion polarizada a

macréfagos M2, aumentaron conforme a

los dias de evolucion tumoral (P<0,01). Alo
largo del estudio, se pudo apreciar la
cinética de cada fenotipo celular, donde los
macrofagos M1, no registraron variaciones
durante el crecimiento del tumor, mientras
gue al comparar los macréfagos M1 y M2
(Figura 17), se observaron cantidades de
M1 muy por debajo de los macrofagos M2:
Dia 3, 5y 7 (P<0,01) - Mann-Whitney U
test, destacando a los M2 como posible
poblacion de fase aguda responsable de

un estado inmunosupresor.

Al observar al microscopio 6éptico,
valoramos cualitativamente la arquitectura
histoldgica de los vasos sanguineos peri- e
intra- tumorales. Al evaluar el tejido
perteneciente al dia 3, se observaron
capilares de diversos calibres cuya
estructura se caracteriza por su clasico
revestimiento endotelial, una membrana
basal y sustentados por células pericitos
(Figura 18).




En el caso de los vasos sanguineos
observados al dia 7, se dificulté la
identificacion de las células endoteliales,
acompafiadas por wuna delgada e
interrumpida ldmina basal con ausencia
total de pericitos (Figura 19). Nétese los
cumulos tumorales en  progresivo
crecimiento y expansién, los cuales
conforme invaden el estroma circundante,
atrapan a los vasos sanguineos normales
y los cooptan a conductos que simulan
vasos intra- tumorales formados por
células cubicas no endoteliales, sin
fibroblastos asociados, mecanismo
posiblemente relacionado al mimetismo
vascular, propiedad que predispone a una
estructura vascular primitiva e inestable, de
irrigacion defectuosa que promueve a

hemorragias y focos de necrosis.

Una vez que se determind las
condiciones pre- existentes del MAT,
iniciamos con el tratamiento metronémico
con CY y LOS (fase cronica). Destaquese
gue el dia 5 de la mayoria de las variables
analizadas y evaluadas con anterioridad,
se registré como un punto intermedio entre
la fase de eliminacion y escape tumoral;
situacion que motivd en este nuevo
ensayo, que se lo indique temporalmente
como dia pre- tratamiento (dias 5 a 7).

Primero, se observd un notorio efecto
terapéutico en los grupos CY y CY+LOS
(P<0,01),

significativamente ambos respecto al

diferenciandose

Control (Figura 20). El efecto terapéutico
registré dichas diferencias partir del dia 14
de tratamiento en adelante.




En base a los resultados obtenidos,
analizamos el Tiempo de Duplicacién del
Volumen Tumoral (TDVT), (Figura 21) que
resulté mayor en los grupos CY (P<0,01) y
CY+LOS (P<0,0001) respecto al Control.

Es de interés remarcar que, al comparar
solo los grupos tratados, se observé un
comportamiento similar a partir del dia 14
de tratamiento en adelante, donde se
reafirma los beneficios del tratamiento
metronémico, ya que en cuanto al volumen
tumoral (Figura 22) CY y CY+LOS se
diferenciaron del grupo LOS (P<0,01) y

respecto al TDVT (Figura 23) CY ( P<0,01)
y CY+LOS (P<0,0001) resulté mayor que
LOS.

Téngase en cuenta que, en referencia a
los resultados obtenidos, al comparar los
grupos experimentales, decidimos
representar graficamente sélo los grupos
que mostraron modificaciones
significativas respecto al Control, como es
el caso del grupo tratado con CY+LOS. En
el caso de los grupos de tratamientos
individuales con CY y LOS, no han

registrado cambios por si solos.




En funcién de los resultados previos,
obtenidos al cuantificar el n°. de Eo y el n°.
de MT y células Ki-67*, analizamos los
mismos parametros durante el tratamiento.
En el grupo CY+LOS a partir del dia 7 de
tratamiento, el n°. de Eo en el MAT (Figura
24) aumento significativamente con
respecto al grupo Control: Dia 7, 14y 21
(P<0,05), mientras que, el n°. de MT
(Figura 25) present6é un comportamiento
opuesto: Dia 7 (P<0,05), Dia 14 y 21
(P<0,01).

A su vez, al correlacionar los grupos

experimentales, sumado a las condiciones

pre- tratamiento, se registré una asociacion
negativa y significativa (P<0,01), donde el
crecimiento del tumor se comporta en
parte, en funciébn a la cantidad de Eo
(Figura 26), de esta manera se demuestra
gue el tratamiento CY+LOS registra un
aumento de Eo, resultando a su vez, en

una disminucion del crecimiento del tumor.

Respecto a las células Ki-67* (Figura
27), obsérvese la similitud que presento
con el n° de MT, destacando las
diferencias halladas nuevamente en el
grupo CY+LOS respecto al Control: Dia 14
y 21 (P<0,05).

En el caso de las células Ki-67*, comenz6




a registrar diferencias a partir del dia 14 de
tratamiento en adelante, observandose asi,
similares resultados a los registrados
anteriormente en las curvas de crecimiento
del volumen tumoral y en el TDVT.
Basados en los hallazgos en los distintos
grupos experimentales, se evidencia que el
grupo CY+LOS refleja una mejora en las
condiciones del MAT similar a las
observadas en el pre- tratamiento para las
distintas variables, lo que posiblemente
resulta a favor de un entorno tumoricida,
asociado en este caso, a los Eo infiltrantes.

Al evaluar los parametros de la MEC,
consideramos analizar la presencia de
células HIF-1 .* para determinar el estado
de hipoxia tisular (Figura 28). Se pudo
observar que el grupo CY+LOS registro
una tendencia a disminuir, comportamiento
similar a las determinaciones MT y Ki-67*
anteriormente descriptas, diferenciandose
notoriamente de los demas grupos tratados
y principalmente del Control: Dia 14
(P<0,05) y Dia 21 (P<0,01). Obsérvese que
dicho cambio se registré desde el dia 14 de

tratamiento y dimensionando este,

frente a las condiciones pre- tratamiento.
En funcion a los resultados obtenidos con
las células HIF-1.*, se determiné el area
ocupada por células .-SMA* (Figura 29),
donde se registré una marcada eficacia del
tratamiento metronémico con CY y LOS
frente al Control: Dia 7 y 14 (P<0,01), Dia
21 (P<0,0001). Conforme progresa el
tratamiento se evidencié mayor diferencia
significancia hacia el dia 21, resultando
finalmente en una clara disminucion de las
células .-SMA*.

Asimismo, determinamos el depoésito de
colageno estromal (Figura 30), donde se

observo resultados similares a las células




HIF-1. *y .-SMA*, ya que el tratamiento
CY+LOS denota mejoria en el entorno, en
comparacion al Control: Dia 7 (P<0,05),
Dia 14 (P<0,01) y Dia 21 (P<0,0001). Hacia
el dia 21, se observé nuevamente mayor
diferencia significativa en el grupo tratado
con CY+LOS en comparacion al Control.

En referencia a los resultados obtenidos de
CY+LOS ya que, de manera temprana,
comienza a evidenciarse un efecto
terapéutico que estaria relacionado con
una mejoria del MAT, es decir, menor
hipoxia y estado pro- fibrético. El
tratamiento metronémico promueve un
MAT cuyas condiciones se asemejan 0
incluso, mejoran a las de pre- tratamiento.
Al correlacionar las variables relacionadas
a un entorno hipéxico respecto a Ki-67* y
Treg (Foxp3*), notese las asociaciones

halladas entre las determinantes (Tabla 1).

Los linfocitos pueden asociarse a
condiciones pro- o anti- tumorales, en
virtud de su fenotipo. Al discriminar el perfil
funcional de estas células, el tratamiento
metronémico con CY y LOS favorece un
entorno mejorado (Figura 31), cuyos

linfocitos T CD8* tienden a aumentar

durante los dias de estudio: Dia 7 (P<0,05),
Dia 14 y Dia 21 (P<0,01). Al considerar el
parecido de dicho resultado con el infiltrado
de Eo y la relacibn existente en un
potencial perfil anti- tumoral, decidimos
correlacionar los linfocitos T CD8* con el
crecimiento tumoral analizado por las
células Ki-67* (Tabla 1). Notese la
asociacion negativa y significativa en
funcion del infiltrado de T CD8* (P<0,0001).

En cuanto a los linfocitos Treg (Foxp3* -
Figura 32) se registrd6 un comportamiento
opuesto respecto alos T CD8*: Dia 7, 14y
Dia 21 (P<0,05). Obsérvese como el
tratamiento con CY+LOS revirtio las
condiciones desfavorables relacionadas a
un entorno inmunosupresor durante todos
los dias de tratamiento, incluso mejorando
dichos parametros al compararse con el
estado pre- tratamiento. Del mismo modo
gue correlacionamos el perfil T CD8* con
Ki-67*, en esta oportunidad y en funcion a
los resultados obtenidos con los linfocitos
Treg, se correlaciond6 Foxp3* y Ki-67*

(Tabla 1), donde se evidenci6 una




asociaciébn  positiva y

(P<0,0001) en virtud de las células Foxp3*.

significativa

De esta forma, se afirma la eficacia del
tratamiento metronémico, denotando una
mejora en las condiciones tumoricidas de

los linfocitos infiltrantes del MAT.

Respecto a los macréfagos y sus
posibles fenotipos, se registré en principio,
las condiciones pre- tratamiento de los M (
y la fracciébn de M1 y M2 (Figura 33).
Asimismo, nétese la diferencia entre el
fenotipo M1 y M2 (Figura 34), donde este
ultimo es marcadamente mayor que las
células M1 (P<0,0001) - Mann-Whitney U

test. Una vez iniciado el tratamiento metro-

-némico, al evaluar ambos grupos
experimentales en funcion al fenotipo M1
(Figura 35) y M2 ( Figura 36) por separado,
es posible apreciar las diferencias
registradas durante los dias de estudio.
Los macréfagos M1 aumentan con el
tratamiento con CY+LOS en relacion al
Control: Dia 7, 14 y 21 (P<0,0001). En
cambio, las células M2 tienen niveles
superiores en comparacion a lo observado
con las M1, diferencidndose a favor en el
grupo Control: Dia 7 (P<0,01), Dia 14y 21
(P<0,0001).

Al apreciar el estado de los macré6fagos M1
y M2 pre- tratamiento y luego del mismo, se

puede evidenciar el impacto del esquema




metronémico sobre la fraccibn M1, que
aumenta conforme se suceden los dias de
estudio. En cambio, al tener en cuenta los
macréfagos M2, el grupo combinado
CY+LOS

poblacién celular, permitiéndose un

pareciera modular  dicha
entorno anti- tumoral por sobre un estado
anti- inflamatorio e inmunosupresor.
Finalmente, en base a que a partir del
dia 14 de tratamiento se evidencié un
efecto terapéutico de Cy+LOS, evaluamos
mediante técnica de PAS* (periodic acid-
Schiff) la génesis de vasos de estructura
tubular, no endotelial y sin pericitos (Figura
37) por el proceso de mimetismo vascular,

a nivel intra- tumoral (Figura 38).

Obsérvese que, desde inicio de
tratamiento, comenz6 a registrarse una
disminucion del é&rea ocupada por
mimetismo vascular: Dia 7 y 14 (P<0,01),
denotando una clara reduccion de la
formacion de conductos por parte de las
células tumorales en el grupo tratado

metronomicamente con CY+LOS.

DISCUSION - CONCLUSION

El presente estudio demuestra que una
actividad  antitumoral requiere  de
poblaciones celulares de fase aguda
(innata-inespecifica), que medien una
respuesta tumoricida mejorada y efectiva.
Desde estadios tempranos de crecimiento,
las células tumorales establecen un nicho
fortuito y apto para el desarrollo de un
fenotipo maligno, invasivo y metastasico
(Velaei K. et al. 2016), el cual configura un
complejo MAT inflamado y remodelado

(Moro-Garcia M. A. et al. 2019), que reane




las condiciones necesarias para la
tumorigénesis.

En primera instancia, al estudiar el MAT
en los dias 3, 5 y 7, determinamos las
condiciones previas al tratamiento que
podrian establecerse como potenciales
blancos terapéuticos (Babar Q. et al. 2023;
Bejarano L. et al. 2021). En ese periodo,
encontramos modificaciones que
corresponderian a las etapas de
inmunoedicion, es decir, eliminacion,
equilibrio y escape, por parte del tumor
frente una respuesta inmune inicial del
huésped (Massagué J. et al. 2021). En un
primer ensayo, registramos a nivel peri-
tumoral una poblacion celular
caracteristica de fase aguda o innata, los
granulocitos Eo (Carretero R. et al. 2015;
Andreone S. et al. 2019) que, cuya
densidad se correlacion6 de manera
inversa y significativamente con el numero
de MT. Asimismo, al valorar las células Ki-
67+, observamos una misma tendencia que
las MT. Algunos estudios sugieren que los
Eo activados son esenciales para el
rechazo tumoral en presencia de células T
CD8" e inician cambios sustanciales en el
MAT, incluida la polarizacibn de los
macréfagos y la normalizacion de la
vasculatura tumoral (Carrtero R. et al.
2015). En nuestro modelo de estudio, los
Eo condicionarian el crecimiento del tumor
M234-p y establecerian una primera linea
de defensa celular con posible capacidad
tumoricida (Zhou H. et al. 2013).

La MEC del tumor esta caracterizada
por presentar hipoxia (Ye J. et al. 2007) y
CAF, responsables del depdsito de
colageno (Velaei K. et al. 2016), que
forman un medio adecuado para el
crecimiento y desarrollo tumoral. En
nuestro ensayo estas variables aumentan
conforme proliferan las células tumorales,
lo cual, estaria relacionado a un alto
metabolismo para satisfacer las demandas
bioenergéticas y biosintéticas del tumor
(Scharping N.E. et al. 2016; Jeong H. et al.
2019), y una vasculatura deficiente, que
genera un entorno hipéxico con elevada
acidez, donde los CAF aumentan la
producciéon de colageno estromal (Incio J.
et al. 2015).

Al estudiar los linfocitos peri- tumorales
(Moro-Garcia M. A. et al. 2019), los Treg
(Foxp3*) mostraron una tendencia a
aumentar, mientras que los T CD8*
disminuyeron, favoreciendo condiciones
inmunosupresoras del MAT. Esto se
deberia tanto a los Treg como a otras
poblaciones celulares y/o mediadores que

superan los mecanismos citotOxicos
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(Bengsch B. et al. 2016; Vihervuori H. et al.
2019; Ankang H. et al., 2024).

También estudiamos el fenotipo
funcional de los macréfagos estromales
(Babar Q. et al. 2023), tanto los M1 (Zhou
H. et al. 2013), como los M2, (Guilliams M.
et al. 2018). A medida que crece el tumor,

se observ6 un aumento de los macréfagos




M2, mientras que los M1 no se modificaron
durante la fase aguda, generandose
condiciones asociadas a un estado de
inmunosupresion (Li Y. et al. 2023).

En cuanto a la vascularizaciéon del
tumor, observamos que la arquitectura
vascular presenta cambios caracterizados
por inestabilidad estructural, con formacion
de conductos intra- tumorales que simulan
formar vasos no endoteliales con ausencia
de pericitos (mimetismo vascular),
resultando en un suministro sanguineo
deficiente que deriva en focos de
hemorragias centrales
(Andonegui-Elguera M.A. et al. 2020).

Los resultados obtenidos indican que el

Yy  necrosis

dia 5 representaria un punto de inflexion
entre las fases de eliminacion y escape ya
que, a partir de entonces, las condiciones
del entorno promueven el crecimiento y
desarrollo tumoral mostrado en el dia 7.
Desde este punto temporal en adelante,
analizamos las maodificaciones del MAT
(dias 7, 14 y 21) que induciria el
tratamiento metronomico (Scharovsky O.
et al. 2020; Petrucci G. et al. 2024) con
CY+LOS (Lutsiak M. E. Ch. et al. 2005;
Mainetti L. et al. 2020).

Al evaluar el crecimiento tumoral, se
observé una notoria eficacia terapéutica en
los grupos tratados con CY y CY+LOS,
siendo el tratamiento combinado el més
eficaz. En concordancia, los mayores
TDVT correspondieron a los grupos de CY

y CY+LOS, que son los de menor indice

proliferativo. En dichos grupos. el n°® de MT
y células Ki-67* disminuyen, mientras que
los Eo presentes en el MAT aumentan,
observandose una reduccién significativa
del crecimiento tumoral. Por su parte la
QTM, principalmente la CY promoveria a
un mayor infiltrado de Eo (MU H. H. et al.,
1993; Sasaki G. et al., 2000; Chang Su Y.
et al., 2006) y consecuente cambios en el
entorno tumoral sobre las células inmunes,
mediadores y la MEC (Chang Su V. et al.,
2006) derivados de una posible accién anti-
tumoral.

En cuanto a la MEC, nuestros hallazgos
describen una disminucién significativa de
las células HIF-1.* y .-SMA*, con una
marcada reduccion del depédsito de
colageno estromal en el grupo CY+LOS.
Se infiere que al reducir la hipoxia del
estroma circundante al tumor y mejorar las
condiciones del MAT, con pérdida del
fenotipo pro- fibrético, se generaria un
escenario adecuado para el rechazo
tumoral. Algunas evidencias indican que la
inhibicion de HIF-1 .* reduce el crecimiento
y la angiogénesis, relacionado con un
aumento de la apoptosis celular y un
cambio de la polarizacibn de los
macrofagos del fenotipo M2 al M1 (Velaei
K. et al. 2016).

Al analizar el fenotipo de los linfocitos
infiltrantes, se comprueba en el grupo
tratado con CY+LOS, un aumento
significativo de las células T CD8*, con una

marcada reduccion de la poblacion




inmunosupresora Foxp3* (Fiori Lopes L. et
al. 2014). Estos resultados describen
modificaciones en el MAT hacia una
actividad tumoricida, dato evidenciado por
la asociacion significativa y negativa entre
células Ki-67* y T CD8"; significativa y
positiva entre células Ki-67* y Foxp3*. La
eficacia terapéutica con CY+LOS, se
refleja  en  modificaciones en las
condiciones del MAT, caracterizada por un
marcado aumento de la cantidad y calidad
del fenotipo activado y funcional T CD8*
citotoxico por sobre el entorno
inmunosupresor, posiblemente asociado a
una reprogramacién del metabolismo
celular (Chang Su Y. et al., 2006; Ankang
H. et al., 2024; Jin H-R. et al., 2023).

Al valorar el fenotipo funcional de los
macréfagos estromales, demostramos que
el tratamiento metronémico favorece la
polarizacion de los macréfagos hacia el
fenotipo M1 con posible actividad anti-
tumoral y wuna regulacibn de los
macréfagos M2. Por el contrario, al analizar
estas poblaciones celulares en el grupo
Control, se aprecia una polarizacion hacia
M2 y una atenuacién de los M1 a lo largo
de la evolucién tumoral. Algunos estudios
indican que las células M1 experimentarian
un agotamiento de su estado migratorio y
funcional en zona hipéxicas, favoreciendo
un cambio al perfil M2. Asimismo, los
macréfagos M2 se acumulan en la regién
hipéxica y se asocian a propiedades

inmunosupresoras (Bai R. et al., 2022; Qiu

B. et al., 2023; Li M. et al., 2023). CY+LOS
modularia el perfil funcional M2,
favoreciendo a una respuesta anti- tumoral.
Por altimo, al observar las
modificaciones de la estructura vy
morfologia de la vasculatura tumoral,
observamos, en el grupo CY+LOS, una
disminucion del mimetismo vascular, efecto
posiblemente relacionado a una mayor
apoptosis de las células tumorales,
estimulado por los farmacos y asociado a
una normalizacion en el proceso
angiogénico con una adecuad re
estructuracion vascular dentro del MAT.
Concluimos que nuestros hallazgos en

su conjunto demuestran que el tratamiento
metronémico con CY+LOS, restaura y
mejora las condiciones del MAT similares a
las observadas durante el crecimiento
inicial del tumor (pre- tratamiento),
caracterizada por una reestructuracion del
entorno que limita el crecimiento y
desarrollo de las células tumorales por
medio de una respuesta anti- tumoral
mejorada y aumentada. Dichos hallazgos
nos permiten hipotetizar de manerateérica,
de los posibles eventos que estarian
vinculados, al menos en parte, por la
presencia de Eo que se relacionarian con:
1. una polarizacién modulada de células T
CD8* que median efectos citotoxicos y de
macrofagos M2 a M1l; 2. una re
estructuracion de la MEC con menor
hipoxia y estado pro- fibrético; 3. menor
actividad inmunosupresora y 4. regulacion

angiogénica con menor  actividad




vasculomimético tumoral. De esta forma y
consecuentemente, se observa una
tumorigénesis deteriorada que refleja la
eficacia  terapéutica del esquema
metronémico con CY y LOS. Estos
resultados nos orientan a un novedoso
enfoque en el tratamiento del
adenocarcinoma de mama murino triple
negativo, que finalmente se traduce en una
mayor efectividad en la disminucion del
crecimiento y desarrollo tumoral, buena
calidad de vida y tolerancia de los animales
tratados, con minimos o nulos efectos
adversos, ausencia de toxicidad y mayor
tasa de supervivencia.

Evidenciamos de este modo, que el
estado inmunoldgico del MAT, con especial
atencion en las poblaciones celulares cuya
actividad inmunosupresora estaria
mediada por el perfil metabdlico del mismo
entorno, serian potenciales blancos
terapéuticos, cuyas intervenciones
tempranas y efectivas, podrian estimular la
reprogramacién de estas células hacia un
fenotipo anti- tumoral, un perfil funcional y
activo mejorado, y una re estructuracion de
la MEC, revirtiendo las condiciones hacia
un MAT tumoricida. Una via inmunitaria
innata podria contrarrestar la naturaleza
supresora del MAT, donde un nuevo
enfoque terapéutico a través de la QTM,
proporcionaria una novedosa via para la

reprogramacion metabdlica celular.
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Resumen:

Los tumores hipofisarios (TH) constituyen el 20% de los tumores intracraneales y
presentan diversos comportamientos clinicos. En TH agresivos y/o resistentes a terapias
convencionales, se recurre al agente quimioterapico temozolomida (TMZ) como tratamiento
de segunda linea. Actualmente no existen biomarcadores que predigan la agresividad de los
tumores hipofisarios, aunque los microRNAs (miRNAS) emergen como candidatos
prometedores por sus patrones de expresion especificos.

/D YtD :@8¥enina (Wnt) es una ruta de sefalizacién celular fundamental para la
regulacién de procesos como proliferacion, diferenciacién, migracién y supervivencia celular.
Alteraciones en esta via han sido asociadas con varios tipos de tumores.

Nuestro objetivo es identificar miRNAs intratumorales capaces de predecir la respuesta a
TMZ. A partir de revision bibliogréfica, identificamos un conjunto de genes asociados a
resistencia a la quimioterapia. Con un analisis in silico encontramos que el miR-RTMZ podria
modular la actividad de genes relacionadas a resistencia a TMZ tales como MPG y MGMT.

En una cohorte de TH proveniente de cirugia (n=24) se midio la expresion de miR RTMZ
mediante Stem Loop RT-qPCR (se normalizé con SNORD44) y la de los ARNm con RT-gPCR
(se normalizé con GAPDH).

Observamos una correlacion positiva entre miR-RTMZ y el gen MPG (p=0,001), y entre
este miRNA y componentes claves de la via Wnt (p=0,04). Por otro lado, el gen MGMT mostr6



una mayor expresion en TH no invasivos respecto a los invasivos (p=0,03), y en TH secretores

respecto a los no secretores (p=0,04).

Nuestros resultados sugieren un posible rol del miR-RTMZ en la resistencia terapéutica
de los TH, esta resistencia a su vez, podria relacionarse a alteraciones en la via Wnt.

Palabras claves: miRNAs, tumores hipofisarios, quimioterapia.

Introduccion

La adenohipdfisis es un regulador clave
de la homeostasis corporal, se encarga de
controlar procesos fisioldgicos mediante la
secreciéon de hormonas especificas a la
circulacion sistémica, las cuales ejercen su
accion regulatoria sobre otras glandulas
(entre ellas las glandulas suprarrenales, las
gbnadas y la glandula tiroides) (G. K. Hong,
2016). La adenohipdfisis esta asociada y
conectada intimamente con el encéfalo,
especificamente con el hipotalamo, y
funciona como un o6rgano intermediario
para los intercambios de sefales
fisiolégicas entre el hipotalamo y los
organos periféricos (C. Perez-Castro,
2012).

La adenohipdfisis consta de cinco tipos
de células independientes, cada una de las
cuales secretan hormonas diferentes (G. K.
Hong, 2016). La hormona de crecimiento
(GH) es

somatotropas, la prolactina (PRL) por

producida  por  células
lactotropas, la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) por los
corticotropos, la hormona estimulante de la
tiroides (TSH) por los tirotropos y las

hormonas lutenizante (LH) y

foliculoestimulante (FSH) por las células
gonadotropas (C. Perez-Castro, 2012).

Los tumores de la hipdfisis representan
un grupo heterogéneo de neoplasias que
afectan principalmente a la adenohipdfisis.
Histéricamente, estos tumores han sido
conocidos como adenomas hipofisarios,
aunque recientemente, este término fue
reemplazado por PitNETs (tumores
neuroenddcrinos hipofisarios), ya que esta
denominacion refleja de manera mas
precisa su posible comportamiento
agresivo, ya sea porque producen
hipersecrecion hormonal y disfunciones
enddcrinas asociadas o por el efecto de
masa que pueden ejercer sobre estructuras
cerebrales cercanas. (Casar-Borota O,
2025).

La gran mayoria de los PitNETs son
benignos, de crecimiento lento y con una
baja tasa de recurrencia, incluso después
de la reseccién quirdrgica. Sin embargo, en
casos menos frecuentes, estos tumores
pueden presentar un comportamiento
clinicamente agresivo, caracterizado por
invasion local, crecimiento acelerado,
resistencia a los tratamientos

convencionales e incluso, en casos muy



excepcionales, capacidad de metastatizar
(Casar-Borota O, 2025).

Los PitNETs constituyen
DSUR[LPDGDPHQWH HO
tumores del sistema nervioso central y
UHSUHVHQWDQ HO X
intracraneales que se extirpan mediante
cirugia (Melmed, 2020). Sin embargo,
estudios de autopsia han indicado que la
prevalencia real de los tumores hipofisarios
puede ser cercana al 30% en personas
entre 50 y 60 afios de edad, ya que muchos
de estos tumores son pequefios y no
funcionantes, por lo que estan presentes
durante toda la vida sin ser reconocidos ni

causar ningun problema (Korbonits, 2018).

Los linajes de células hipofisarias
diferenciadas que expresan hormonas
pueden dar lugar a distintos tipos de
tumores, a menudo acompafiados de
hipersecrecion hormonal auténoma
(Melmed, 2020). Si los tumores hipofisarios
no son secretores de hormonas se
denominan no funcionantes, si en cambio,
secretan hormonas se denominan
funcionantes. (Lonser, 2017). A su vez, los
tumores funcionantes se clasifican segun la

hormona que secretan en:

- Prolactinomas: se producen cuando las
células tumorales lactotropas producen
niveles elevados de prolactina en sangre.
(C. Perez-Castro, 2012)

- Acromegalia: se producen por niveles

elevados de GH en sangre, debido a la

secrecion descontrolada de las células
tumorales somatotropas (C. Perez-Castro,
2012)

G HEnWwrR&i&d\WWe CESKing: ocurre cuando

las células tumorales corticotropas

GH O pratudcerHuRessederiGrbadormal de ACTH

(C. Perez-Castro, 2012).

- Tumores secretores de TSH: ocurren
cuando las células tirotropas generan
niveles elevados de TSH en sangre, suelen
ser plurihormonales, ya que también
producen PRL, LHy FSH (C. Perez-Castro,
2012).

12% 1% 1%

Prolactinoma

No funcionantes
Acromegalia
Sindrome de Cushing
Otros

30% 53%

Figura 1 | Prevalencia de tumores
neuroenddécrinos (PItNETS) en la
poblacién general. Informacion tomada de
(Daly AF, 2020).

El tratamiento de los tumores
hipofisarios depende de su tamario,
localizacién e histotipo y puede incluir
cirugia, radioterapia o terapia médica. La
cirugia transesfenoidal es la estrategia de
eleccion en la mayoria de los casos
(excepto en los prolactinomas, que suelen
responder favorablemente al tratamiento
farmacologico), se trata de una
intervencion minimamente invasiva, que se
realiza a través del hueso esfenoides (via
transeptoesfenoidal) y permite acceder a la

hipofisis con bajo riesgo y buena eficacia,



con altas tasas de remision, aunque existe
riesgo de recurrencia (Molitch, 2017). La
radioterapia se reserva para tumores que
no responden a cirugia o farmacos, siendo
eficaz pero con un elevado riesgo de
hipopituitarismo a largo plazo. Por su parte,
el tratamiento médico orientado a inhibir la
hipersecrecion hormonal constituye una
alternativa menos invasiva y util como
complemento, aunque rara vez es curativo
salvo en los prolactinomas, siendo su
principal beneficio el control bioguimico
(Mehta GU, 2017).

Una pequefa proporcion de PitNETS
pueden mostrar signos de invasion local de
duramadre, hueso y/o estructuras
circundantes y algunos de ellos muestran
una tendencia a la resistencia a los
tratamientos estandar y son propensos a la
recurrencia posoperatoria temprana y, por
lo tanto, se vuelven clinicamente agresivos.
Este pequefio subconjunto que muestra un
crecimiento tumoral progresivo/recurrente
que no se controla con cirugia repetida,
radioterapia y/o terapia médica se
denomina tumores hipofisarios agresivos
(Burman P, 2023), (Nishioka, 2023). La
ausencia de una definicibn clara y
consensuada, sumada a la escasa
diferenciacion en los estudios y a la
heterogeneidad en los criterios de inclusion
de las distintas series publicadas, dificulta
establecer una visibn epidemiolégica
precisa. En términos generales, se estima

que menos del 1% de todos los

macroadenomas desarrolla un
comportamiento verdaderamente agresivo

(Burman P, 2023).

La temozolomida (TMZ) es un agente
alquilante de administracion oral que se ha
consolidado como una alternativa
terapéutica relevante para los tumores
hipofisarios agresivos. Se ha comprobado
que la TMZ no solo puede reducir el
tamafio tumoral, sino también normalizar la
hipersecrecion hormonal en un ndmero
considerable de pacientes (Dworakowska

D, 2018).

Su mecanismo de accion se basa en la
adicion de grupos metilo a las bases del
ADN, lo que genera errores de lectura y
apareamiento incorrecto  durante la
replicacion. Estos errores activan el
sistema de reparacion de errores de
apareamiento (MMR), desencadenando
ciclos de reparacion ineficaces que
consumen energia celular y conducen
finalmente a roturas de doble cadena y

apoptosis (Burman P, 2023).

La metilacion inducida por TMZ ocurre
principalmente en guanina en posicién N7
(N7-MeG, 60#80% de los eventos), en
adenina en posicion N3 (N3-MeA, 10 £20%)
y, en la guanina en posiciéon 06 (06-MeG,
5#0%) (Syro, 2018). Esta dltima
modificacion es particularmente relevante,
ya que la guanina metilada en O6 se lee
errbneamente como adenina y se aparea

con timina durante la replicacion,



generando mutaciones letales para la

célula tumoral (Burman P, 2023).

A pesar de la eficacia demostrada de la
temozolomida en determinados tumores,
en el caso de los tumores hipofisarios
agresivos y carcinomas (metastésicos) aun
no existen biomarcadores predictivos
confiables que permitan anticipar la
respuesta al tratamiento. EI gen MGMT,
encargado de reparar la lesion O6-MeG, ha
sido ampliamente estudiado como
marcador potencial; sin embargo, su valor
prondstico en tumores hipofisarios
continta siendo controvertido debido a la
heterogeneidad en la expresién de la
proteina y en el estado de metilacién de su
promotor. De este modo, la falta de
predictores robustos representa una
limitacion clinica importante, ya que obliga
a utilizar la TMZ en un esquema de prueba
y error, retrasando en algunos casos la
implementacion de terapias alternativas

mas adecuadas (Nakano-Tateno, 2021).

En este contexto, surge la necesidad
de explorar nuevos biomarcadores
moleculares capaces de superar las
limitaciones de los actualmente
estudiados. Entre las  alternativas
incipientes 'y mas prometedoras se
encuentran los microRNAs (MiRNAS),
pequefios ARN no codificantes de 20 224
nucleétidos que regulan la expresion
génica a nivel postranscripcional. Estos

desempefian funciones esenciales en

practicamente todas las vias biologicas de
los mamiferos y participan en procesos
clave asociados al céncer, como la
proliferacion celular, el control del ciclo, la
apoptosis, la diferenciacion, la migracion y
el metabolismo (Jansson MD, 2012).

En el caso particular de los tumores
hipofisarios, los sintomas clinicos pueden
manifestarse muchos afos después del
inicio del desarrollo tumoral. Por ello,
disponer de biomarcadores especificos y
no invasivos, tales como los perfiles de
expresion de miARNSs, resultaria de gran
utilidad para mejorar el diagnéstico, el
pronéstico y el seguimiento de la respuesta
terapéutica en estos pacientes (Donati S,
2021).

El mecanismo de accion de los miRNA
consiste en unirse a secuencias
complementarias presentes en el ARN
mensajero (ARNm), interfiriendo con la
magquinaria de traduccion y reduciendo o
bloqueando la sintesis proteica. Ademas,
se ha demostrado que la interaccion de un
miRNA con su ARNm diana puede
promover el reclutamiento de complejos de
degradacion, favoreciendo la
desestabilizacion y el descenso de los
niveles de expresion del ARNm (Bhaskaran
M, 2014).

Estas moléculas tienen un rol esencial
en multiples procesos biolégicos y se han
propuesto tanto como herramientas
terapéuticas asi como posibles blancos de

intervencion para el tratamiento de



diversas patologias (Saliminejad K, 2019).
Los miRNAs representan solo un 2-3% del
genoma humano, y se calcula que pueden
regular la expresion de aproximadamente
un 60% de los genes. Un solo miRNA
puede regular alrededor de 200 transcritos
diferentes, pudiendo actuar cada uno en
una via celular distinta, asi como un mismo
ARNmM puede ser regulado por mdltiples
MiRNAs (Giner, 2016).

Estas moléculas muestran patrones de
expresion aberrantes en diversos tipos de
cancer y otras enfermedades humanas,
incluyendo patologias cardiovasculares,
metabdlicas, diabetes y procesos virales.
Su desregulacién se reconoce como un
factor causal en la progresion de la
enfermedad (Saliminejad K, 2019). Los
miRNAs desregulados en cancer se
clasifican en dos grandes grupos:
MiRNAs

tumorales. Los primeros se encuentran

oncomiRs y supresores
regulados positivamente y reprimen genes
supresores de tumores, favoreciendo la
transformacién maligna. En contraste, los
MiRNAs supresores tumorales se regulan
negativamente, lo que conduce a la
sobreexpresion de oncogenes. De manera
interesante, algunos mIiRNAs, pueden
desempeiiar un papel dual, actuando como
oncomiR y como supresor, dependiendo
del contexto molecular y celular en el que

se expresen (Saliminejad K, 2019).

Figura 2 | Esquema representativo del rol
de los oncomiRs y miRNAs supresores

tumorales (Saliminejad K, 2019).

En este sentido, la desregulacion de
determinados miRNAs adquiere especial
relevancia al modular vias criticas de
sefalizacion celular. Entre ellas, la via
: Q W-Catenina destaca por su implicacion
directa en procesos de proliferacion,
diferenciacion y apoptosis, cuya alteraciéon
favorece la tumorigénesis y la progresion
de multiples neoplasias (Zhang Y, 2020).

/D YtD :@aténina se activa cuando
los ligandos Wnt se unen a los receptores
FZD y sus correceptores, lo que inhibe al
complejo de destruccion responsable de
degradar -catenina. Como consecuencia,

-catenina se acumula en el citoplasma y
posteriormente se trasloca al nucleo,
donde interactta con factores TCF/LEF
para activar genes diana como c-Myc y
ciclina D1 (Zhang Y, 2020) (Song P, 2024).

Algunos componentes claves de la via
: Q W -catenina se ilustran en la siguiente

figura.



Figura 3 | Via de sefializacion candnica
GH :QW \ U@dakendad (Song P,

2024).
La desregulacion de la via :QW-
Catenina se asocia con diversas
enfermedades, incluido el cancer. En

varios tumores humanos, mutaciones en
componentes de esta via que conducen a
oD
constituyen un mecanismo molecular clave
en la tumorigénesis (Gaston-Massuet C,
2011).

hipofisarios,

En el caso de los tumores

distintos  estudios  han
demostrado que la activacion aberrante de
Whnt contribuye a su progresion (Wang W,

2023).

Mas alla de su funcion en el crecimiento
WXPRUDO OD DFWCadni@eDsé
ha relacionado con la resistencia a terapias
antitumorales. En distintos tipos de cancer,
un aumento en la sefalizacion Wnt se
resistencia a

correlaciona con la

qguimioterapia y radioterapia. Tanto la
quimioterapia como la radiacién pueden
inducir la activacion de esta via, que a su
vez protege a las células tumorales de la

detencién del ciclo celular y la apoptosis.

HVWDELOL]DF L yctenitaH

GH

Ademas, la sefializacion elevada de Wnt
favorece la reparacion del ADN dafiado, lo
que confiere resistencia frente a inhibidores
como el PARP-olaparib en céncer de
ovario, y potencialmente también frente a
otros agentes quimioterapéuticos Yy
radiacion (Zhong Z, 2020). Un ejemplo
particularmente relevante es el
glioblastoma multiforme (GBM), un tumor
cerebral primario altamente letal con un
tratamiento  estandar que combina
resecciéon quirtrgica con radioterapia y
temozolomida. En modelos experimentales
de GBM, Yun et al. demostraron que la
LQKLELFLYQ GH &d&enividDen

combinacion con TMZ aument6é de forma

cpipérgica la eficacia terapéutica, lo que

aporta evidencia sobre el potencial de esta
estrategia para superar la resistencia a
TMZ (Yun EJ, 2020).

En este contexto, recientemente se ha
puesto especial atencién en los ARN no
codificantes como moduladores de esta
via, ya que pueden ejercer efectos
inhibidores sobre la sefalizacion de Wnt.
F_’Qj weiemplo, estudios publicados han
ARN

directa o]

demostrado que muchos no

codificantes inhiben
indirectamente la via de Wnt. En 2019,
Shen et al. descubrieron que un microRNA
regula negativamente Smad?7, activa la via
Whnt, potencia la invasion de los PitNETs y

previene la apoptosis (Wang W, 2023).

QW



Hipotesis:

En los tumores hipofisarios existe un
perfil de expresiébn de miRNAs tumorales
vinculado a resistencia a temozolomida
que permite diferenciarlos de aquellos que

responden a la terapia.

Obijetivo:

Determinar el potencial de miRNAs
tisulares como predictores de agresividad y
resistencia a temozolomia en tumores
hipofisarios, que permitan junto con
marcadores histopatologicos y
caracteristicas  clinicas, realizar un
seguimiento y prondstico de evolucion mas
eficaz para los pacientes con PIitNETs

agresivos.
Objetivos especificos:

1- Identificar, mediante andlisis in silico, un

conjunto de mMiRNAs asociados
simultdneamente con genes de resistencia
a temozolomida y con componentes de la

YtD : Qddtenina.

2- Evaluar el conjunto de los miRNAs
establecidos en 1- en muestras de tumores

hipofisarios provenientes de cirugia.

3- Evaluar la existencia de asociacion entre
los niveles de expresion de los miRNASs,

mensajeros asociados a resistencia a TMZ

4- Determinar si existe correlacion entre los
niveles de los miRNAs y de los mRNA
asociados a resistencia a TMZ con
parametros clinicos, tales como indice de
proliferacion, invasividad, grado de Knosp,
recurrencia, tamafio tumoral, indicadores

de agresividad, entre otros.

Metodologia:

- Muestras de tumores hipofisarios

humanos:

En este estudio, se utilizaron muestras
de tumores hipofisarios de pacientes
derivados a neurocirugia en distintos
centros del pais: Sanatorio Dupuytrén,
Clinica Santa Isabel, Hospital Britanico y
Fundacion para la Lucha contra las
Enfermedades Neuroldgicas de la Infancia
(FLENI) de CABA, Buenos Aires; Sanatorio
9 de Julio S.A de San Miguel de Tucuman,
Tucuman; y Clinica La Pequefia Familia
(LPF) de la ciudad de Junin, Buenos Aires.
Cada paciente firmé el debido
consentimiento informado, en donde se
detallan las actividades a realizar en el
proyecto con las muestras proporcionadas.
El protocolo de investigacion fue evaluado
por el Comité de Etica en la Investigacion y
en Uso de Animales de Experimentacion
de la Universidad Nacional del Noroeste de
la Provincia de Buenos Aires (COENOBA)

\ FRPSRQHQWHYV GH OD V-HxXD QlgfidadRpordadMnaxima autoridad de

Catenina.

cada institucion interviniente.



Luego de realizar la cirugia
transesfenoidal, los centros previamente
mencionados remitieron el excedente de
tejido tumoral no requerido para los
estudios anatomopatolégicos de rutina.
Las muestras fueron conservadas en
RNAlater (Ambion, INC) y almacenadas a
i xf& HKDsU\Wrocesamiento para la
evaluacion de miRNAs y ARNm.
Asimismo, los servicios de neurocirugia
proporcionaron informaciéon clinica y
radiolégica de los tumores, obtenida a
partir de estudios por resonancia
magnética e historias clinicas, incluyendo
datos sobre tamafno tumoral, recurrencia e

invasividad.

Las muestras tumorales utilizadas
fueron clasificadas de acuerdo al criterio
clinico segun su secrecion hormonal en
tumores funcionantes (DE
somatotropinomas (secretor de GH),
corticotropinomas (secretor de ACTH), y
prolactinomas (secretor de PRL); o en
tumores no funcionantes (NF) cuando no

se detectd secrecion hormonal.

- Seleccion in silico de miRNAs:

A partir de datos de la literatura se
seleccionaron genes candidatos asociados
a la resistencia a diferentes tratamientos
empleados en tumores hipofisarios. Estos
genes fueron ingresados individualmente
en las plataformas miRSystem, miRmap y

miRTargetLink, lo que permitié obtener una

lista inicial de posibles mMiRNAs

reguladores.

Las plataformas bioinformaticas
empleadas permiten predecir y analizar las
funciones de los miRNAs a través de
distintos

enfoques. MiRSystem

(http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/) integra

predicciones de genes diana mediante
siete algoritmos y dos bases de datos
experimentales, considerando solo genes
detectados por al menos tres herramientas
para reducir falsos positivos, y evalta
funciones y vias biologicas con bases
como GO, KEGG y Reactome. miRmap

(https://mirmap.ezlab.org/app) clasifica

posibles genes diana de miRNAs aplicando
criterios termodinamicos, probabilisticos,
evolutivos y de secuencia. Finalmente,

miRTargetLink (https://ccb-compute.cs.uni-

saarland.de/mirtargetlink2) permite

construir y visualizar redes de interaccién
entre miRNAs, genes y rutas biologicas,
faciltando el andlisis de relaciones

funcionales de manera gréfica y dinamica.

Estas plataformas otorgaron una lista
inicial de posibles miRNAs reguladores de
genes asociados a resistencia a TMZ. Con
el objetivo de acotar esa lista, se realizo
una  nueva

basqueda  bibliogréafica

orientada a identificar evidencia
experimental de interaccion miRNA-gen. A
su vez, se priorizaron aquellos miRNAs que
mostraran interacciones predichas con

genes clave de las vias de sefializacion



: Q W-Catenina.
seleccionaron aquellos miRNAs que

Finalmente, se

aparecian en al menos dos de las tres
bases de datos utilizadas (miRSystem,
miRmap y miRTargetLink), que modulaban
JHQHYV FODYHV G HCaénhinatib
que contaban con respaldo bibliogréfico al
menos en patologias distintas a los

tumores hipofisarios.

- Disefio de primers para deteccion de
miRNAS:

Los miRNAs representan un gran

desafio técnico en cuanto a su deteccién y
cuantificacion, debido a su tamafio
reducido (~22 nucledtidos), lo que dificulta
el disefio de cebadores convencionales
que se utilizan en técnicas estandar como
la RT-gPCR (Kramer, 2011). Esta
limitacion nos llevé a explorar enfoques
alternativos para su andlisis. En 2005,
Chen et al. propusieron por primera vez un
método de cuantificacion en tiempo real
especificamente disefiado para miARNs
maduros: la técnica Stem-Loop RT-qgPCR
(Figura 4). Gracias a su alta sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad, esta
técnica se convirti6 en una herramienta
ampliamente adoptada en el campo
biomédico para el estudio de miARNs
(Yang LH, 2014).

La primera etapa de la Stem Loop gRT-
PCR consiste en la retrotranscripcion del
miRNA a ADNc utilizando un cebador

Stem-Loop. Este cebador tiene wuna

estructura secundaria tipo tallo-bucle que lo
hace mas estable que un cebador lineal
convencional. Las ultimas 6 bases en 3' del
cebador son complementarias a las Ultimas

6 bases en 3' del miRNA objetivo, esta

: Q W union especifica permite que el miRNA se

extienda durante la retrotranscripcion,
generando un ADNc mas largo (de ~22 a
>60 nucledtidos), lo que mejora su
estabilidad y detectabilidad (Kramer,
2011).

Posteriormente se realiza la
amplificacién del ADNc generado mediante
gPCR. En este caso, se utiliza un cebador
forward especifico, que es la secuencia del
miRNA convertida a ADN (cambiando las U
por T), pero sin los Ultimos 6 nucledtidos
del extremo 3. Ademds, se afiaden 5
nucleotidos en el extremo 5' para ajustar la
temperatura de fusién (Tm) y mejorar la
eficiencia de amplificacién. El cebador
reverse es universal y se une a una region
fija dentro del mismo cebador stem-loop

utilizado durante la retrotranscripcion.

En la siguiente imagen se esquematiza

la técnica Stem Loop RT gPCR.
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Figura 4 | Esquematizacion del método de
Stem-Loop RT-gPCR. Generado con Bio-
Render.

- Extraccion de ARN a partir de muestras

tumorales:

La extraccion de ARN total de tumores
hipofisarios conservados en RNA Later se
realiz6 con TRI Reagent. Se llevo a cabo el
protocolo utilizado en nuestro laboratorio
(Cristina, 2005). La unica modificacion del
protocolo fue que la incubacion en
isopropanol se llevé a cabo overnight (ON),
para promover la precipitacion de los
mMiRNAs. La concentracion del ARN total se
determiné por medida de la absorbancia a
260 nm en espectrofotébmetro de luz UV
(Picodrop, Microlat) y su pureza se evalu6
segun la relacion de absorbancia 260/280
nm (se consider6 aceptable un valor de
~2.0). EI ARN se mantuvo congelado a -

80°C hasta el momento de ser analizado.

- Sintesis de ADNc:

1- Retrotranscripciéon de ARNm:

La retrotranscripcion de ARNm para la
obtencion del ADN copia (ADNc) se llevo a
FDER XWLOL]DQGR J GH $51 HQ X
ILQDO GH O HQ SUHVHQFLD GH ¢
la enzima M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega, WI, USA), desoxi-NTPs 1 mM,
cebadores oligo dT15 1 pM (Genbiotech,
Buenos Aires, Argentina), 10 U de
retrotranscriptasa M-MLV (Promega, WI,
USA) y H20 estéril comercial para llevar a
volumen final. Se utilizd el termociclador
GenePro (Bioer Technology Co. Ltd.) con
HO VLIJXLHQWH SURJUDPD GH FLF
25°C (hibridacién oligos dT-$51P 1T D
37°C (catalisis de la retrotranscripcién por
la enzima M-MLV), finalizando a 4°C. Se
llevaron a cabo dos controles negativos,

omitiendo la enzima o la muestra.
2) Retrotranscripcion de miRNA:

La retrotranscripcion de miRNAs para
la obtencion de ADNc se llevdo a cabo
XWLOL]DQGR x J GH $51 WRWDO H!
ILQDO GH x /| PHGLDQWH XQD
compuesta por dos mezclas (Mix 1y Mix 2)

La mix 1 contenia desoxinucleotidos
G173V D xPO0 *HQELRWHFK %}

Aires, Argentina) y primers Stem-Loop
(SLO) especificos de cada miRNA a una
FRQFHQWUDFLYQ ILQDO GH x O
reaccion se incluyeron un maximo de tres
primers SLO, entre ellos el correspondiente
al control interno, con el objetivo de evitar

hibridacion entre ellos.
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La mix 2 consistio en Buffer 5X de la
enzima M-MLV Reverse Transcriptase;
(Promega, WI, USA), y 10 unidades de
transcriptasa reversa M-MLV (Promega,
WI, USA).

El procedimiento comienza con una
preincubacion de la Mix 1 junto con el ARN
y agua estéril libre de nucleasas, durante 2

PLQXWRYV D xf&
enfriamiento rapido sobre hielo (shock
térmico) durante 2 minutos.
Posteriormente, se afade la Mix 2, se
homogeniza y se lleva a cabo la
retrotranscripcion en un termociclador
GenePro (Bioer Technology Co. Ltd.) bajo

las siguientes condiciones: 30 minutos a

xf& KLEULGDFLyQ HowuH pPI®81 SonGsRies, Vv
PLOXWRV D

/IRRS SULPHU
enzimatica de la transcriptasa reversa) y 5
PLQXWRV D xf&

enzima), finalizando con mantenimiento a

Technologies, Inc. La técnica se llevo a
cabo segun el protocolo descripto por
nosotros en (Cristina, 2005).

Los datos fueron analizados a través
del método del delta CT (diferencia de
umbral de fluorescencia alcanzado entre el
gen de interés y el gen de referencia). La

pureza y especificidad del producto de la

V HJXL G eacadi fue Xc@Qroborada a través de la

curva de Melting obtenida en el programa
de amplificacibn. Empleamos como
referencia o control interno a GAPDH para
los ARNm; y SNORDA44 para los miRNAs.

La eleccion del gen de referencia al
evaluar miRNAs es crucial para producir
permitir  las

gopgar%igrws'_o@ |I_OE; er&les de expresion

en varias muestras y experimentos (Mack

LODFWL vb IQE%% Sip, gmbaygo. actuaimente no

existe un normalizador universalmente

xf& 6H LQFOX\HURQ GRV FRQIPBEH SNFSULe e usados

para validar la especificidad de la reaccion,

omitiendo la enzima o la muestra.

- PCR en tiempo real:

Para cuantificar la expresién de los
ARNm y de los miRNAs seleccionados se
llevé a cabo la técnica de PCR en tiempo
real. Los cebadores sentido y antisentido
fueron disefiados utilizando la herramienta
33ULPHU %ODVW’

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-

blast) y adquiridos en Integrated DNA

(U6, rRNA5s, SNORD44, SNORD24)
varian segun el tipo de tejido, la especie y
la condicion patolégica, lo que impide
establecer un consenso sobre un gen de
referencia estandar aplicable de forma
transversal (Morata-Tarifa C, 2017).
Idealmente, el gen de referencia debe
mostrar estabilidad en todas las muestras,
ademdas de tener caracteristicas similares a
los miRNAs, cuya baja abundancia y
susc&pﬁt%/ﬂdad técnica dificultan la
normalizacion. Ante la imposibilidad de

usar un mMIRNA estable en tumores
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hipofisarios, se optdé por emplear el ARN
SNORD44,
ampliamente validado por su estabilidad,

pequeiio nucleolar

abundancia y similitud bioquimica con los
MiRNAS.

- Andlisis estadistico:

En todos los casos, se evaluaron los
supuestos de normalidad y homogeneidad
de variancias. Las comparaciones de los
niveles de ARNm entre los distintos grupos
de pacientes, clasificados a partir de los
datos de sus historias clinicas, se
efectuaron mediante pruebas estadisticas
no paramétricas: el analisis de la varianza
de Kruskall Wallis y la prueba U de Mann-
Whitney. Las correlaciones entre los
niveles de diferentes miRNAs y ARNm se
realizaron utilizando el test de correlacion
de Spearman. p<0.05 se considerd
significativo. Cuando las diferencias no
alcanzaron la significancia (p>0.05) se las
GHWHUPLQY FRPR 316°
unidades experimentales o repeticiones de
cada experimento (N) se encuentra

detallado en cada figura.

Resultados:

- Seleccion in silico de miRNAs:

Comenzamos esta seleccién
realizando una busqueda bibliografica de
genes candidatos asociados a la

resistencia a temozolomida.

Encontramos que muchos estudios

identificaban a la O6-metilguanina ADN

metiltransferasa (MGMT) como una
proteina reparadora capaz de contrarrestar
el dafio del ADN inducido por TMZ. La
expresion de MGMT parece
correlacionarse con la respuesta de un
tumor a la terapia con TMZ. Varios estudios
indicaban una asociacion entre los bajos
niveles de expresion de MGMT y una mejor
respuesta al tratamiento con TMZ. Sin
embargo, esta asociacion no se observo en
otros estudios. Ademas, el nivel de
expresion de MGMT puede aumentar
durante la terapia con TMZ, lo que podria
afectar la interpretacion de la expresion de
MGMT. En la actualidad, la expresion de
MGMT todavia no se considera un posible
marcador predictivo de la respuesta a TMZ
(Nakano-Tateno, 2021).

Otros estudios demostraron que la
proteina ADN metilpurina- N- glicosilasa
(MPG), también
alquilpurina-ADN- N- glicosilasa (APNG)

conocida como

(O Qilinfinddd Ros @diictos altamente toxicos

producidos por la TMZ. La MPG pertenece
a una de las cuatro familias de glicosilasas
implicadas en BER (reparacion por
escision de bases). Agnihotri et al.
demostraron que MPG, junto con la MGMT,
puede proporcionar resistencia a TMZ de
manera aditiva ya que, en lineas celulares
de glioblastoma resistentes a TMZ, ambas
se expresan. También encontraron que los
pacientes con glioblastoma (GBM) con
inmunotincion nuclear de MPG en sus

biopsias tuvieron una supervivencia global
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significativamente peor. Por el contrario,
los pacientes con GBM con un promotor
MGMT metilado y buena supervivencia,
también tuvieron un mayor numero de
tumores MPG-negativos, lo que sugiere
que una baja inmunoexpresion de MGMT y
MPG conduciria a una mejor respuesta de
TMZ (Syro, 2018).

Para nuestro estudio, ingresamos
ambos genes individualmente en las
plataformas miRSystem, miRmap vy
miRTargetLink, y obtuvimos una lista inicial
de posibles miRNAs reguladores. Que
posteriormente acotamos al realizar una
nueva busqueda bibliogréfica orientada a
identificar evidencia experimental de
interaccion  miRNA-gen. A su vez,
priorizamos  aquellos miRNAs que
mostraran interacciones predichas con
genes clave de la via de sefalizacion
: Q W-Catenina.

seleccionamos un subconjunto de miRNAs

Finalmente,

candidatos. En este trabajo determinamos

uno de ellos que llamaremos miR-RTMZ.

- Expresion de MGMT en tumores
hipofisarios humanos:

Se detect6 la expresion del ARNm
MGMT en 15 tumores hipofisarios
humanos, de los cuales 6 son No
Funcionantes (NF), 3 tumores secretores
de GH (GH), 4 prolactinomas (PRL) y 2
corticotropinomas (ACTH). Se obtuvieron
niveles de expresion variables dentro del
mismo histotipo tumoral (Figura 5), aunque,
se observé una expresion mas homogénea
en el grupo de tumores no funcionantes.

Figura 5 | Expresion de ARNm MGMT
determinada por RT-gPCR en muestras
de tumores hipofisarios humanos. Los
niveles de expresion fueron normalizados
al gen de referencia GAPDH y
posteriormente se relativizaron con
respecto al promedio de muestras
seleccionadas como calibradoras. NF = no
funcionante, GH = somatotropinoma,
ACTH = corticotropinoma, PRL =
prolactinoma.

De los 15 tumores analizados 8 de ellos
eran no invasivos, mientras que los otros 7
mostraron  invasion de  estructuras
circundantes. Al comparar la expresion de
MGMT en ambos grupos, se observo una
mayor expresion en tumores no invasivos
respecto a los invasivos (p=0,03).
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Figura 6 | Expresion de ARNm MGMT
determinada por RT-gPCR en muestras
de tumores hipofisarios humanos (no
invasivos n=8, invasivos n=7).

También encontramos una mayor
expresion del ARNm MGMT en tumores
secretores o funcionantes (n=9) respecto a
los no secretores o no funcionantes (n=6)
(p=0,04).

Figura 7 | Expresion de ARNm MGMT
determinada por RT-gPCR en muestras
de tumores hipofisarios humanos (no
funcionantes n=6, funcionantes n=9)

- Expresion de MPG en tumores
hipofisarios humanos:

Se detectd la expresion del ARNm
MPG en una cohorte ampliada de 24
tumores hipofisarios humanos, de los
cuales 9 son No Funcionantes (NF), 6
somatotropinomas (GH), 6 prolactinomas
(PRL) y 3 corticotropinomas (ACTH). En
este caso también se obtuvieron niveles de
expresion variables dentro del mismo
histotipo tumoral.

Figura 8 | Expresion de ARNm MPG
determinada por RT-gPCR en muestras
de tumores hipofisarios humanos (n=24).

En tanto, no encontramos diferencias
significativas en la expresion de MPG en
tumores invasivos (n=13) respecto a no
invasivos (n=9) (Figura 9). Como asi
tampoco entre los tumores
secretores/funcionantes (n=15) y los no
secretores/funcionantes (n=9) (Figura 10).

15



Figura 9 | Expresion de ARNm MPG
determinada por RT-gPCR en muestras
de tumores hipofisarios humanos
invasivos (n=13) y no invasivos (n=9).

Figura 10 | Expresion de ARNm MPG
determinada por RT-gPCR en muestras
de tumores hipofisarios humanos
funcionantes (n=15) y no funcionantes
(n=9).

Finalmente, al evaluar el miR-RTMZ en
la misma cohorte de 24 tumores,
encontramos que se correlacionaba
positivamente tanto con el ARNm de MPG
(p=0,001) (Figura 11), como con un
componente clave de la via Wnt/B-
catenina, la Ciclina D1 (p=0,04) (Figura
12).

Figura 1 1 | Correlacion entre el miRNA
MiR-RTMZ y el ARNm MPG (n=24).

Figura 12 | Correlacion entre el miRNA
mMiR-RTMZ y el ARNm CCND1 (n=24).

Discusion:

Desde su desarrollo, la temozolomida
(TMZ), ha demostrado una eficacia notable
en el tratamiento de diversos tumores
sblidos y se ha convertido en un
componente esencial de la terapia
adyuvante para glioblastoma multiforme
(GBM). Su estructura quimica Yy
propiedades farmacocinéticas Unicas le
confieren ventajas distintivas sobre otros
agentes alquilantes. En 2006, la TMZ
comenzo a utilizarse para el tratamiento de
tumores hipofisarios agresivos y
metastasicos, entidades clinicamente
desafiantes debido a su resistencia a
cirugia, radioterapia y farmacoterapia
convencionales. En estos tumores, la TMZ
se emplea como opcién de rescate cuando
se han agotado multiples alternativas
terapéuticas, por lo que su indicacién
requiere una cuidadosa evaluacion de
factores clinicos y tumorales, como edad,
tratamientos previos, radioterapia, numero
de cirugias previas, invasion local,
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marcadores de proliferacion y subtipo
histologico. En este contexto, los beneficios
potenciales deben ser siempre ponderados
frente a los riesgos asociados (Syro, 2018).

La identificacion temprana de tumores
con comportamiento agresivo tendria un
impacto clinico significativo, ya que
permitiria estratificar mejor el prondstico y
orientar decisiones terapéuticas
personalizadas. Sin embargo, hasta el
momento no se dispone de biomarcadores
morfolégicos, bioquimicos o moleculares
validados que puedan predecir de manera
confiable la agresividad tumoral ni la
respuesta a TMZ (Syro, 2018).

En este trabajo observamos que el gen
MGMT podria tener valor como marcador
molecular, ya que mostr6 una menor
expresion en tumores con invasion de
estructuras adyacentes y una mayor
expresion en PitNETs funcionantes
respecto de los no funcionantes. Estos
hallazgos sugieren un posible rol de MGMT
en la biologia diferencial de los tumores
hipofisarios y abren la puerta a estudios
futuros que profundicen en su potencial
como biomarcador pronéstico y
terapéutico. Asimismo, y de acuerdo a la
literatura, la expresion de este gen podria
predecir la respuesta a TMZ dentro de los
tumores agresivos que podrian
potencialmente tratarse con el agente
alquilante TMZ (Nakano-Tateno, 2021).

En cuanto al gen MPG, observamos
gue su expresion resulté altamente variable
entre los distintos tumores; sin embargo,
mostré una correlacion significativa con
nuestro MiRNA de interés, miR-RTMZ.
Este miRNA también presentdé una
correlacion positiva y estadisticamente
significativa con la Ciclina D1, un
FRPSRQHQWH FODYH GH
catenina. En conjunto, estos hallazgos
sugieren un posible papel de miR-RTMZ en
la resistencia terapéutica de los PitNETSs,
potencialmente mediado por alteraciones
en la sefializacion Wnt.

Conclusion:

Nuestros resultados sugieren un
posible rol del miR-RTMZ en la resistencia
terapéutica de los tumores hipofisarios,
potencialmente asociado a alteraciones en
OD YtD -Catéiina. Este hallazgo
refuerza la relevancia de los microRNAs
como moduladores claves en la biologia
tumoral y como candidatos prometedores
para el desarrollo de biomarcadores
prondsticos y terapéuticos. En paralelo, la
menor expresion de MGMT en tumores
invasivos y la variabilidad en la expresion
de MPG aportan evidencia adicional sobre
la complejidad molecular de los PitNETs y
destacan la necesidad de estudios futuros
que validen estas asociaciones. En
conjunto, estos resultados abren Ia
posibilidad de avanzar hacia estrategias de
diagnéstico y tratamiento mas
personalizadas en tumores hipofisarios
agresivos.
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FRQ PpRGRV (R VRB YDEDERV MR
\DP ElpQ SUHAVRY SRUR TXH HV QHFHVDUR
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HOMH @ 8 QYHWGDG GH/ D) LRQMD &KI®I
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FRQIDEIGEDG SDUD HWIP DFlyQ GH @ HADG
HQ XD SREOHYQ FKIBKD HQM D
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VREHHWIP DRlyQ $ SHVDU GH H MW XQD
®IYH \WQGHQRD J HCHDCD @ VREUHWIP DRy Q
GH @ HEDG @ HYIGHQAD GHP XHWD TXH
HQ FROM \RV IRUHQVHY HM P p\RGR SRVHH
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FROADWEIGR FRQ RIRV DUV GVSRQUEBV \
JDQ IDAGDG GH DSTDAYQ HQ
FRP SDWDFy Q ICFAVR FRQ RV \WHQEDV
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/ D [P SRMBGQAID TXH UHYIMM HOFRQRAP HQR
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P p\RGR QR KD VIGR SUREDGR HQ SREDFly Q
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IOHMMDAYQ D IIQ GH HYDODU O
HHAMCGDG © FRQIDEIGEDG \ @ SUFAMYQ
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SREOARQDAGH HVM P p\WGR
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( VWMGR UMRVSHAIYR REVHYDARDO\ GH
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23* VAJMYBN HVFDD  REWQCDV
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FRQYHQHQAD DIWXSDAV VHI~Q @ 7DED
DQRQPDAV \ FRAUFDEV SDID WX
SRAMIRU IGHQMEDFyQ 7RGV @V 2 3* V
IXHIRQ GH GLHWHOMV IQAYIGKRY FRQ HADG
FIRQRPJIFD FRQRAGD HADG GHOIQAYIGKR
HQ HOPRPHQR GH ® \RP D WDARJU IIED
HOWH  \ DXRV 6H WHQH HQ FXHQD
KDAB ®  DxRV GH HEDG SRIXH OHIR
GH HVD HEDG B SDWRQHV GH P DGXWDFl Q
VRQ ICH MMOMY \ QR IQRP DQ HADG Pi V
EHQ (DQIRV HIURY @ TXH ® KDFH Pi V
IGHVSHRIEFR  &DED DxR FURGRPJIER WH
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&UMIRY CGH IQFOMyQ 2 3* V FRQ EXHD
FDOEDG GH H SRVEYQ Pi [P R FROADWA
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Q-P HIR GH IGHQMEDAY Q HOMH R IHFKD CH
QOFPHOR \ @ IHKD GH \RPD GH @
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UHQEP IHQR GHOP p\RGR HOMH KRP EUAV \
P XIAUHV VH UHDO D SIXHED 7 GH 6 \MGHQW
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