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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar y com-
parar por sexos la composicion corporal y la condicion
nutricional de estudiantes de ballet frente a un grupo
control no practicante de la danza. La muestra consis-
tid en 304 alumnos de uno y otro sexo de la Escuela
Elemental de Ballet Alejo Carpentier de Cuba, y con
edades comprendidas entre 10 y 14 afios. El grupo
control, de las mismas edades, incluyd 340 escolares
asistentes a escuelas de Primaria y Secundaria de la
Ciudad de la Habana. Se midieron la estatura, el peso,
los perimetros del brazo, cintura y cadera y los plie-
gues bicipital, tricipital, subescapular y suprailiaco. Se
estimararon los indice de conicidad (IC), cintura/cade-
ra (C/C), masa corporal (IMC) y sumatorio de plie-
gues. Como variables de composicion corporal el por-
centaje de grasa (G%) y peso magro (PM) aplicando
ecuaciones de Durnin y Wormerseley (1974) y Siri
(1961). Respecto a la serie control, las bailarinas, ex-
cepto para la estatura, presentaron promedios signifi-
cativamente inferiores, tanto para las medidas direc-
tas como para los indices y los parametros de
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composicion corporal. Los bailarines tuvieron niveles
de adiposidad total y relativa significativamente infe-
rior, menor IC e IMC y un peso magro proporcional-
mente mas elevado. El 38% de las ninas y el 13,5 %
de los nifios estudiantes de ballet, presentaron déficit
ponderal respecto a las referencias internacionales
para el IMC propuestas por Cole et al. (2000; 2007).
En el grupo de bailarines se estimaron ecuaciones
para el calculo del peso magro y el porcentaje de gra-
sa a partir del peso, el perimetro del brazo y los plie-
gues subcutaneos.

Palabras clave. Composicién corporal, antropome-
tria, ballet, condicion nutricional, Cuba.

Abstract

The aim of this study was to evaluate and compare
the body composition and nutritional status in ballet
students and a group of non-ballet practising by sexe.
The sample was composed by 304 individuals of both
sexes students of The Elementary Cuban Ballet School
Alejo Carpentier between 10 and 14 years old. Control
group, includes 340 boys and girls aged 10 to 14 from
Publics Schools of Habana City. Heigth, weight, mid-
arm, waist, hip circunferences and bicipital, tricipital,
subescapular and suprailiac skinfold thikness. Conicity
index (IC), body mas index (BMI), and waist-to-hip ra-
tio (W/H), skinfold thikness sumatory was calculated.
Also, fat percentaje (F%) and fat free mass (FFM) was
estimated using Durnin y Wormerseley (1974) and Siri
(1961) ecuations. Excepting heigth, female dancers
presented significantly lower values for the direct me-
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asures, indices and body composition variables. Male
dancers had significantly lower means for skinfold thik-
ness, CI, BMI, F% and a proportionaly higher FFM. In
the ballet dancer group 38% of girls and 13,5 % of
boys had underweight according to international refe-
rences of BMI proposed by Cole et al. (2000; 2007).
FFM and % F regresion ecuations was estimated in fe-
male and male dancers from body weight, arm circun-
frence and skinfold thickness.

Key words. Body composition, anthropometry, ballet,
nutricional status, Cuba.

Introduccion

La practica de ballet precisa tanto dominio de la téc-
nica como una alta preparacion fisica. El desempeno de
esta disciplina supone la realizacion de ejercicios de
elevado costo energético, lo que convierte a los bailari-
nes en una mezcla de artistas y atletas de alta compe-
ticion, con una particular morfofisiologia y estilo de vida
1.2 Para alcanzar el éxito artistico, ademas de potencia
muscular, se requiere una figura lineal y estilizada que
tradicionalmente ha simbolizado la imagen estética del
bailarin. Por ello, el sobrepeso corporal es un factor que
limita en la practica el acceso a la elite y que preocupa
en gran medida a los estudiantes de danza clasica.
Ciertos estudios sobre comportamiento alimentario en
alumnas de ballet reportan que es frecuente que las jo-
venes sigan dietas restrictivas o desquilibradas y recu-
rran al uso de laxantes, comprometiendo seriamente su
salud 34>,

Sin embargo el peso -que tanto inquieta a las baila-
rinas- no resulta por si mismo informativo ni de la po-
tencialidad muscular ni del exceso de tejido adiposo,
elemntos que influyen en la capacidad técnica y el ca-
non de una disciplina como el ballet. Tampoco el indice
de masa corporal (IMC) logra discriminar la fraccion
magra de la grasa, ni refleja la adaptacion morfoldgica
del organismo al ejercicio, lo que le resta valor como
criterio diagndstico del sobrepeso 67,

La composicion corporal, que varia en funcion del
sexo y la edad a la vez que se modifica con el entrena-
miento, es un instrumento de diagnosis mucho mas
preciso en jovenes deportistas 8919, Como han sugeri-
do algunos expertos!! su aplicacion especifica en las ar-
tes danzarias puede ser de gran ayuda para la evalua-
cion y seguimiento de los talentos profesionales. Asi lo
expresan también Diaz et al. 12y Betancourt et al. 13,
como resultado de sus investigaciones en jovenes de la

Escuela Nacional de Ballet de Cuba. En esta linea, el ob-
jetivo del presente trabajo es analizar la composicion
corporal en estudiantes de ballet cubanos que estan en
el nivel elemental, con edades comprendidas entre los
10 y 14 anos, haciendo una diferenciacién por sexo y
contrastando con un grupo control. Se pretende tam-
bién elaborar unas ecuaciones de prediccion que com-
plementen los habituales criterios de seleccién emplea-
dos por los maestros.

Material y Métodos

Entre junio de 2005 y septiembre de 2008, se realizd
un estudio transversal sobre una muestra de 644 nifios y
nifas cubanos con edades comprendidas entre los 10 y
14 afos. La serie de bailarines se compone de 304 estu-
diantes (96 varones y 208 nifias) de la Escuela Elemental
de Ballet Alejo Carpentier de Cuba. Como serie control se
tomaron 340 escolares (136 varones y 204 mujeres) asis-
tentes a las Escuelas de Ensefianza Primaria y Secundaria
“Augusto Cesar Sandino” “Adolfo Gonzalez” y “Abel
Santamaria” de la Ciudad de la Habana.

Las medidas antropométricas tomadas fueron las si-
guientes: Peso (Kg), estatura (cm), pliegues subcuta-
neos tricipital, bicipital, subescapular, suprailiaco (mm)
y perimetros de brazo, minimo de la cintura y cadera
(cm). Los procedimientos para la recopilacién de datos
se realizaron siguiendo las recomendaciones técnicas
propuestas por el Programa Bioldgico Internacionall# y
contando con el previo consentimiento informado de
padres y/o tutores.

A partir de las medidas directas se determinaron el in-
dice de masa corporal [IMC: peso (kg)/estatura2 (m)] el
indice cintura-cadera [ICC: perimetro cintura/ perimetro
cadera] establecido por Seidell y Deeremberg ° y el in-
dice de conicidad calculado mediante la expresion de
Valdez et al. 16 [IC: perimetro de la cintura/ (0,109 vV
peso/talla)]. La composicion corporal se estimé por an-
tropometria calculando la densidad con la ecuacion de
Durnin y Womersley 17 y el porcentaje de grasa (%G)
con la formula de Siri 8. A partir de la adiposidad rela-
tiva y el peso total se calculé el peso magro o libre de
grasa (PM). Para hacer una valoracion de la condicion
nutricional se establecieron las categorias de normope-
so, exceso o déficit ponderal de acuerdo a las referen-
cias internacionales para IMC entre 2 y 18 afos, publi-
cadas por Cole et al. 1920

Para efectuar el procesamiento estadistico se utilizd
la version 15.0 del paquete estadistico SPSS. Se llevé a
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cabo un analisis descriptivo de las variables directas y
derivadas calculando el valor de la media y la desvia-
cion estandar (DE). Se realiz6 el test de Kolmogorov-
Smirnov para comprobar la normalidad de todas las va-
riables y en funcion de la misma, se empled la prueba
“t” o la U de Mann-Whitney para el contraste de medias
entre ambas series (bailarines de ballet y control). Para
determinar qué medidas directas son adecuadas para
predecir la composicion corporal se llevé a cabo un ana-
lisis de regresion lineal por pasos con nivel de significa-
cion p<0,05.

Resultados y Discusion

En la tablas 1 y 2 se muestra la estadistica descripti-
va de las variables directas y derivadas respectivamen-
te y el contraste de las medias por sexo atendiendo a
practica de ballet. Al realizar la prueba de Kolmogorov-
Smirnov se comprobd que soélo el peso y la estatura
presentaban distribucion normal para las series mascu-

linas y femeninas practicantes de ballet y control. Por
ello dichas variables se contrastaron con la prueba t y
el resto con la prueba U Mann-Whitney.

En el caso de las nifias todas las dimensiones antro-
pométricas directas, excepto la estatura, presentaron
diferencias significativas entre practicantes y no practi-
cantes de ballet. Para los chicos sélo resulté significati-
vamente diferente el grosor de los cuatro pliegues adi-
posos subcutaneos. Por lo que respecta a los indices de
proporcionalidad y composicion corporal, las discrepan-
cias entre los bailarines de uno y otro sexo y la serie
control se acenttian. La menor adiposidad de los estu-
diantes de danza clasica se refleja en la significativa di-
ferencia para el sumatorio de pliegues y el porcentaje
de grasa.

El peso magro o libre de grasa expresa el componen-
te musculo esquelético en términos absolutos. La ma-
yor muscularidad de los varones practicantes de ballet
se refleja en el significativamente mas elevado peso

Tabla 1. Estadistica descriptiva de las medidas directas y comparacion de las medias por sexo atendiendo a préctica de ballet (en negrilla dife-

rencias estadisticamente significativas, p< 0,05)

varones mujeres
Bailarines de | ¢ o1 (N=136) Contraste Bailarinasde | o, 401 (N=204) Contraste
ballet (N=96) ballet (N=208)
Media DE Media DE t/z p Media DE Media DE t/z p
Peso (kg) 39,76 9,57 40,45 10,80 0,50 0,62 37,52 6,88 42,24 10,07 0,55 0,00
Estatura (cm) 152,02 11,48 149,30 11,92 1,74 0,08 151,83 8,98 150,93 9,93 0,97 0,34
Perimetro brazo (cm) 20,78 2,50 21,17 2,96 0,69 0,49 19,59 2,37 21,59 3,06 7,61 0,00
Perimetro cintura (cm) 60,01 5,04 62,06 6,80 1,91 0,06 56,90 4,45 61,53 7,18 7,35 0,00
Perimetro cadera (cm) 73,82 6,79 75,57 8,35 1,41 0,16 76,06 6,51 80,39 9,09 4,96 0,00
Pliegue tricipital (mm) 7,21 1,90 8,75 4,12 3,00 0,00 9,59 2,65 11,27 5,33 2,94 0,00
Pliegue bicipital (mm) 4,11 1,01 6,22 3,40 5,92 0,00 5,23 2,12 7,83 3,58 8,82 0,00
Pliegue subescapular (mm) 5,55 1,07 8,23 4,62 5,77 0,00 6,73 1,77 10,71 5,55 9,04 0,00
Pliegue suprailiaco (mm) 4,57 1,11 8,91 7,07 6,00 0,00 6,25 2,89 11,47 7,25 9,11 0,00

Tabla 2. Estadistica descriptiva de los indices y variables de composicion corporal y comparacion por sexo atendiendo a practica de ballet. (en

negrilla diferencias estadisticamente significativas, p< 0,05)

varones mujeres
Ba"a”(';‘e:;;) ballet|  control (N=136) Contraste Ba“a’(isiszgg)ba"et Control (N=204) Contraste
Media DE Media DE z p Media DE Media DE z p
IcC 0,80 0,05 0,04 1,50 0,13 0,75 0,04 0,76 0,05 4,13 0,00
IC 1,08 0,03 0,05 2,75 0,01 1,05 0,04 1,07 0,05 4,35 0,00
IMC 16,91 1,89 17,87 2,74 2,39 0,02 16,13 1,58 18,44 3,38 7,68 0,00
% Grasa 8,97 1,99 12,63 5,30 5,65 0,00 17,89 3,26 22,22 5,98 8,19 0,00
Peso magro 36,15 8,56 34,99 7,96 3,90 0,00 30,69 511 32,53 6,69 8,19 0,00
> de Pliegues 21,46 3,74 32,12 17,78 5,64 0,00 27,81 8,15 41,29 19,89 7,31 0,00
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magro de estos (36,15 kg) frente al grupo control
(34,99). Aunque entre las bailarinas y el grupo control
las diferencias son de signo contrario, dicha variable re-
presenta en las primeras como promedio el 77% del
peso total, mientras que en las segundas es aproxima-
damente el 81%.

El indice de cintura cadera (ICC), asi como el de co-
nicidad (IC) son inferiores en los estudiantes de ballet
de uno y otro sexo lo que supone que la practica del
ballet repercute no solo en la cantidad sino también en
la distribucién de la grasa, de modo que hay una clara
reduccidn de la adiposidad abdominal respecto a la de-
positada en el segmento inferior del tronco. EI IMC tam-
bién presenta valores significativamente mas bajos en
los bailarines.

Para profundizar en el analisis y evaluar la condicion
nutricional de los sujetos, se clasificd la muestra en las
categorias de bajo peso, normopeso y sobrepeso esta-
blecidas en funcién de los puntos de corte para el IMC
de las referencias internacionales ! 20, Como puede
comprobarse en la tabla 3, ningun estudiante de ballet
se incluye en la categoria de sobrepeso, mientras que
el riesgo de malnutricion por déficit ponderal es signifi-
cativamente mas elevado entre las bailarinas (38%)
que entre sus compafieros (13.5%). En el grupo con-
trol también se ubican mas chicas que chicos en la ca-
tegoria del bajo peso, aunque las diferencias son de
mucho menor rango.

Los resultados expuestos muestran que, en términos
generales y respecto a la poblacion general, la morfofi-
sologia femenina se ve mas condicionada que la mas-
culina por la practica del ballet. En Cuba tradicional-
mente el nimero de bailarinas de ballet en las escuelas
de arte duplica al de los bailarines. Las primeras deben
empezar a prepararse desde edades tempranas ya que
el ballet clasico exige una figura de gran linealidad cor-
poral asi como control y dominio de las posiciones ba-
sicas. Existe una elevada competencia entre ellas y las

exigencias fisicas que implican los examenes de ingre-
so las obligan a iniciarse en la disciplina como prome-
dio a los 4 afios de edad % 2. Por ello, muy posible-
mente, la morfologia y composicién corporal que
caracteriza a las estudiantes de ballet analizadas, es el
resultado tanto de un proceso de seleccién mas precoz
como de una adaptacion al ejercicio de mas larga dura-
cion en el tiempo.

Al consultar la literatura sobre el tema, se constata
que la gran mayoria de las investigaciones se centran
en el ballet femenino de élite o en estudiantes de nivel
avanzado. Muy pocos articulos tratan la composicion
corporal en bailarinas pre-adolescentes. Entre las ex-
cepciones cabe citar el estudio semilongitudinal de
Matthewus et al. 22 en australianas de 8 a 14 afios o el
de Soric et al. 23 en croatas. Estos ultimos, aportan ci-
fras muy semejantes a las del presente estudio (17,89)
para el porcentaje de grasa en una serie femenina de 9
y 13 aflos compuesta por gimnastas y bailarinas de
danza clasica (18,3%). Trabajos llevados a cabo en las
integrantes del Ballet Nacional de Croacia ' 2%,dan re-
sultados similares al analizar una muestra de 30 baila-
rinas profesionales frente a 30 mujeres no deportistas,
resefiando valores significativamente mas bajos de gra-
sa corporal en las primeras (18,85%). La media de
edad de estas profesionales del ballet croata era de
17,4 afos con una desviacion de 2,01 y la técnica ana-
litica para la estima de la adiposidad relativa fue la im-
pedancia bioeléctrica (BIA). En dicho grupo la propor-
cion de practicantes de ballet por debajo de la
insuficiencia ponderal de acuerdo a los puntos de corte
internacionales para el IMC era del 50%, aun mas ele-
vada que en este estudio.

Dado que la presente muestra es numerosa e incluye
uno y otro sexo se decidié elaborar ecuaciones de pre-
diccion de variables de composicion corporal. Se preten-
de que sirvan de complemento a los criterios “de percep-
cion volumétrica de la figura” empleados por los
maestros de la disciplina. Como se muestra en la tabla

Tabla 3. Clasificacion de la condicion nutricional de la muestra a partir de los puntos de corte para el IMC propuestos en las referencias inter-
nacionales de Cole et al. (2000; 2007).
Varones: X2= 10,60; p< 0,05. Mujeres: X2= 52,04; p< 0,001

Varones mujeres
Bailarines de ballet (N=96) Control (N=136) Bailarinas de ballet (N=208) Control (N=204)
Insuficiencia ponderal (%) 13.5 11.9 38 17.7
Normopeso (%) 86.5 77.8 62 64.5
Sobrepeso/obesidad (%) - 10.3 - 17.8
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Tabla 4. Ecuaciones de regresion para predecir el peso magro y el porcentaje de grasa en bailarines y bailarinas de ballet.

Sexo Ecuacion R? SEE
varones Peso magro = 0,891 * peso + 0,725 0,992 0,78
mujeres Peso magro = 0,724 * peso + 3,539 0,949 1,16
varones Peso magro = 4,033 + 0,962 * peso - 0, 296 * p brazo 0,993 0,73
mujeres Peso magro = 7,420 + 0,798 * peso - 0,340 * p brazo 0,964 0,98
varones % de Grasa = 0,526 * 3 pliegues - 2,31 0,979 0,28
mujeres % de Grasa = 0,389 * 3 pliegues + 7,085 0,941 0,79

4, el peso total explica el 99 % y 94 % de la variabilidad
del peso magro en varones y mujeres respectivamente.
Hergenroeder et al. 2> publicaron ecuaciones de regre-
sion para predecir peso magro a partir del peso total en
poblacién femenina practicante de ballet con edades en-
tre 11 y 25 afios obteniendo un valor de R?2 = 0,88. En
el presente estudio el nivel de prediccidn se eleva, sobre
todo en la serie femenina, al anadir el perimetro del bra-
zo. Por lo que respecta a la adiposidad relativa, el suma-
torio de los cuatro pliegues (bicipital, tricipital, subesca-
pular, y suprailiaco) explica el 94 % (mujeres) y 99 %
(varones) del porcentaje de grasa total.

Como se deduce de los resultados recabados en la bi-
bliografia y los obtenidos aqui, ya comentados en parra-
fos anteriores, las bailarinas de ballet constituyen un
grupo bastante homogéneo desde el punto de vista
morfofisioldgico. Sus caracteristicas de composicion cor-
poral resultan muy similares con independencia de su
origen poblacional. La seleccién y la adaptacion al ejer-
cicio desde temprana edad contribuyen muy fuertemen-
te a esta identidad del morfotipo que caracteriza a la
danza clasica. Por este motivo, las ecuaciones propues-
tas podrian ser eventualmente aplicadas a cualquier
grupo de practicantes de ballet entre 10 y 14 afos.

Conclusiones

Las diferencias entre los bailarines de ballet y la po-
blacion control, ponen de manifiesto que la morfofiso-
logia femenina se ve mas afectada que la masculina por
los criterios de seleccion y el entrenamiento. En el caso
de las nifias todas las dimensiones antropométricas di-
rectas, excepto la estatura, presentaron diferencias sig-
nificativas entre practicantes y no practicantes de ba-
llet. Para los chicos sélo resultd significativamente
diferente el grosor de los cuatro pliegues adiposos sub-
cutaneos. Por lo que respecta a los indices de propor-
cionalidad y composicion corporal, las discrepancias en-
tre los bailarines y la serie control se acenttan. Los
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primeros presentan niveles de adiposidad total y relati-
va significativamente inferior, asi como un peso magro
proporcionalmente mas elevado. El monitoreo de la
composicion corporal y la aplicacién de ecuaciones pro-
pias para la determinacion del peso graso o del porcen-
taje de grasa pueden ser Utiles para complementar el
juicio de los maestros en los procesos de seleccion de
talentos para la disciplina.
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Resumen

Con esta exposicion se pretende visualizar como las
funciones asistenciales y educacionales que las enfer-
meras llevan a cabo diariamente, estan basadas en la
evidencia cientifica. Disenadas y avaladas por comités
de expertos, compuestos por enfermeras pioneras que
han sentado catedra, conformado doctrinas modelos y
teorias; y para que se compruebe como todo ello lo
aplica la enfermera a la educacién y asistencia nutricio-
nal cotidiana.

Las enfermeras pueden demostrar que saben por qué
hacen lo que hacen ya que la Teoria les brinda autono-
mia profesional porque orienta las funciones asistencia-
les, docentes e investigadoras. De ahi la importancia de
las intervenciones enfermeras en el equipo pluriprofesio-
nal que aumenta gracias al conocimiento tedrico y prac-
tico, porque los métodos desarrollados cientificamente
tienen mas posibilidades de ofrecer buenos resultados.

Con este trabajo se pretende dar a conocer al resto
de profesionales, la terminologia y la filosofia de la
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ciencia enfermera con que se realizan las funciones, asi
como los procesos de desarrollo de los razonamientos
l6gicos en la aplicacion de las intervenciones nutricio-
nales.

Los Cuidados de las enfermeras en Nutricion son
asistir, informar, formar, educar, asesorar y adiestrar,
desde el aspecto bio-psico-social del paciente y con un
desarrollo estructurado en diferentes etapas. Tras el
diagndstico nutricional y educativo la enfermera, pau-
ta el adiestramiento del paciente, ofreciendo atencion
integral y evaluacién continua de resultados. Todo ello
con actitud cientifica, abierta, constante, personalizada
y con empatia.

En los equipos pluriprofesionales, las enfermeras son
responsables de proporcionar los cuidados y conoci-
mientos necesarios para atender y educar a las perso-
nas en distintas etapas del ciclo vital Los habitos ali-
mentarios son un factor determinante del estado de
salud de la poblacién, porque se configuran en la in-
fancia y se desarrollan y asientan a lo largo de la vida
del sujeto, pudiendo influir sobre ellos a través de pro-
gramas educativos que refuercen las pautas de con-
ducta alimentaria adecuadas.

Haciendo un breve recorrido por las teorias desarro-
lladas por las grandes pensadoras enfermeras, nos en-
contramos continuas referencias a los cuidados nutri-
cionales.
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Como Objetivos generales de las intervenciones
enfermeras estan conseguir un estado nutricional co-
rrecto promoviendo una conducta que fomente la salud
a través de la nutricion.

La Clasificacion de las Intervenciones Enfermeras, se-
gun la Enfermeria Basada en la Evidencia esta desarro-
llada de acuerdo a:

Actividad de Cuidados.
Intervencion a considerar.
Intervenciones alternativas.
Valoracién del posible resultado.
Valoracién de los posibles efectos.
Valoracion de los posibles riesgos.

Al desarrollarlas las enfermeras realizan todas las ac-
tividades necesarias para:

e Valorar las necesidades nutricionales en las dife-
rentes etapas de los ciclos vitales.

¢ Valorar las necesidades nutricionales en el periodo
de enfermedad.

e Ensefar a nutrirse de forma equilibrada.

e Adecuar una alimentacion e hidratacion correcta a
sus circunstancias.

e Ayudar a la adquisicién del indice de Masa Cor-
poral correcto

e Adiestrar para un transito seguro de liquidos y so-
lidos.

e Preparacion y administracion del soporte nutricio-
nal artificial.

e Seguimiento nutricional completo y continuado.
e Evaluacion total y parcial de resultados.
* Preparacién para el alta hospitalaria

La importancia de la Formacion Continua al resto de
las enfermeras de Atencidén Primaria y en el hospital
queda patente en el equipo pluriprofesional y por eso
se deben disefiar metodoldgicamente las materias a de-
sarrollar.

Los Objetivos de formacion que tiene la enferme-
ra de nutricion son: 1) Proporcionar los conocimientos
y habilidades necesarias para que la enfermera de base
de AP y de hospitalizacion, solvente los problemas nu-
tricionales del usuario-paciente. 2) Ensefar a resolver
con el paciente, situaciones practicas y problemas de
salud, relacionados con la alimentacion-nutricion. 3)
Aportar a los equipos pluri-profesionales, los beneficios
de nuestras intervenciones y conocimientos como

Expertos en Cuidados. 4) Adaptar las materias del pro-
grama de formacion a la estructura del Proceso de
Atencion de Enfermeria (PAE)

Estos aspectos de las intervenciones enfermeras con-
sisten en disefar una Metodologia con arreglo a la
Enfermeria Basada en la Evidencia, para que la enfer-
mera reconozca los datos presentados y tenga facil ac-
ceso a la formacion. Analizar los estudios elegidos so-
bre los Cuidados es fundamental para, integrar datos,
monitorizar resultados, tabular las caracteristicas y apli-
car las conclusiones.

Formar a las enfermeras en la aplicacion de las téc-
nicas de escucha-transmision, provoca sinergia al com-
partir con el equipo objetivos comunes, desde el buen
hacer profesional; actuando con empatia siempre DES-
DE, CON, POR y PARA el paciente.

Palabras claves

Metodologia de cuidados enfermeros. Adiestramiento
nutricional. Equipo pluriprofesional. Gestién de Cui-
dados. Atencion integral. Formacion Continuada. Meto-
dologia docente. Sinergia.

Abreviaturas

Proceso de Atencion de Enfermeria (PAE). Clasifi-
cacion de Intervenciones Enfermeras (CIE). Clasifi-
cacién de Resultados Enfermeros (CRE). Enfermeria
Basada en la Evidencia (EBE). Atencidn Primaria (AP).
Atencion Especializada (AE). Unidad de Nutricion y
Dietética (UND). Nutricion Artificial (NA) Nutricion
Artificial Domiciliaria (NAD).

Summary

With this exhibition it is sought to visualize how the
assistance and educational functions that the nurses
carry out daily, they are based on the scientific evi-
dence. Designed and endorsed by committees of ex-
pert, composed by pioneer nurses that have sat down
class, conformed doctrines models and theories; and
so that he/she is proven how everything applies it to
it the nurse to the education and daily nutritional
attendance.

The nurses can demonstrate that they know why that
makes they make the Theory since it offers them profes-
sional autonomy because it guides the assistance, educa-
tional functions and investigators. Of there the importan-
ce of the interventions nurses in the team pluriprofesional
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that increases thanks to the theoretical and practical
knowledge, because the methods developed scientifically
have more possibilities to offer good results.

With this work it is sought to give to know to the rest
of professionals, the terminology and the philosophy of
the science nurse with which they are carried out the
functions, as well as the processes of development of
the logical reasoning in the application of the nutritio-
nal interventions.

The Cares of the nurses in Nutrition are to attend, to
inform, to form, to educate, to advise and to train, from
the patient’s bio-psico-social aspect and with a develop-
ment structured in different stages. After the nutritional
and educational diagnosis the nurse, averages the pa-
tient’s training, offering integral attention and continuous
evaluation of results. Everything it with a scientific attitu-
de, open, constant, personalized and with empathy.

In the teams pluriprofesionales, the nurses are respon-
sible for providing the cares and necessary knowledge to
assist and to educate people in different stages of the vi-
tal cycle The alimentary habits they are a decisive factor
of the state of the population’s health, because they are
configured in the childhood and they are developed and
they agree along the fellow’s life, being able to influence
on them through educational programs that reinforce the
appropriate rules of alimentary behavior.

Making a brief journey by the theories developed by
the excellences and thinkers nurses, we are continuous
references to the nutritional cares.

As general Objectives of the interventions nurses get
a correct nutritional state promoting a behavior that fo-
ments the health through the nutrition.

The Classification of the Interventions Nurses, accor-
ding to the Based Infirmary in the Evidence is develo-
ped according to:

“Activity of Cares.

“Intervention to consider.

“Alternative interventions.

“Valuation of the possible result.

“Valuation of the possible effects.

“Valuation of the possible risks.

When developing them the nurses they carry out all
the necessary activities for:

“To value the nutritional necessities in the different
stages of the vital cycles.
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“To value the nutritional necessities in the period of
illness.

“To teach to be nurtured in a balanced way.

“To adapt a feeding and correct hydrate to their cir-
cumstances.

“To help to the acquisition of the correct Index of
Corporal Mass

“To train for an I traffic sure of liquids and solids.

“Preparation and administration of the artificial nutri-
tional support.

“Complete and continuous nutritional pursuit.
“Total and partial evaluation of results.
“Preparation for the high one hospital

The importance of the Continuous Formation to the
rest of the nurses of Primary Attention and in the hos-
pital it is patent in the team pluriprofesional and for that
reason with a concrete methodology the matters should
be designed to develop.

The formation Objectives are: 1) to provide the
knowledge and necessary abilities so that the nurse of
base of AP and of hospitalization, solvent the nutritio-
nal problems of the user-patient one. 2) to teach to
solve with the patient, practical situations and pro-
blems of health, related with the feeding-nutrition. 3)
to contribute the teams pluri-professionals, the bene-
fits of our interventions and knowledge like Experts in
Cares. 4) to adapt the matters from the formation pro-
gram to the structure of the Process of Attention of
nurses’ care.

These aspects of the interventions nurses consist on
designing a Methodology with arrangement to the nur-
ses’ cares Based in the Evidence, so that the nurse re-
cognizes the presented data and have easy access to
the formation. To analyze the elected studies on the
Cares is fundamental for, to integrate data, to monitor
results, to tabulate the characteristics and to apply the
conclusions.

To form the nurses in the application of the listen-
transmission techniques, it causes synergy when sha-
ring with the team common objectives, from the good
one to make professional; always acting with empathy
FROM, WITH, and FOR the patient.

Abreviations

Nursing Attention Process (PAE). Nursing Inter-
ventions Classification (NIC). Nursing Objects Classi-
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fication (NOC). Primary Attention (PA). Specialized
Attention. Unit of Nutrition and Dietary (NDU). Nursing
Evidences (NE). Artificial Nutrition (AN). Domiciliary
Artificial Nutrition (DAN)

Key words

Nurses” cares Methodology. Nutritional training. The
teams pluri-professionals. Administration of Cares.
Integral attention. Continuous formation. Educational
methodology. Synergy.

Introduccion

La OMS dentro del marco Salud XXI, dice que “para
el afio 2015 todos los grupos de poblacién deberan ha-
ber adoptado unos modelos de vida mas sanos y pro-
pone acciones que faciliten las elecciones saludables en
relacion con la nutricion y el ejercicio fisico”. *En
Espana toda la poblacion tiene asignada una enferme-
ra con atencion directa al paciente y familia, asi como
a grupos de poblacién y ésta es una primera puerta de
entrada general al sistema sanitario de referencia; por
lo que una politica educativa en alimentacion desde las
Consultas de Enfermeria, debe proporcionarles los sufi-
cientes elementos de juicio.

La Enfermeria a lo largo del tiempo se ha desarrolla-
do como ciencia y como profesion, pero todo cambio, y
aun mas toda consolidacién, debe ir respaldada por un
método que aporte fiabilidad y le dé sentido a la prac-
tica haciéndola dtil y funcional.

FlorenceNightingale®” (considerada la primera enfer-
mera de la era moderna) fue la primera persona que
dedicandose a atender pacientes, promulgd unas nor-
mativas de higiene y de salud al estructurar los prime-
ros conceptos de ventilacion, calor, luz, limpieza, ruido
y dieta.

Los Cuidados de las enfermeras en Nutricion son
asistir, informar, formar, educar, asesorar y adiestrar,
desde el aspecto bio-psico-social del paciente y con un
desarrollo estructurado en diferentes etapas.

Por todo ello el presente y el futuro de la Enfermeria3
pasa por el cuidado integral al paciente, su familia y la
comunidad; teniendo como objetivo principal conseguir
que las personas logren el mayor nivel de autocuidados
mejorando sus habitos de vida. Una de sus principales
tareas es y sera la educacion, identificacion de necesi-
dades, la informacion profesional y personalizada y la
gestion de cuidados nutricionales.

Los problemas de salud con los que se enfrenta
Enfermeria, implican la necesidad de una sistematiza-
cion cientifica que comienza desde el mismo momento
en que estos se observan, ya se trate del ambiente
hospitalario, comunitario, docente, institucional o na-
cional.

La aplicacién del método cientifico en la practica asis-
tencial enfermera, es el método conocido como Proceso
de Atencion de Enfermeria. Este método permite a las
enfermeras prestar cuidados de una forma racional, 16-
gica y sistematica. Es un sistema de planificacién en la
ejecucion de los cuidados de Enfermeria, compuesto de
cinco pasos: valoracion, diagndstico, planificacion, eje-
cucion y evaluacion. Como todo método, el PAE confi-
gura un numero de pasos sucesivos que se relacionan
entre si. Aunque el estudio de cada uno de ellos se
hace por separado, en la puesta en practica las etapas
se superponen con sinergia.

PAE

Vision
Holistica
Del
Individuo

Diagnostico Gestion

<«

La valoracion enfermera detecta el déficit de conoci-
mientos en nutricion o el deseo de mejorar los mismos.
La enfermera realiza el diagnostico educativo y pauta el
adiestramiento del paciente, ofreciendo atencién inte-
gral y evaluacién continuada de resultados. Todo ello
con actitud cientifica, constante, negociadora, empatica
y enérgica.

Objetivos
1. OBJETIVOS DE CUIDADOS NUTRICIONALES

>14 os habitos alimentarios son un factor determi-
nante del estado de salud de la poblacién, porque se
configuran en la infancia y se desarrollan y asientan a
lo largo de la vida del sujeto, pudiendo influir sobre
ellos a través de programas educativos que refuercen
pautas de conducta alimentaria adecuadas. En los equi-
pos pluriprofesionales, las enfermeras son responsables
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de proporcionar los cuidados y conocimientos necesa-
rios para atender y educar a las personas en distintas
etapas del ciclo vital.

Dentro de las necesidades basicas del individuo, la
alimentacion e hidratacion son prioritarias en el cuida-
do integral razonado, cientifico y profesional; ya que al
analizar las causas de mortalidad* en nuestro pais, en-
contramos que ocho de cada diez estan relacionados
con la alimentacion y la ingesta de alcohol.

Al aplicar el proceso, enfermero se buscan los si-
guientes objetivos:
a) Como objetivos generales>-14-15

¢ Conseguir un estado nutricional correcto

e Promover una conducta que fomente la salud a
través de la nutricién

o Asegurar el conocimiento del régimen terapéutico
nutricional.

e Promover los auto cuidados

b) Como objetivos Especificos:

e Valorar las necesidades nutricionales en las dife-
rentes etapas de los ciclos vitales.

¢ Valorar las necesidades nutricionales en el periodo
de enfermedad.

e Ensefiar a nutrirse de forma equilibrada.

e Adecuar una alimentacion e hidratacion?? correcta
a sus circunstancias.

o Ayudar a la adquisicién del indice de Masa Cor-
poral correcto

e Adiestrar para un transito seguro de liquidos y so-
lidos.

e Preparaciéon y administracién del soporte nutricio-
nal artificial.

e Seguimiento nutricional completo y continuado.
e Evaluacion total y parcial de resultados.
e Preparacién para el alta hospitalaria

2. OBJETIVOS DE FORMACION

1) Proporcionar los conocimientos y habilidades ne-
cesarias para que la enfermera de base de AP y
de hospitalizacion, solvente los problemas nutri-
cionales del usuario-paciente.

2) Ensefiar a resolver con el paciente, situaciones
practicas y problemas de salud, relacionados con
la alimentacion-nutricion.
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3) Aportar a los equipos pluri-profesionales, los be-
neficios de nuestras intervenciones y conocimien-
tos como Expertos en Cuidados.

4) Adaptar las materias del programa de formacion
a la estructura del Proceso de Atencion de Enfer-
meria (PAE)

Desarrollo

Los primeros estudios sobre la Enfermeria en los
afnos 1950 se ocuparon de la filosofia, la definicion y el
fundamento metodoldgico de la Enfermeria. La comuni-
cacion interpersonal fue objeto de gran interés durante
la década de 1960. A finales de esos afios, la atencion
de los investigadores se desplazd hacia la Enfermeria
como ciencia. A partir de 1980 la Enfermeria se ha
afianzado en la satisfaccion de las necesidades del indi-
viduo como ciencia, como arte, como comunicacion y
como humanismo.

El termino anglosajén “nurse con el que se designa a
la enfermera, deriva de dos palabras latinas “nutriré”
alimentar y “nutrix” mujer que alimenta (lactancia).

Haciendo un breve recorrido por las teorias desarro-
lladas por las grandes pensadoras enfermeras, nos en-
contramos continuas referencias a los cuidados nutri-
cionales.

1. TENDENCIAS DE LAS TEORIAS DE ENFERMERIA

Victoria Henderson!2 define la Enfermeria en térmi-
nos funcionales: “La funcidn propia de la Enfermeria es
asistir al individuo, sano o enfermo, en la realizacion de
aquellas actividades que contribuyen a la salud o a su
recuperacion (o a la muerte pacifica), que éste realiza-
ria sin ayuda si tuviera la fuerza, la voluntad o el cono-
cimiento necesarios. Y hacerlo de tal manera que lo
ayude a ganar independencia a la mayor brevedad po-
sible”. Ella define catorce necesidades basicas del indi-
viduo, que comprenden los componentes de los
Cuidados de Enfermeria; y dentro de ellas la nimero
dos es “Comer y beber adecuadamente”.

Calixta Roy®9-10 agrupa las etapas del Proceso de
Atencion y de Cuidados enfermeros en cinco elemen-
tos, a los que afiadimos los subsiguientes contenidos.

1. Valoracién de los hechos: Introduccién al tema y
valoracion del paciente en tratamiento.

2. Diagnéstico enfermero: Manejo inefectivo del ré-

gimen terapéutico, déficit de conocimientos, alte-
raciones en la nutricion por exceso o por defecto.
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3. Planificacién de los cuidados: Caracteristicas de la
dieto terapia prescrita, conocimiento de las com-
plicaciones potenciales, calculo de las dosis de
farmacos y nutrientes.

4. Ejecucidn de las actividades: Educacion sanitaria,
control de la nutricion basica, administracion de
farmacos conociendo las indicaciones, prevencion
de posibles efectos tdxicos o conociendo los posi-
bles efectos toxicos.

5. Evaluacién de los resultados: Control de los efec-
tos deseados y no deseados, evaluacion del cum-
plimiento terapéutico y del estado nutricional.

Estas etapas ayudan a facilitar la adaptacion del indi-
viduo al proceso (nutricional en este caso).

Seguin los modelos conceptuales de Evelyn Adam!!:
“La enfermeria tiene una funcion propia, aunque com-
parta ciertas funciones con otros profesionales. La en-
fermera debe tener un modelo conceptual en los cuida-
dos a fin de obtener una identidad profesional concreta
y afirmarse como colega de los otros miembros del
equipo pluriprofesional”

Basandose en algunos de los modelos conceptuales,
todas las Intervenciones enfermeras en nutricion se
adaptan para conseguir que sea capaz de mantener y/o
restaurar la independencia del usuario/paciente para la
satisfaccion de las necesidades fundamentales. Por ello
todos los objetivos se aplican con una determinada
metodologial4-15;

o Enseflanza de macro y micro nutrientes.

e Composicion de los alimentos y equivalencia por
grupos.

e Manejo de los grupos de alimentos.
o Hidratacion.

e Adiestramiento del ritmo de ingestas.
o Control del ejercicio fisico.

e Adecuacion y manejo de las fobias y las filias ali-
mentarias.

Para Hildegard Peplaul?13, todas las intervenciones
enfermeras son una combinacion de: la aplicacién de
los principios del aprendizaje social, el concepto de mo-
tivacion humana vy el del desarrollo de la personalidad.

Uniendo con lo dicho sobre ella anteriormente, F.
Ninghtingale®” al introducir la dieta en sus normativas
de atencion al paciente, decia que la enfermera no sélo
debia estimar la racion alimenticia sino la puntualidad
de las comidas, la adecuacién de las mismas y su efec-

to sobre los pacientes. Decia que para el seguimiento
alimenticio es imprescindible “la educacidn, la observa-
cion, el ingenio y la perseverancia”. Por eso insistia tam-
bién “en la enfermeria de salud” la prevencion de las
enfermedades, incluia una dieta alimenticia que la en-
fermera debia adecuar y ensefiar. Insistia en que la sa-
lud se mantenia gracias a la prevencion de la enferme-
dad por via de los factores de salud ambiental y una
dieta adecuada (toda una visionaria para su tiempo).

Para ello instruye en como incluir todos los grupos
de alimentos, en proporciones y frecuencias, adaptan-
do lo que las Guias alimentarias recomienda.

2. MARCO CONCEPTUAL ACTUAL

La necesidad de un marco conceptual esta asociada
a la practica profesional de una disciplina; por lo que las
enfermeras necesitan un sistema lo mas fiable posible
de comunicacién para poder interaccionar en el equipo
de trabajo sanitario.

En 1973 se crea la NANDA (North American Nursing
Diagnoses Association) a partir de este momento se
han realizado grandes avances en el terreno de la uni-
ficacion del lenguaje profesional. Pocos afios mas tarde
este proyecto se completa con la clasificacion de las in-
tervenciones enfermeras (NIC) y por ultimo la de los re-
sultados (NOC).

La implantacién de una metodologia propia y un len-
guaje comun permite a los enfermeros/as acceder a la
investigacion en el area de cuidados

La Enfermeria Basada en la Evidencia, consolida el
ejercicio profesional poniendo énfasis en la efectividad
de los procedimientos cuidadores. Porque aplicando la
EBE, se busca demostrar el papel que desempeiia el co-
nocimiento cientifico enfermero.

Por todo ello el presente y el futuro de la Enfermeria3
pasa por el cuidado integral al paciente, su familia y la
comunidad, basandose en la evidencia cientifica y con la
mayor eficacia; teniendo como objetivo principal conse-
guir que las personas logren el mayor nivel de autocui-
dados. Una de sus principales tareas es y sera la educa-
cion, identificacion de necesidades, la informacion
profesional y personalizada y la gestion de cuidados.

3. ENFERMERIA BASADA EN LA EVIDENCIA

Madeleine Leininger?* presenta los Cuidados de
Enfermeria como el foco intelectual mas unificador, do-
minante y central; porque son variados y complejos
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dado que incluyen conceptos relacionados con conduc-
tas, procesos, necesidades, consecuencias, conflictos y
lagunas en la practica universal.

Presentar el uso consciente, explicito y juicioso de
esos datos registrados, como eficacia para la toma de
decisiones, va unido y contrapuesto a: Las opiniones; la
tradicion; la experiencia; las suposiciones; los reparos
que se pueden plantear el paciente o la enfermera.

Para homologar estos aspectos de las actuaciones, se
disefia una Metodologia que reconozca los datos pre-
sentados y tenga facil acceso a la formacion, ya que
analizar los estudios elegidos sobre los Cuidados es
fundamental para integrar datos y monitorizar los resul-
tados. Una vez tabuladas las caracteristicas docentes,
se aplican las conclusiones. Es conveniente contactar
con otros investigadores para ampliar las posibilidades
de trabajar en sinergia.

Al analizar estos estudios podemos no encontrar nin-
guna evidencia y entonces se deben revisar todos los
Protocolos de Investigacidn, o generar nosotros la evi-
dencia. Si por el contrario encontramos una evidencia
hay que aplicar los resultados y comenzar la evaluacion.

En el acceso a la evidencia nos encontramos con di-
ficultades primarias como barreras de idioma, o poca
cantidad de informacion, o mala calidad de los estudios,
0 existir pocos ensayos clinicos enfermeros. También
nos encontramos con un sesgo de poblacion elegida
por patologias y no por sintomatologia o cuidados.

Resulta muy conveniente conocer la existencia de re-
sultados negativos que no han sido publicados, para no
caer en los mismos errores.

A la hora de buscar o aplicar estudios de EBE hay que
diferenciar entre:

e Revisiones narrativas basadas en la opinidn.
e Revisiones sistematicas basadas en la evidencia.

Lo mas eficaz es poder encontrar estudios descripti-
vos con calidad que satisfagan las necesidades asisten-
ciales y educacionales de los enfermeros, de la pobla-
cion sana y de la poblacion enferma.

Abraham Maslow?® en su teoria de la motivacion y de
la personalidad humana sefala:”La presente teoria se
debe considerar como un programa indicativo para ul-
teriores investigaciones y debe sustentarse, o desmoro-
narse, no tanto a partir de los hechos conocidos o las
evidencias presentadas, como desde las investigaciones
que quedan por hacer”.
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Autorrealizacion

Sociales

N

Fisioldgicas

(Pirdmide de la Teoria de las Necesidades)

Maslow2® desarrolla asi su Teoria de las Necesidades:
Las fisioldgicas basicas (alimentos, agua, aire, excre-
cién) son las fundamentales a cubrir. Después le siguen
la de seguridad (proteccion), la de aceptacion so-
cial (amor, amistad, afecto, pertenencia, camaraderia),
de autoestima (reconocimiento, auto valia, ego, éxito,
prestigio). Todas ellas son denominadas como Necesi-
dades del déficit. La ultima de autorrealizacion (auto
cumplimiento, de lo que uno es capaz) es a la que se le
enclava en Necesidad de ser.

Al respecto de las necesidades fisioldgicas Maslow2®
creia, apoyado en sus investigaciones, que éstas eran
de hecho necesidades individuales. Ponia como ejemplo
que la falta de Vit. C conduciria a esta persona a bus-
car especificamente aquellos alimentos que proveian de
vit. C como es el zumo de naranja. En ese aspecto es
donde esta teoria conductual sirve en muchas ocasio-
nes en la aplicacion de los cuidados de enfermeria. El
individuo puede cubrir sus necesidades con la ayuda de
la enfermera o con su encauzamiento en la consecucién
de autoayuda

Con un desarrollo estructurado de los Cuidados nutri-
cionales, se facilita el aprendizaje y simplifica la ardua
tarea del adiestramiento del usuario en el equilibrio nu-
tricional. La implementacion en la cobertura de todas
estas necesidades por parte de la enfermera, se desta-
ca en los cuidados de los pacientes con cirugia bariatri-
ca?’ y en la 2atencion de los Trastornos de la Conducta
Alimentaria.

La comunidad cientifica coincide en que una “dieta
equilibrada, una buena hidratacién y movimiento, son
los pilares de la salud a cualquier edad..Para llevar a
cabo esta maxima nutricional, la enfermera aplica teo-
rias y modelos para satisfaccion de estas necesidades
basicas con empatia y de manera personalizada.
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4. INTERVENCIONES ENFERMERAS APLICADAS
A LA NUTRICION

Es muy facil adecuar este conjunto de teorias y apli-
carlo al adiestramiento nutricional; ya que tanto la
Gestion de cuidados nutricionales, como los Diagnos-
ticos enfermeros!’ de nutricion y el Proceso de Atencion
Enfermera, se hace desde una visién holistica del pa-
ciente.

4.1. La enfermera de Atencion Primarial4 procura
mejorar el nivel de conocimientos de la poblacion, refe-
rente a la eleccién adecuada de alimentos, las caracte-
risticas de una dieta equilibrada y los riesgos del con-
sumo habitual de alimentos considerados poco
saludables. En caso de enfermedad el manejo de las
texturas en el caso de disfagia o el seguimiento del
cumplimiento de la dieta prescrita a los pacientes cro-
nicos como hipertensos, obesos o diabéticos.

En este campo el adiestramiento de los cuidadores
de pacientes fragiles o dependientes cobra especial in-
terés. En muchos casos estos pacientes tienen prescri-
to soporte nutricional artificial lo que hace imprescindi-
ble un asesoramiento y evaluacién continua.

La enfermera aplica las técnicas de escucha-transmi-
sidn, segun la base del sujeto emisor y del sujeto re-
ceptor y fomenta la Cultura alimentaria?3 en la educa-
cion para la Salud con habilidades de comunicacién que
generan confianza y relaciones humanas personales
y/o grupales con determinacion emocional y de valores.

La evaluacién sobre comprension, aprendizaje y apli-
cacion de técnicas de adiestramiento, ha de ser fre-
cuente y pautada regularmente.

4.2. En el medio hospitalario la enfermera de la
UND es el profesional enfermero de referencia en ma-
teria de nutricion. Se ocupa del cuidado nutricional del
paciente hospitalizado aplicando el Cédigo de dietas.

La enfermera de la UND colabora en la elaboracion,
cumplimentacioén y realiza el seguimiento de las dietas
hospitalarias. Es la responsable del disefio de las reco-
mendaciones para uso domiciliario. Asimismo en mu-
chos casos es la encargada de gestionar el seguimien-
to y monitorizacion del circuito alimentario del hospital,
con la colaboracion del servicio de hosteleria.

En la clinica es la responsable de que se realice un
plan de cuidados en el que estén contemplados los
cuidados nutricionales sobre todo en caso de pres-
cripcion de Nutricion Artificial siendo la encargada del

entrenamiento de los pacientes y/o las familias de los
candidatos a este tipo de soporte, ensefiandoles el
uso y mantenimiento de todo el material y férmulas
nutricionales y de los cuidados de las vias de acceso
antes de que el, paciente abandone el hospital. Para
asegurar la eficacia de la NAD, es necesario un pro-
tocolo de monitorizacion y seguimiento del paciente
que garantice la continuidad de cuidados en el que
estan implicadas las enfermeras de la UND, las enfer-
meras de hospitalizacion y las de AP formadas en este
tipo de soportes nutricionales. En todo caso se debe
garantizar que el paciente reciba un informe de con-
tinuidad de cuidados.3?

En las consultas externas interactia con la consulta
médica especializada de diagnostico y tratamiento nu-
tricional, liderando las consultas de enfermeria de las
UND como educadora nutricional y coordinando la nu-
tricion a domicilio. Estas consultas de enfermeria son el
eslabon que enlaza los cuidados enfermeros entre el
hospital y AP.

Dentro de los Programas de Formacion Continuada,
la enfermera de Nutricion es la responsable de orga-
nizar las redes de aprendizaje y coordina el disefo de
acciones formativas con la enfermeria de hospitaliza-
cion en materia de alimentacion-nutricién. Asimismo
con las enfermeras de AP organiza Programas simila-
res.23

5. INTERVENCIONES COMUNES EN AP Y AE3-5

Las situaciones especificas sobre las que actla la en-
fermera, tanto en Atencion Primaria como en Atencion
Especializada son:

1.- PROBLEMAS DE MALNUTRICION: Identifica, re-
gistra, controla y corrige.

2.- SALUD NUTRICIONAL: Protocoliza cuidados vy
educacion, informa y adiestra, registra, monitori-
za y evalla.

3.- GESTION DE CUIDADOS: Disefia el plan estraté-
gico, administra los recursos materiales, distribu-
ye los recursos humanos, aplica los cuidados en-
fermeros a la alimentacion-nutricion31.

17-18-19y todo esto aplicando el marco conceptual
adaptado NANDA (Asociacion Americana de
Diagndsticos de Enfermeria):

-Clasificacion de intervenciones enfermeras
(CIE)

-Clasificacion de resultados enfermeros (CRE)
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Descripcion de algunas de las actividades
principales

1. GESTION DE CUIDADOS

Dorothea Orem?20-21 escribe:”Los sistemas de Enfer-
meria se forman cuando las enfermeras utilizan su ca-
pacidad para prescribir, planificar y proporcionar cuida-
dos a los pacientes (individual o en grupos) llevando a
cabo acciones separadas y sistemas de accion. Estas in-
tervenciones o sistemas regulan el valor y el ejercicio
de aptitudes individuales para comprometerse y afron-
tar los requisitos terapéuticos de auto-cuidados del in-
dividuo”. La cronologia que se impone es:

e Descripcion del Proceso a seguir.

 Reflexion (Diferencias entre sintomas y patologias.
Ej: La intervencién enfermera sera sobre la “disfa-
gia”, sin ser muy importante que ésta provenga de
un cancer de eséfago o de una ELA)

e Integracion de Creencias.

e Integracion de Valores.

o Formacion cientifica.

e Experiencia asistencial y docente.

Al gestionar las intervenciones enfermeras es impor-
tante fomentar las habilidades de comunicacién?? en la
consulta de enfermeria y en hospitalizacion. Habilidades
gue ademas de comunicacion fluida y capacidad docente,

deben de sustentarse en una sdlida formacion cientifica,
una informacion detallada y una actitud abierta y tenaz.

2. TECNICA DE ESCUCHA-TRANSMISION

En la relacion enfermera-paciente, tanto en AP como
en AE, es importante contar con las capacidades comu-
nicativas de ambos sujetos:

A) Sujeto emisor
« |0 que se quiere decir.
« |0 que se sabe decir.
« |0 que se dice.
B) Sujeto receptor
= |0 que se oye.
Lo que se escucha.
Lo que se comprende.
Lo que se aprende.
Lo que se retiene.
Lo que se acepta.
Lo que se practica

A A 2 2
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Para comprobar que la estrategia de adiestramiento
de cada uno de los pasos del receptor comporta un
buen proceso protocolizado, debe hacerse una evalua-
cion continuada.

3. PROTOCOLIZ’ACI()N DE LOS CUIDADOS
EN NUTRICION

H. Peplaul?13 jdentifica cuatro fases en la relacion
enfermera-paciente:

1) orientacion 2) identificacion 3) aprovechamiento
4) solucion.

Por eso las Etapas cognitivas para elaborar un
Protocolo deben desarrollarse dando prioridad a la
Atencioén Integral debida a pacientes, familia y comuni-
dad con la formulacion de una estrategia, la blsqueda
de la mejor evidencia, una valoracién critica y con la
evaluacion de la decision.

Cualquier contingencia extraordinaria y/o urgente se
puede resolver con eficacia, eficiencia y efectividad,
Unicamente cuando los cuidados estan protocolizados3?

4. FORMACION CONTINUADA!¢

La importancia de la Formacion Continuada queda
patente cuando en el equipo pluriprofesional puede
plantearse qué hace la enfermera de Nutricion para for-
mar al resto de las enfermeras, en AP y en el hospital.
La aplicacion de las grandes teorias y evidencias, han
de ir unidas a teorias de pequefio y medio alcance y asi
poder orientar el ejercicio profesional, adaptando teori-
as de varias disciplinas profesionales. Enfermeria se ha
beneficiado de teorias pertenecientes a otras discipli-
nas, a la vez que la enfermeria estd beneficiando con
sus teorias a otras disciplinas. Aunando este conjunto
de beneficios inter disciplinares, se debe:

-Definir los objetivos a conseguir.

-Especificar los criterios a seguir.

-Elaborar un Protocolo educacional.

-Disenar el plan de actuacion docente.

Como primer Planteamiento de Trabajo para garantizar

la formacion de enfermeras en nutricion, se disefia un pa-
tron de materias elegidas®23:
1. EQUILIBRIO NUTRICIONAL: Dietética, Dietoterapia,
Requerimientos Nutricionales, Bromatologia.
2. VALORACION NUTRICIONAL: Malnutricién, Nutri-
cion Enteral, Nutricion Parenteral.

Hay un tercer apartado que se imparte como for-
macion complementaria a la nutricional:
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3. GESTION de CUIDADOS: Diagndsticos Enfer-
meros, Estrategias de Gestion, Relaciones Inter-
personales, Comunicacién, Planteamientos de
Investigacion.

Los Objetivos de formacion® que tiene la enfer-
mera de nutricién son:

¢ Proporcionar los conocimientos y habilidades nece-
sarias para que la enfermera de base de AP y de
hospitalizacién, solvente todos los problemas nutri-
cionales que tenga el usuario-paciente.

e Ensefiar a resolver con el paciente, situaciones
practicas y problemas de salud, relacionados con la
alimentacion-nutricion.

e Aportar a los equipos pluri-profesionales, los bene-

ficios de nuestras intervenciones y conocimientos
como Expertos en Cuidados.

Conclusiones

Este articulo pretende realizar un analisis cualitativo
que aporte las claves histéricas y metodoldgicas de los
cuidados enfermeros en nutricién. Esperamos mostrar
los beneficios pluriprofesionales y especialmente para el
paciente de la integracion de la actividad asistencial dia-
ria de la enfermera en el equipo interprofesional.

Los beneficios principales son:
e Evidencia cientifica.

Experiencia clinica.
Experiencia docente.

Recursos reales y posibles.
Contexto de Atencion.
Priorizar los tipos de Cuidados.

Desarrollar todos estos apartados conlleva: a) Incre-
mentar la investigacion enfermera en técnicas y cuida-
dos. b) Incorporar a la asistencia nutricional diaria, to-
das las evidencias halladas y REGISTRARLAS.

El 4rea de Enfermeria en los cuidados de salud adap-
ta 2la cobertura de todas las necesidades del indivi-
duo, comenzando por la mas basica que es la de estar
adecuadamente nutrido. El resto de necesidades son
una proyeccion y un complemento de la primera y eso
hace que los cuidados nutricionales se proporcionen
atendiendo integralmente al usuario en todas sus nece-
sidades fisicas, emocionales, afectivas y sociales; adies-
trando en el manejo de las fobias y las filias respecto
de algunos alimentos en aras de conseguir una “dieta
equilibrada. Esto conlleva un alto grado de complejidad

y formacion para la enfermera que exige mas que nun-
ca la identificacion y comprension de todos los elemen-
tos del 89PAE porque los cuidados y su manera de ges-
tionarlos requieren una estrategia protocolizada.

Madelaine Leinninger?* dice que el estudio y la clasi-
ficacion sistematica de las Creencias, los Valores y los
Conocimientos del individuo, se encauzan en los cuida-
dos de enfermeria con un lenguaje local, experiencias,
creencias y sistemas de valores, consensuados con el
usuario.

La enfermera en AP y en AE indaga en la naturaleza
de los cuidados basandose en el razonamiento ldgico, a
la vez que emplea métodos empiricos en su desarrollo.
1por ello gestiona funciones que le son propias y pro-
tocoliza y monitoriza las intervenciones enfermeras en
nutricidén, aportando una atencion bio-psico-social en
sinergia con el paciente: 3-5-14

« Valora necesidades nutricionales e hidricas?® en las
diferentes etapas del ciclo vital y en situaciones fi-
siologicas especiales.

» Valora las necesidades de hidratacion interna y ex-
terna de los individuos a su cargo®.

» Define y corrige los desajustes en el balance hidrico?®.

* Desarrolla los diagnoésticos de enfermeria y los apli-
ca a la nutricion y alimentacion.

o Conoce los habitos sociales y practicas religiosas,
para manejar déficit, fobias y filias alimentarias.

¢ Colabora en la valoracion del estado nutricional; en
la deteccion, tratamiento y prevencion de la
Malnutricién, asi como en las consecuencias y fac-
tores que la agravan.

¢ Informa, educa, adiestra y realiza los cuidados nu-
tricionales y el seguimiento asistencial al paciente.

e Monitoriza al paciente con NA, durante la hospita-
lizacion y en el domicilio segiin un Protocolo esta-
blecido, asegurando una administracion eficaz y
una mejora en su calidad de vida.

e Organiza, coordina y participa en la formacion y
asistencia para conseguir una alimentacion saluda-
ble de colectividades, de colegios, de trabajadores
sanitarios, de estudiantes de disciplinas varias, etc.

e Atiende las demandas formativas institucionales y
las propias del equipo de enfermeria.

e Realiza y/o colabora en estudios de investigacion,
para mejorar las diferentes actividades tanto pro-
pias como del equipo, teniendo como herramienta
la Enfermeria Basada en la Evidencia.
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¢Y cudles son esos supuestos beneficios que aportan
las enfermeras como Expertos de Cuidados?

* Sinergia al compartir con el equipo objetivos comu-
nes, desde el buen hacer profesional.

* Actuar siempre DESDE, CON, POR y PARA el pa-
ciente.

Una atencion integral e integrada con valores de exce-
lencia en los cuidados nutricionales, hace que el produc-
to enfermero resulte eficaz, eficiente y efectivo.

Porque como escribe Madelaine Leinninger?* “pue-
den existir Cuidados sin Curacion; pero nunca
podra existir Curacion sin Cuidados”.

Bibliografia

1. Henderson, V. “The principles and practice of nursing”. New York:
McMillan. 1978.

2. Henderson, V. “The nature of nursing: A definition and its impli-
cations for practice, research and education”. McMillan, New York.
1966.

3. Instituto Nacional de la Salud, publicacion: “La Enfermeria.
Cuidar: una profesion”. Madrid.

4. James, WPT. “Nutricién Saludable. Prevencion de las enfermeda-
des relacionadas con la Nutricion en Europa”. EASP. 1994.

5. Asociacién de Enfermeras de Nutricidn y Dietética. www.adenyd.org
/ Area de Capacitacién (Martin, Diaz, de Torres, Lopez-Pardo, Motilla
y col)

6. Nightingale, F. “Notes on nursing” Lippincott, Philadelphia. 1957.
(Edicion de la publicacion original de 1857).

7. Nightingale, F. “Selected writings”. Recopilacion elaborada por
Lucy R. Seymer. Ed. McMillan, New York. 1954

8. Roy, C. “The impact of nursing diagnosis”. AORN Journal. May, 1975.

9. Roy, C. “Conceptual framework for primary care in baccalaureate
programs” Primary Care Conference. U.S. Department of Health,
Education and Welfare. Denver, Col. 1978.

10. Lépez-Pardo, M y col. “Adaptacién de la Ensefianza Univer-
sitaria de Farmacologia, Nutricién y Dietética a la Metodologia
Enfermera”. Escuela Universitaria de Enfermeria de Cérdoba.
2006

11. Adam, E. “Modéles conceptuels”. Nursing Papers: Perspectives en
Nursing, 15 (2):10-21. 1983.

12. Peplau, H.E. “Interpersonal relations in nursing”. New York: G.P.
Putnam s Sons. 1952.

13. Peplau, H.E. “Basics principles of patient counseling”. Smith, Kline
and French Laboratories. Philadelphia. 1964.

Nutr. clin. diet. hosp. 2008; 28(3):9-19

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

De Torres Aured, ML; Francés Pinilla, M; Martinez Alvarez, JR. "La
dieta equilibrada. Guia para enfermeras de Atencion Primaria.”
Sociedad Espafiola de Dietética y Ciencias de la Alimentacion.
SEDCA 2007. www.nutricion.org.

Serra Majem, LI; Salleras Sanmartin, LI. Consejo dietético y nutri-
cional en Atencién Primaria de Salud. En: Serra, Aranceta, Mataix.
“Nutricién y Salud publica. Métodos y bases cientificas y aplica-
ciones”, Masson SA. Barcelona 1995.

Ganzel, R. Adelante, ihazme aprender! Training & Development
Digest; Sep. 1999; pag. 28-33. Madrid.

Diagnosticos de Enfermeria segin la Taxonomia NANDA.
Definiciones y Clasificacion. 2003.

Clasificacion de Intervenciones Enfermeras. Consejo General de
Enfermeria. Madrid. 2004.

Clasificaciéon de Resultados Enfermeros. Consejo General de
Enfermeria. Madrid. 2004.

Oren, D.E. “Concept of practice”. McGraw-Hill. New York. 22 Ed.
1980.

Oren, D.E. “Concept formalization in nursing: Process and pro-
duct”. Little Brown. Boston. 1979.

De Torres, L. iLa 72 emocién! Training & Development Digest;
Sep. 1999; pag 56. Madrid.

De Torres Aured, ML. “Dietética, Dietoterapia y Nutricion Artificial
para Enfermeras”. M2 Lourdes de Torres Aured-Nutricia
Laboratorios. Zaragoza. 1997.

Leininger, M. “Care: The essence of nursing and health”. Charles
B. Slack, Inc. Thorofare, NJ. 1984.

Leininger, M. “Cultural change, ethics and the nursing care impli-
cations”. Ed. University of Utah, Collage of Nursing. Salt Lake City.
1980.

Maslow, A. “Motivation and Personality”. Ed. Robert Frager. 1970,
22 Ed.

Lépez-Pardo, M; de Torres, ML; Diaz, J. “Cuidados de los pacien-
tes con cirugia bariatrica” Revista de Medicina. Universidad de
Navarra. Vol 50. N© 4. Octubre-Diciembre. 2006.

De Torres, ML. “Asesoramiento en Nutricion 2: Trastornos de la
Conducta Alimentaria” Enfermeria y Salud. Colegio de
Enfermeria. Zaragoza. Julio 2001.

De Torres, ML. “Hidratacion y cuidados” Revista Espafiola de
Nutricion Comunitaria. Vol.14. N© 2. Abril-Junio 2008.

Romero Gonzélez, Candela Fuster. “Metodologia de Cuidados en-
fermeros”. CCOO Federacién de Sanidad. 2006

Medina Moya JL “Deseo de cuidar y voluntad de poder. La ense-
fianza de la enfermeria”. Publicacions I Edicions. Universidad de
Barcelona. 2005

“Proceso de soporte: Nutricion Clinica”. Consejeria de Salud Junta
de Andalucia. 2006



nutricion clinica
Y
Dietética Hospitalaria

Bacteriocinas de probioticos.

Nuevos enfoques bioterapéuticos: PINHE

Bacteriocins of probiotics. New biotherapeutical approaches: PINHE

Dolz M. C.

Doctora en Farmacia. Centro de Informacion del Medicamento del Colegio Oficial de Farmacéuticos de Zaragoza. Espaiia.

Resumen

La prevencion de enfermedades y la conservacion
de los alimentos han motivado que el mundo indus-
trial y el cientifico se interese por conocer con mayor
detalle el modo de accién de los probidticos como ali-
mentos funcionales y en particular las bacteriocinas
que producen, por sus propiedades antimicrobianas.
Cada dia se descubren mas bacteriocinas y se anali-
zan sus mecanismos de accién a nivel molecular. No
cabe duda, que en los proximos anos se tendra un
mejor conocimiento de estos péptidos, que permitan
aprovechar al maximo su potencial en beneficio del
hombre, no sdlo a nivel de la industria alimentaria
como conservadores, sino ademas como nuevas al-
ternativas antibidticas y como bioterapéuticos en la
prevencion de ciertas patologias. En esté ultimo sen-
tido, Halocina H6 y en concreto PINHE (un péptido
derivado de esta bacteriocina procedente de haloar-
queas), ha mostrado ser un buen candidato para pre-
venir los dafos ocasionados por isquemia y repercu-
sion en el infarto de miocardio.
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Halocina H6, inhibicién Na+/H+, infarto de miocardio.
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Abstract

The prevention of the occurrence of diseases in the
individuals and the conservation of the foods has mo-
tivated that the industrial world and the scientist is in-
terested to know with greater detail the way action
the probiotics and in particular those that produce
bacteriocins, for their antimicrobial properties. Every
day more bacteriocins are discovered and analyzed its
mechanisms of action at the molecular level. There is
no doubt that in the next few years will have a better
understanding of these peptides, which allow to ma-
ximize their potential for the benefit of man, not only
at the level of the food industry as a conservative, but
also as new antibiotic options and as bioterapeutics in
the prevention of certain diseases. In the latter re-
gard, Halocina H6 and in particular PINHE (a peptide
derived from this haloarchaeal bacteriocin) has been
shown to be a good candidate for preventing dama-
ge caused by ischemia and reperfusion, en myocar-
dial infarction.

Key words: Bacteriocins, probiotics, PINHE, Halocina
H6, Na+/H+ inhibition, Myocardial infarction.
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Introduccion

A través de la evolucién, los microorganismos han
desarrollado distintas estrategias para competir por nu-
trientes en su medio ambiente. Por ejemplo algunos
han mejorado sus sistemas de quimiotaxis y otros han
elaborado compuestos antimicrobianos para inhibir a
otros miembros del ambiente. Diversas son las sustan-
cias antagodnicas que los microorganismos producen
para dominar en su habitat, desde los antibidticos de
amplio espectro, productos del metabolismo como &aci-
dos organicos, moléculas quelantes de hierro (siderofo-
ros) y bacteriocinas.

La bioconservacién es un método basado en el em-
pleo de microorganismos, o de sus productos metabo-
licos, para inhibir o destruir microorganismos indesea-
bles. Una forma de actuar de los llamados probidticos
para lograr alcanzar un buen estado de salud del indi-
viduo, es a través de la resistencia otorgada contra la
invasion de microorganismos patdgenos. Entre las bac-
terias probidticas mas utilizadas para el consumo hu-
mano se encuentran (aunque no de forma exclusiva)
las llamadas bacterias acido lacticas (BAL), que inclu-
yen a las siguientes: Lactobacillus acidophilus, L. plan-
tarum, L. casei, L. casei spp rhamnosus, L. delbrueckii
spp bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lactococcus
lactis spp lactis, Lactococcus lactis spp. cremoris,
Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. adolecentis, B.
longum, B. breve, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, entre otros 1.

Las BAL proporcionan sabor y textura, incrementan el
valor nutricional de los alimentos, y ya desde hace dé-
cadas se vienen utilizando en la industria alimenticia
como bioconservadores, debido a la produccién de bac-
teriocinas y otras sustancias que ejercen accion anti-
bacteriana contribuyendo a prevenir la descomposicion
de los alimentos.

Las bacteriocinas de las BAL son péptidos que impi-
den el crecimiento de bacterias alterantes y patdgenas
de los alimentos, con la ventaja frente a los conserva-
dores quimicos, de ser proteinas que al biodegradarse
no forman compuestos secundarios.

En la naturaleza existe una enorme diversidad de
este tipo de substancias. Las bacteriocinas han sido en-
contradas en casi todas las especies bacterianas exami-
nadas hasta la fecha, y aldn dentro de una especie po-
drian ser producidas diferentes tipos de bacterocinas.
Se piensa que el 99% de todas las bacterias pueden
producir cuando menos una bacteriocina y la Unica ra-
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zO6n de que no se hayan aislado es debido a que han
sido muy poco estudiadas.

Las bacteriocinas se definen como proteinas y péptidos
bioldgicamente activos, que tienen propiedades bacterici-
das contra otras especies estrechamente relacionadas,
miembros de la misma especie o especies muy relaciona-
das con la cepa productora. Sin embargo, recientemente
este concepto se ha modificado, ya que se ha encontra-
do también acciones bactericidas contra cepas distancia-
das filogenéticamente de la cepa productora.

Entre las bacteriocinas mas representativas a nivel de
la industria alimentaria estan :

- Nisina, descrita en 1928, fue la primera bacterioci-
na aislada a partir de la bacteria acido lactica
Lactococcus lactis subsp lactis. Es la bacteriocina
mejor caracterizada Es un péptido de 34 aminoaci-
dos y bajo peso molecular (inferior a 5 KDa) utiliza-
da como conservador de alimentos y la Unica reco-
nocida por la FDA con la categoria GRAS (Generally
Recognized As Safe). No requiere de un receptor
unido a la membrana de la célula blanco ya que re-
conoce la composicion fosfolipidica de la célula. Su
sintesis es compleja requieriendo procesos de
transcripcion, traduccion, modificaciones post-tra-
duccionales, secrecion, procesamiento, y sefales
de transduccion. Se produce de forma natural en al-
gunos productos lacteos donde se utiliza como adi-
tivo para prevenir la descomposicién ocasionada
por bacterias Gram positivas, especialmente Clos-
tridium, Staphylococcus, Bacillus y Lysteria.

Pediocina PA-1 y sakacina P son péptidos que tie-
nen la secuencia consenso en la region N-terminal
TGNGVXC con un papel importante en la capacidad
de reconocimiento de la membrana de la célula
blanco. Pediocina es producida por Pediococcus
acidilactici se utiliza como conservador en produc-
tos vegetales y carnicos y se ha observado una ele-
vada actividad contra especies de Listeria por lo
que tiene un alto potencial para ser utilizado como
conservador en alimentos lacteos.

Lactococcina G y plantaricinas EF y JK, también de
sintesis compleja (regulada por la accién de 5 ope-
rones con 21 genes diferentes) son formadores de
complejos de poracién y tienen actividad antimicro-
biana cuando interactian como un sistema de 2
péptidos diferentes necesarios para la formacion de
poros y consecuente disipacion del potencial de
membrana.
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- Divergicina A y acidocina B, son péptidos peque-
fnos, termoestables, no modificados y que se trans-
portan mediante péptidos lider. Divergicina A, pro-
ducida por Caernobacterium divergens LV13, se
caracteriza por poseer un sistema de secrecion que
involucra la presencia de un péptido sefial. Tiene
un peso molecular de 4.6 kDa, es de naturaleza hi-
drofdbica y posee en su extremo N-terminal un si-
tio de rompimiento Ala-Ser-Ala (a diferencia de la
acidocina B que tienen un sitio de rompimiento Gli-
Gli), y actia como péptido senal para el uso del sis-
tema de secrecién de la célula.

- Helveticinas J y V, aciddfilicina A y lactacinas Ay B
son péptidos grandes (mayores de 30 kDa), siendo
poco conocidas sus caracteristicas bioquimicas y su
modo de accién. Helveticina J, producida por
Lactobacillus helveticus, se encuentra de manera
natural en quesos madurados, es una proteina de
37 kDa. termolabil (30 min a 100°C) y el gen que
la produce se localiza en el DNA cromosomal.

- Lactococina A es una bacteriocina producida por
ciertas cepas de Lactococcus lactis. A diferencia de
otras bacteriocinas producidas por bacterias lacti-
cas, como la nisina o la pediocina PA-1, su espec-
tro antimicrobiano es muy reducido y se limita a
ciertas cepas de lactococos. Sin embargo, la lacto-
cocina A puede tener aplicaciones practicas en la
industria lactea ya que ejerce un efecto litico sobre
lactococos empleados como cultivos iniciadores en
las industrias queseras. La liberacion de enzimas
intracelulares en la matriz del queso juega un pa-
pel importante en el desarrollo de las propiedades
organolépticas y en la aceleracion de la maduracion
de ciertos tipos de quesos 2.

- Enterocina P (EntP) es una bacteriocina producida
por E. faecium P13, una BAL aislada de un chorizo
elaborado artesanalmente, y que muestra una po-
tente actividad antimicrobiana frente a Listeria mo-
nocytogenes. A pesar de su innegable potencial
como conservante natural de los alimentos, dicha
bacteriocina esta producida por una cepa de Ente-
rococcus, un género que se ha asociado, en algu-
nas ocasiones, a problemas de tipo sanitario. Por
tanto, la seleccion de la EntP como bioconservante
alimentario pasaria por su producciéon en hospeda-
dores mas seguros o en otros microorganismos de
interés en la industria alimentaria (Escherichia coli,
Methylobacterium extorquens, Lactococcus lactis y
Pichia pastoris) 3.

- Enterocina AS-48, que podria utilizarse a medio pla-
Z0 como bioconservante de alimentos, es una bacte-
riocina producida por Enterococcus faecalis S-48. Se
caracteriza por poseer una estructura circular, es de-
cir, por tener sus extremos unidos, a diferencia de la
gran mayoria de proteinas, que poseen un comien-
zo y un final. AS-48 es muy estable frente al pH y la
temperatura y posee un amplio espectro de accién
frente a numerosas bacterias, incluidas bacterias pa-
tégenas transmitidas por alimentos, por lo que es
una molécula idénea para ser utilizada como biocon-
servante. Ademas dado que, en los Ultimos afios el
aumento de la resistencia bacteriana a antibidticos
ha hecho necesaria la busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos, los péptidos antimicrobianos catio-
nicos naturales, como las bacteriocinas, “constituyen
una buena alternativa” 4.

El conocimiento del modo de actuacion de las bacte-
riocinas sobre las membranas bacterianas permitira en
el futuro, disefiar moléculas antimicrobianas con nue-
vas caracteristicas siendo hoy un importante campo de
investigacion.

Los efectos beneficiosos de los probioticos en la sa-
lud humana y en la nutricidn estan siendo cada vez mas
reconocidos. Diferentes grupos de trabajo, que estu-
dian las propiedades y la funcionalidad de los microor-
ganismos vivos en la dieta, sugieren que los probioticos
desempefian un papel importante en las funciones di-
gestivas, inmunitarias y respiratorias, y podrian tener
un efecto significativo en el tratamiento de las enferme-
dades infecciosas, especialmente en los nifios y en las
poblaciones de alto riesgo.

El tema de las bacteriocinas producidas por bacterias
acido lacticas contenidas en la comida fermentada ha
sido objeto de estudio durante los Ultimos 20 afios. Se
han caracterizado numerosos péptidos y ambos cam-
pos (probidticos y bacteriocinas) han atraido la aten-
cion de la comunidad cientifica para hacer frente al pro-
blema de las resistencias bacterianas. De hecho, dos
lantibidticos (la nisina y la lacticina se han utilizado para
la prevencion de la mastitis °.

Resulta de enorme interés a nivel biomédico el es-
tudio de las halocinas, proteinas del tipo bacteriocina
producidas por microorganismos del Dominio Archaea,
siendo de destacar los estudios realizados con Halo-
cina H6, cuya actividad sobre el intercambiador
Na*/H* (NHE) es atribuida a un péptido derivado de la
misma y que se denomina PINHE.
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El intercambiador NHE, es un mecanismo presente
en las membranas de todos los tipos celulares, tanto
procariotas como eucariotas, y cataliza un intercambio
electroneutro de H* intracelular por Na* extracelular >
9. Se sabe desde hace afios que participa a nivel celu-
lar en procesos vitales que dependen del intercambio
idnico transmembrana, tales como homeostasis de io-
nes, pH intracelular, volumen celular, adhesién, deter-
minacion de la forma, migracion y proliferacion. La ac-
tividad normal del NHE es por tanto de importancia
vital para la célula. Sin embargo, hay situaciones en
las que existe un proceso anormal de hiperactividad
del NHE que conducen a un proceso patoldgico. Desde
el punto de vista tisular el NHE esta implicado en di-
versos procesos fisioldgicos y patoldgicos de vital im-
portancia como la isquemia cardiaca, cerebral e intes-
tinal, en los procesos de reperfusion tras un periodo
de isquemia, la diuresis, la hipertension arterial, la di-
vision de las células tumorales, la acidez gastrica, el
transporte epitelial, la activacion de los macrofagos,
etc. 1012, E| tratamiento de todos estos procesos pa-
toldgicos mencionados anteriormente, podria verse
mejorado en caso de disponer de un buen inhibidor
del NHE. La investigacién acerca de la inhibicion del
intercambiador NHE, ha cobrado interés en los Ultimos
afios, dado el efecto protector observado sobre mio-
cardio isquémico y reperfundido tras un infarto. La hi-
potesis sobre la que se trabaja es, que como conse-
cuencia de la isquemia se produce una escasez de
energia y una acidificacion del citoplasma de las célu-
las cardiacas que activa el intercambiador NHE. Como
consecuencia, se produce una acumulaciéon de Na* in-
tracelular en intercambio con H+ que fuerza al inter-
cambiador Na*/Ca** a operar en sentido inverso, pro-
duciendo un aumento del Ca** citosdlico hasta niveles
tdxicos que conducen a la muerte celular. La utiliza-
cion de un inhibidor del intercambiador Na*/H* puede
mejorar dicho cuadro patoldgico al evitar este “efecto
cascada”. Asi lo demuestran diversos trabajos con pro-
ductos sintéticos que ejercen esa accion inhibidora,
amiloride y sus analogos (EIPA, DMA, MIA, AHMA) 13-
18 Otros inhibidores sintéticos, HOE694 y HOE642, en
fase de experimentacion, ejercen también efectos be-
neficiosos post-isquémicos, tanto sobre arritmias
como a nivel de la hemodinamica y mecanica cardia-
ca 11/1419-23 | Cariporide y Zoniporide otros derivados
mas especificos y potentes, que han mostrado ser
efectivos por reducir la zona de necrosis en infartos
experimentales de miocardio, tienen el grave inconve-
niente de ser poco reversibles 2426,
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Ya en 1996 se demostro el efecto protector que tenia
sobre la isquemia cerebral el bloqueo de NHE, gracias
a experimentos con un modelo celular de isquemia ba-
sado en el bloqueo de la glucdlisis 27. Mas tarde, estu-
dios con un inhibidor sintético (SM20200) demostraron
gue la activacion de NHE estaba directamente relacio-
nada con los dafos celulares neuronales y de la glia y
que la inhibicién de NHE tendria un gran valor terapéu-
tico 28. Dicha inhibicidon reduciria la progresion de los
dafios de la isquemia y la formacion del edema cerebral
y atribuian parte de esos dafos a la acumulacion de
neutrofilos que se reduciria por la inhibicion de NHE 29,

En la actualidad no se dispone de inhibidores fisiolo-
gicos de origen natural especificos del intercambiador
NHE. Los NHE son inhibidos por compuestos sintéticos
como amiloride 30 y sus analogos como EIPA 31, pero no
lo hacen de forma especifica, inhibiendo a la vez otros
intercambiadores, como Na*/Ca** y canales inespecifi-
cos de Na*. A pesar de estas limitaciones con elevado
numero de efectos secundarios, amiloride se esta utili-
zando en terapéutica como diurético. Por otra parte, al-
gunos derivados de la benzoilguanidina que han mos-
trado ser mas especificos y potentes, Cariporide (HOE
642), HOE 694 1112 y Zoniporide tienen el grave incon-
veniente de ser dificiles de revertir 2426,

Frente a este grave inconveniente que es la falta de
reversibilidad, tenemos las halocinas que proceden de
microorganismos del Dominio Archaea y de las cuales
se han aislado y purificado algunas de ellas 3234 com-
probandose un efecto inhibidor sobre intercambiadores
Na+/H+ de halobacterias 3°. En concreto, se ha aislado
una cepa sobreproductora de halocina H6, la cepa ali-
cante SPH7 de Haloferax gibbonsii. H6 es una proteina
de 30 KDa obtenida del sobrenadante del cultivo, que
conlleva un largo y costoso proceso de purificacion.
Trabajos posteriores se han centrado en aislar de la
cepa anterior un péptido, asociado a la halocina, que
contiene toda la actividad inhibidora de ésta sobre el
transportador NHE. Este péptido (PINHE), es el Unico
inhibidor bioldgico (proteico) descrito hasta el momen-
to, del intercambiador Na*/H* en eucariotas 36:37:72, Su
purificacién es mucho mas sencilla y econdmica que
con la halocina de la que deriva. Los trabajos realizados
sobre él han permitido la elaboracion de una patente3®
y su descripcion lo sefiala como un péptido hidrofdbico
de 28 aminoacidos que ejerce una inhibicién especifica,
reversible y dosis-dependiente del intercambiador
Na+/H+ (NHE) de células de mamifero incluyendo al
hombre3’.
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PINHE es la primera molécula de origen natural (pro-
cedente de haloarcheas) que ejerce actividad inhibidora
sobre el transportador Na+/H+, no sélo en procariotas
sino también en eucariotas por lo que estaria implicado
en diferentes aspectos de la Fisiologia y Patologia, tales
como el reestablecimiento de la homeostasis del pH cito-
solico cuando tiene lugar una acidificacion 7:8, lesiones
debidas a isquemia y reperfusion 14:18;20:38;39 hiperten-
sion 40, diabetes !, regulacion de la homeostasis del vo-
lumen celular 42, etc. PINHE como inhibidor de NHE
constituye una novedad frente a los inhibidores descritos
hasta la fecha, todos ellos de origen sintético y en distin-
tas fases de investigacion ya que por el momento solo
amiloride, principio activo de (Ameride") esta siendo uti-
lizado, como diurético ahorrador de potasio.

Experimentos preliminares de halocina H6 y PINHE
con animales sugieren que PINHE es un buen candida-
to para prevenir los dafos ocasionados por la isquemia-
reperfusion. Las principales ventajas que ofrece PINHE
respecto al resto de inhibidores del NHE conocidos has-
ta el momento, se deben a su naturaleza proteica, lo
que posibilita su mejora sobre la base de la ingenieria
genética y de proteinas. Y ademas que inhiba especifi-
camente el NHE de células eucariotas, de la misma for-
ma que ya se demostro para las haloarqueas 30, es un
hecho realmente sorprendente, ya que es la primera
vez que una sustancia del tipo bacteriocina muestra ac-
tividad similar frente a células eucariotas y procariotas,
lo que abre un nuevo campo de investigacion de los
productos derivados del Dominio Archaea.

El objetivo final del presente trabajo es demostrar
gue PINHE péptido derivado de una bacteriocina de ha-
loarqueas: (1) inhibe el transportador NHE de células
eucariotas, (2) evita la acumulacion intracelular de Na+
y Ca++ en un modelo de isquemia celular y (3) prote-
ge frente al dafio de isquemia-reperfusion en un mode-
lo animal de infarto de miocardio.

Material y Métodos
1. CELULAS UTILIZADAS

1.1. Archaeas

Se han utilizado Haloferax gibbonsii alicante SPH7
(CECT 4547) como cepa propductora y Halobacterium
salinarum NRC 817 como cepa sensible.

1.2. Eucariotas

Se han empleado HEK293 (células de rindn de em-
briones humanos) ATCC CRL1573; Jurkat (linfocitos T

humanos) ATTC TIB152 (clon E6-1); NIH3T3 (fibroblas-
tos de ratdon) ATCC, HL1*? donadas por el Dr. WC
Claycomb (linea celular de musculo cardiaco de ratén).
También se han utilizado cultivos primarios de células
extraidas de musculo esquelético humano y células
sanguineas de origen humano.

2. CULTIVO DE CELULAS
2.1. Archaeas

El medio utilizado para el cultivo es el denominado
SW25 que contiene: 2,66 M CINa, 0,13 M Cl,Mg6H,0,
0,16 M SO4Mg7H,0, 6,64 mM Cl,Ca, 53,3 mM CIK, 1,6
mM COsHNa y 4,48 mM BrNa y 0,5% de extracto de le-
vadura. El pH se ajustd a 7,2. El medio se esterilizod en
autoclave (121°C, 15 min). Los cultivos se incubaron a
37°C y con aireacion durante 5-7 dias. Para preparar
medio sdlido se afiadid 2% de agar-agar.

2.2. Eucariotas

2.2.1. Lineas celulares

Las células 293HEK se propagaron en medio de culti-
vo constituido por DMEM conteniendo 4 g/litro de gluco-
sa y 3.7 g/l de bicarbonato sddico y suplementado con
10% FBS, 2 mM L-glutamina, penicilina 100 U/ml, es-
treptomicina 100 pg/ml, anfotericina 2.5 pg/ml y genta-
micina 5 ug/ml. El cultivo se realizé en placas de @10 cm
a 37°C y 5% de CO,. Las células se cultivaron hasta
confluencia, entonces se recolectaron mediante incuba-
cion con tripsina 0,12% en EDTA 0,5 mM y centrifuga-
cion a 300g durante 10 minutos, el precipitado se resus-
pendié en medio DMEM sin bicarbonato, conteniendo
10% de FBS y 25 mM de Hepes. Se realizd un recuento
del nimero de células vivas utilizando un hemocitome-
tro y un colorante vital (Trypan blue dye). La suspension
celular se conservo en hielo hasta el ensayo. El cultivo
de células NIH/3T3 se realizd de igual forma que
HEK?293 pero sustituyendo FBS por 10% de NCS. HL1:
Se cultivaron segun el protocolo del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular del LSU Healt Science
Center, School of Medicine de New Orleans. Los cardio-
miocitos se cultivaron en medio de Claycomb al que se
anadié 10% FBS, 0.1 mM norepinefrina (de una solucion
en 30 mM de acido ascorbico), 2 mM L- glutamina, pe-
nicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pug/ml. Los fras-
cos de cultivo se recubrieron manteniéndolos doce ho-
ras a 37°C con una solucién conteniendo 0.02%
gelatina y 12.5 pug/ml (2 ml por frasco T25); esta solu-
cion de gelatina/fibronectina se vacié mediante aspira-
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cion antes de la siembra. Se cultivaron a 37°C y 5%
CO,. El medio se cambid diariamente y se realizaron pa-
ses (1:3) al alcanzar la confluencia. Se conservaron en
congelacién a —80°C con isopropanol (95% FBS y 5%
DMSO) y a las 12 horas se pasa a N, liquido.

2.2.2. Musculo humano

El procesamiento de las biopsias de musculo esque-
lético humano para la separacién, cultivo e identifica-
cion de células musculares se ha realizado siguiendo los
protocolos descritos anteriormente 4445, Brevemente,
las muestras de tejido muscular se obtuvieron como re-
siduos de donaciones multitejidos, generadas en hospi-
tales debidamente autorizados para dicha actividad y
con la mediacion de la coordinacion de trasplantes hos-
pitalaria correspondiente para la gestion administrativa
y funcional de las distintas acciones a realizar.

Desde el momento de la diseccién y hasta su recep-
cion en el laboratorio, es decir, durante el periodo de is-
qguemia fria, el tejido se conservd a 4 °C en presencia
de solucién tamponada de Hank (HBSS) (Gibco BRL)
conteniendo: 50 mg/L de tobramicina (tobradistin,
Dista), 50 mg/L de vancomicina (diatracin, Dista), 50
mg/L de cotrimoxazol (soltrin, Omega) y 50 mg/L de
anfotericina B (fungizona, Squibb). El tejido permane-
cié en estas condiciones entre 3 y 12 horas, transcurri-
das las cuales la solucién de antibidticos fue sustituida
por medio de cultivo M-199 (Gibco BRL), en las mismas
condiciones de temperatura y durante un maximo de 24
horas. Como solucién para el lavado de las células, se
utilizé HBSS con albumina humana al 4% (Grifols).

El tejido (procedente de biopsias de vasto externo de
donantes varones) se sometio a una digestion enzima-
tica. Para ello fue troceado en fragmentos de unos 3
mm?3. Se procesaron unos 3 g de tejido cada vez.
Seguidamente, se afiadié HBSS conteniendo tripsina al
0.125% (Gibco BRL) y acido etilén-diamino-tetracético
(EDTA) (Sigma) al 0.02%, a razon de 10 mL/g. El reci-
piente con los fragmentos de tejido en la solucion de di-
sociacion se incubd a 37 °C durante 45 min. A conti-
nuacién, se afadié HBSS con 1mg/ml de soja (Gibco
BRL) en proporcioén 1:1 (v/v) para inhibir la tripsina.

El material digerido fue filtrado a través de una gasa
y lavado mediante centrifugacion a 115 g, durante 2
min, para eliminar los restos de fibras musculares.
Posteriormente el sobrenadante se centrifugd a 300 g
durante 10 min y el sedimento obtenido se resuspendio
en medio de cultivo y se sembré en placas recubiertas
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previamente en el fondo con una solucion estéril
(121°C, 20 min.) de gelatina de cerdo (0.1%) en agua
estéril durante dos horas a temperatura ambiente. Las
células se cultivaron en medio de cultivo DMEM con 4
g/litro de glucosa y suplementado con 10% FBS, 2mM
L-glutamina, penicilina (100U/ml), estreptomicina
(100pg/ml), gentamicina (50ug/ml) y anfotericina
(2.5ug/ml). Los cultivos se incubaron a 37°Cy 5% CO,.
El medio de cultivo se reemplazd dos o tres veces por
semana y cuando se alcanzd el 60-75% de confluencia
se realizaron subcultivos, para ello las células se reco-
lectaron utilizando una solucién de tripsina-EDTA como
se ha indicado anteriormente. Después de centrifuga-
cién (300g, 10 min) e inhibicién de la tripsina se lava-
ron (X2) con medio de cultivo fresco antes de utilizar-
las o resembrarlas de nuevo.

Para su analisis citométrico las células, una vez reco-
lectadas de la placa, se lavaron (X2) con PBS y se re-
suspendieron (5-10x10° cel/ml) en solucion HHE (0.1%
alblmica sérina humana y 5 mM EDTA en HBSS) y se
incubd (30 min a temperatura ambiente) con el anti-
cuerpo monoclonal 5.1H11 (1:100) especifico de anti-
genos de superficie de mioblastos humanos (Develop-
mental Studies Hybridoma Bank, Universidad de Iowa).
Se lavaron (X3) con HHE y se incubaron (30 min a tem-
peratura ambiente) con anticuerpo secundario anti-ra-
tén conjugado con isotiocianato (FITC). Como control
negativo se utilizd un IgG de raton.

Para el aislamiento de mioblastos de cultivos prima-
rios de musculo humano se utilizd el procedimiento de
seleccién positiva utilizando una técnica inmunomagné-
tica. 4. Se empled el anticuerpo monoclonal 5,1H11 y
bolas paramagnéticas de poliestireno que llevan inmo-
vilizado en su superficie un anticuerpo humano anti-ra-
ton (CELLection Pan Mouse IgG kit (Dynal, Oslo,
Noruega). La suspension de bolitas (Dynabeads) se
mezclaron con el anticuerpo 5.1H11 y se incubaron a
RT durante 30 minutos. Los tubos se colocaron en un
concentrador de particulas (DynalMPC) durante 1 min
se separa el sobrenadante y se lavan las bolitas con el
5.1H11 fijado con HHE (X3). Se prepara, paralelamen-
te, una suspension celular (10-40x106 cel/ml). La sus-
pension y el complejo Dynabeads-5.1H11 se mezclan y
se incuban a 4°C durante 15 minutos. Se mantiene el
tubo en el concentrador y se lava (X2) con HHE. El
complejo se rompe utilizando una solucién de DNAsa e
incubando 15 min a 37°C con agitacion. El sobrenadan-
te conteniendo las células se recupera con pipeta y se
utiliza y/o siembra.
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3. MEDIDA CITOMETRI(;A DEL PH
INTRACELULAR EN CELULAS EUCARIOTAS

El andlisis cinético del pHi y sus variaciones se reali-
z6 por citometria de flujo usando el fluorocromo
BCECF-AM. Tal como se ha resefiado anteriormente 46,
Se disefid un protocolo de adquisicién de datos en el ci-
témetro de flujo que recogio las sefiales de dispersion
frontal (FS) y lateral (SS) de laser y las emisiones de
fluorescencia verde (FL1) y naranja (FL3). Se estable-
cié una representacion biparamétrica de FS frente a SS
para acotar la poblacion de células vivas (mayor FS y
menor SS). Se establecieron histogramas monoparamé-
tricos de FL1, FL3 y de cociente FL3/FL1 y una repre-
sentacién de cociente FL3/FL1 frente al tiempo (tiempo
final: 300 segundos). En esta Ultima grafica se delimi-
taron regiones de andlisis estadistico sobre el eje de
tiempos que abarquen la totalidad del eje del cociente.
Los tubos para el andlisis contenian: 100000 células a
analizar de las eucariotas empleadas en el trabajo, 2 pl
de BCECF-AM de una solucién de 1 mg/ml en DMSO, la
cantidad adecuada del inhibidor o control correspon-
diente y se complet6 hasta 1 ml con DMEM sin bicarbo-
nato, HEPES y FBS. Se incubd a 37°C durante 15 minu-
tos y en oscuridad.

La solucién DMEM utilizada estaba exenta de bicarbo-
nato, tenia 10% de FBS y estaba tamponada con Hepes
conteniendo: glucosa 1 gr/L, piruvato sédico 110 mg/L,
CINa 140mM, CIK 2.6mM, PO4HK; 1.2mM, SO4Mg 1.2mM,
Cl,Ca 1.0mM y Hepes 25mM ajustandose el pH a 7.4.

Terminada la incubacién se introduce la suspension
de células en el citdmetro de flujo y se inicia la adqui-
sicion de datos para recoger la linea base de fluores-
cencia durante 10-15 segundos. En los ensayos que
precisan acidificacion, esta se consigue interrumpiendo
la adquisicion de datos para anadir un pulso de propid-
nico al tubo de la muestra, se anadieron 50-100 pl de
una solucion 1 M de propionato sédico para obtener la
acidificacion del citoplasma deseada. Se reanuda la ad-
quisicion de datos hasta alcanzar el final del tiempo ex-
perimental.

En las experiencias realizadas con células de musculo
esquelético y que se empled un anticuerpo secundario
conjugado con FITC como cromdforo y para determinar
simultaneamente las células positivas al anticuerpo
5.1H11 y el pH intracelular se sustituyd el cromdforo
BCECF-AM por carboxi-SNARF-1 AM 2 mM capturando la
fluorescencia emitida en los canales FL2 y FL3 y deter-
minando el cociente FL3/FL2 de forma similar a como se

ha realizado para el BCECF, mientras que la emision de
fluorescencia debida a FITC se recogid en el canal ver-
de FL1.

Para cada tipo de células se establecid la relacion en-
tre el cociente de los canales de fluorescencia FL3/FL1
para BCECF-AM vy los valores de pHi. Para ello se incu-
bo las células en el medio descrito anteriormente pero
tamponados a diferentes pH y en presencia de 2 pg/mi
de nigericina. En el caso de utilizar SNARF fue el cocien-
te FL3/FL2 el que se relaciond con el pHi.

4. MEDIDA DE LA VELOCIDAD INICIAL
DE RECUPERACION DEL PHI

Se realizd de acuerdo al método citométrico de me-
dida de la actividad de NHE como hemos descrito an-
teriormente 46, Brevemente la adquisicion de datos del
citbmetro permite establecer una relacion entre los
valores del cociente FL3/FL1 (o en su caso FL3/FL2)
en funcion del tiempo de la experiencia. Un ajuste ma-
tematico permite establecer una ecuacion en funcion
del tiempo del citado cociente cuyo valor de la deriva-
da a tiempo cero nos permitid establecer la velocidad
inicial de aumento del cociente. A partir de la relacion
cociente con pHi se ha calculado la velocidad inicial de
recuperacion del pHi y se define como actividad de
NHE 46,

5. REVERSIBILIDAD DE ACCION DE PINHE

El ensayo para determinar la reversibilidad del efecto
de PINHE sobre NHE se realiz6 determinando la veloci-
dad inicial de recuperacion del pHi sobre cultivos celu-
lares. Las células se dividieron en tres grupos para su
analisis citométrico. En el primero (control) las células
se incubaron 15 minutos en el medio de ensayo en au-
sencia de PINHE vy los otros dos en presencia de 1000
U/ml. Previo a la determinacion de la velocidad inicial
de recuperacion del pHi, el grupo tres se centrifugd a
300g 10 minutos y el precipitado se resuspendié en 5
ml de medio sin inhibidor y se dejé equilibrar incuban-
do a 37°C durante 30 minutos, la operacion se repitid
3 veces. Al finalizar, las células lavadas se resuspendie-
ron en 1 ml de la solucién de ensayo sin PINHE y se
procedid a determinar su velocidad de recuperacion del
pHi como se ha descrito anteriormente.

6. MEDIDA DE NA+ INTRACELULAR

La medida de la concentracion de Na+ intracelular
se realizd citométricamente utilizando el indicador
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fluorométrico Sodium Green en su forma tetra-aceta-
to (permeable a células). El vial de reaccion contenia
100000 células, 4 uM de Sodium Green (10 pll de una
soluciéon 0.4 mM en DMSO) y DMEM sin bicarbonato
sodico y 5.6 mM glucosa en 1 ml. Se incubd a 37°C
durante un tiempo de 30 minutos que fue previamen-
te determinado experimentalmente para las células
ensayadas. La fluorescencia debida al Sodium Green
se recogid en el canal de fluorescencia verde (FL1) del
citdmetro.

Para establecer la relacién entre la fluorescencia y la
concentracion de sodio las células se incubaron con so-
dium green durante 30 minutos en una solucion que
contenia: 1 mM CI2Ca, 5.3 mM CIK, 1.2 mM de SO4Mg
anhidro, 10 mM glucosa, 25 mM HEPES y 5% BSA ajus-
tado con tampdn TRIS a 7.4. Se afiadié CINa 1M para
alcanzar las concentraciones de Na+ requeridas en el
ensayo (0-50 mM) y 10 pIM de gramicidina (10 ul de
una solucion 10 mM en etanol absoluto). Se continud la
incubacion durante 30 minutos mas. Terminada la incu-
bacién se par6 la reaccion introduciendo los tubos en
hielo y se afadié 2 ug de ioduro de propidio antes de
su lectura en el citdmetro.

7. MEDIDA DEL CA++ INTRACELULAR

Se realizd mediante citometria de flujo utilizando el
fluorocromo Fluo-3-AM. El vial de reaccion contenia:
100000 células, uM Fluo-3-AM (2ul de una solucién 1
mM en DMSQ), 5.6 mM glucosa y DMEM sin bicarbona-
to hasta 1 ml. La fluorescencia debida a Fluo-3-AM se
recogid en el canal de fluorescencia verde del citdmetro
(FL1). La medida del pH intracelular se realizd simulta-
neamente con la medida de Ca+2 utilizando 2 mM del
fluorocromo SNARF, calculando el cociente de fluores-
cencia FL3/FL2 como se ha descrito anteriormente como
medida del pHi. En algunas experiencias se han incuba-
do las células durante 30 min. a 37°C con 150 nM de
Tapsigargina y 5 minutos con 4 uM Rianodina.

8. MODELO ANIMAL DE ISQUEMIA-
REPERFUSION

Se realizaron experimentos in vivo utilizando un mo-
delo de isquemia-reperfusion en perros basado en la
oclusion de la arteria coronaria.

Todos los estudios se realizaron sobre la base de los
acuerdos de la Convencion Europea de Estrasburgo de
18/06/1986. Los perros (15-25 Kg) se dividieron alea-
toriamente en dos grupos (ocho animales cada uno),
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uno recibid suero salino (grupo control) y el otro el in-
hibidor disuelto en salino. La cantidad total de inhibi-
dor (4170 AU Kg!) se disolvié en 2 ml de suero sali-
no. Se cateterizd la femoral izquierda y a través de ella
se introduce el suero y el inhibidor administrandolo
durante 2 min. antes de la oclusion seguido de cuatro
dosis (1043 AU Kg) a intervalos de 15 min. Se anes-
tesiaron con 25 mg Kg (i.v.) sodium thiopental (Pen-
tothal®, Abbott) y se dieron dosis adicionales segun
necesidades.

Se intubaron y se ventilaron con aire (Respirator sys-
tem 3000, Engstrom, Sweden). Se monitorizo la presidn
arterial media (Spectramed Statham P23XL transducer)
y el ECG (lead I, II, III, and V,)conectando electrodos
y transductores a un Grass 7F polygraph (Grass Instru-
ments, Quincy, MA, USA).

Se considerd un latido ventricular prematuro todo
complejo ventricular no precedido de una onda-P inclu-
yendo no solo latidos ectdpicos sino aquellos que apa-
recian dentro de una taquicardia ventricular.

El acceso a miocardio se realizd mediante toracoto-
mia lateral (quinta costilla intercostal). Se ligd la rama
izquierda de la arteria coronaria descendente durante 2
h (isquemia) y después de 3h de reperfusion el animal
se sacrificd con una sobredosis de tiopental. Se extrajo
el corazon y se analizd la zona de riesgo y tamafio del
infarto mediante el uso de azul de metileno y N-azul te-
trazolium segln se ha descrito anteriormente 42. Las
porciones de miocardio no tefidas se diseccionaron, se
pesaron y el tamaiio del infarto se calculd como porcen-
taje de la region de riesgo o como la masa del ventri-
culo izquierdo.

Resultados y Discusion

Las haloarqueas son microorganismos haldfilos ex-
tremos. Su habitat natural lo constituyen medios con
elevadas concentraciones de sales. Estos microorga-
nismos, tan sencillos en su organizacion celular como
las bacterias, estan incluidos en el Dominio Archaea y
han evolucionado paralela e independientemente del
resto de seres vivos, lo que supone importantes dife-
rencias en la composicion quimica, genética y capaci-
dades biosintéticas y metabdlicas con respecto a los
otros dos dominios Bacteria y Eucarya. A partir del so-
brenadante del cultivo de la haloarquea Haloferax gib-
bonsii Ma 23.39 se obtiene la halocina H6 que inhibe
especificamente el intercambiador Na+/H+ de haloar-
queas sensibles como Halobacterium salinarum. Este
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intercambiador es vital para estas células que viven en
ambientes hipersalinos y lo precisan para mantener la
homeostasis del Na+. Una purificacion del sobrena-
dante del citado cultivo de H. gibbonssi sobre la base
de la precipitacion con acetona y purificacion con FPLC
en fase reversa con gradiente de acetonitrilo, permite
purificar un péptido que conserva toda la actividad de
H6 37. Este péptido, denominado PINHE, se le ha de-
terminado, mediante espectrometria de masas, un
peso molecular de 2732 Da y esta formado por 28 ami-
noacidos con la siguiente secuencia: N-Ser Trp Ile Asp
Ser Ala Ser Thr Ala Ala Leu Gly Thr Asn Pro Val Thr Met
Ser Ala Pro Gly Gly Thr Val Asn Ile Asp-C. Se trata de
un péptido hidréfobo y termorresistente, soporta ran-
gos amplios de pH (5-9), su actividad es independien-
te de la concentracion salina y es sensible a pronasa y
resistente a tripsina 3’.

1. REVERSIBILIDAD

Para demostrar si la inhibicion de PINHE sobre el in-
tercambiador Na+/H+ es reversible nos basamos en el
efecto que sobre NHE unido al inhibidor, complejo NHE-
PINHE, tendria el hecho de eliminar el inhibidor no liga-
do al NHE. Eliminando el PINHE (no ligado) de la sus-
pensidn celular, sustituyendo el medio de incubacién
con PINHE por otro exento del mismo y dejando equi-
librar, si fuera reversible, cabria esperar que el PINHE li-
gado al NHE se soltara y pasara a la solucion hasta al-
canzar un nuevo equilibrio entre PINHE ligado al NHE y
PINHE libre en suspension. Si la dilucion es suficiente
(repitiendo este lavado y re-equilibrando las veces ne-
cesarias con una solucién exenta del inhibidor) podria-
mos esperar que la velocidad de recuperacion del pH
intracelular, después de la acidificacién del medio, se
restableciera a valores proximos a la actividad del NHE
sin el inhibidor (control).

La experiencia se llevd a cabo utilizando células
NIH3T3. Las condiciones del ensayo fueron las del mo-
delo de ensayo descrito en Material y Métodos. Las cé-
lulas se dividieron en tres grupos. En el grupo 1 las cé-
lulas se incubaron en el medio de ensayo sin la
presencia de PINHE (control) y los otros dos grupos
(grupo 2 y 3) se incubaron en presencia de PINHE
(1000 U/ml). Después de la incubacidn, las células del
grupo 3 se centrifugaron (250g, 10 min.) y se lavaron
con cinco veces su volumen de medio sin PINHE y de-
jando equilibrar posteriormente durante 30 minutos. El
procedimiento de dilucion-lavado se repite tres veces y
al finalizar, las células lavadas se resuspenden en 1 ml.

de la solucion de ensayo (sin PINHE), se acidifica y se
sigue la evolucion del pH intracelular segin nuestro
protocolo, determinandose a continuacion la velocidad
inicial de recuperacion del pH intracelular.

En la figura 1 se resume el resultado del experimen-
to. Se representa el valor medio de la velocidad de re-
cuperacion del pH intracelular inicial (referida al con-
trol) para los tres grupos de células segun el protocolo
de ensayo. Se observa que la incubacion con
1000U/ml de PINHE (grupo 2) produjo una inhibicion
del 40% de dicha velocidad al compararla con el
100% para el control (grupo 1), pero después del la-
vado-diluciéon del PINHE presente, observamos que la
velocidad de recuperacion del pH citosolico alcanza
valores similares a los del control. Esta igualdad entre
los grupos 1 y 3 contrasta con la inhibicion significati-
va (P<0.01) que se produce en presencia de PINHE
(grupo 2) y pone de manifiesto el caracter reversible
de la accion del PINHE como inhibidor del intercam-
biador Na+/H+.

Figura 1. Reversibilidad de la inhibicién del PINHE sobre el intercam-
biador Na+/H+ de células NIH/3T3. (Control): Células incubadas en
el medio de ensayo; (+PINHE) células incubadas en presencia de
1000 U/ml de PINHE; (Después de lavado): Las células incubadas con
PINHE se sometieron a distintos lavados e incubaciones para eliminar
la presencia del inhibidor. Los valores son media + intervalo de con-
fianza al 99%.
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2. INHIBICION DE NHE

En este momento y después de los resultados de las
experiencias realizadas hasta ahora, conocemos que
PINHE es un inhibidor especifico del intercambiador
Na+/H+ de células eucariotas. En las experiencias si-
guientes se determina el papel que la concentracion de
PINHE juega en la inhibicion de la actividad de NHE y
permitird establecer valores de la concentracion que
produce el 50% (IC50) de la actividad del intercambia-
dor. Los ensayos se han realizado con tres tipos de li-
neas celulares: fibroblastos de ratén NIH3T3, células
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renales de embridon humano HEK293 y cardiomiocitos
de ratén HL1.

Los resultados de las experiencias con HEK293 se re-
sefian en la figura 2. La relacion lineal que existe entre
los valores del cociente de la lectura citométrica y el va-
lor del pHi determinado tal como se describe en
Material y Métodos se representa en la Figura 2A. Los
resultados de la velocidad inicial de recuperacién de pHi
frente a la concentracion de protones intracelulares (fi-
gura 2B) presenta una relacion que aumenta linealmen-
te con la acidificacion inicial del citoplasma. Ademas, la
presencia de PINHE, supone una reduccién de la velo-
cidad de recuperacién de pHi. Esta reduccion es dosis
dependiente, como se puede apreciar en la figura 2C
que presenta la tipica forma sigmoidea de este tipo de
relaciones. En ella se ha representado el porcentaje de
la velocidad inicial de recuperacion frente a la concen-

tracion de PINHE para una determinada acidificacion
del citoplasma (en este caso 6.8) de la que se puede
deducir un valor de IC50 de aproximadamente 400
U.A./ml.. El valor de IC50 calculado para otros pHi no
presenta diferencias (P<0.43) por lo que se podria es-
timar un valor medio para el IC50 del PINHE de 4.8 uM
para HEK293.

En las experiencias se ha llevado un control positivo
de la inhibicion de NHE como es etil-isoplopil-amiloride
(EIPA). A la concentracion utilizada, 3 uM, presenta una
inhibicién notable en todo el rango de pHi estudiado.
Esta inhibicion refuerza los resultados que como inhibi-
dor dosis dependiente presenta PINHE (Tabla 1).

Se ha realizado un estudio similar de la dependencia
que la inhibicién tiene con la concentracion de PINHE
para la linea celular de fibroblastos de raton NIH3T3
(Figura 3). Los datos presentan una similitud muy gran-

de con las obtenidas para HEK293 (Figura

Figura 2. Inhibicion por PINHE de la actividad de NHE de células HEK293: (A) 2). La actividad del intercambiador, respec-

Calibrado del pHi en funcién del cociente de fluorescencia FL3/FL1 de la lectura cito-
métrica de BCECF; (B) Velocidad inicial de recuperacién de pHi en funcién de la con-

to a la concentracién de H+, es muy similar

centracion de H+ intracelular en presencia de: 0 (Control), 300, 500 y 1000 U.A./mlde €N unas u otras céIuIas, a5|', para un pHi de
PINHE y EIPA 3 uM; (C) Velocidad de recuperacion (respecto al control, 100%) del pHi 6.7 resultan, para el control, unas velocida-

en funcion de la concentracion de PINHE.

des iniciales de recuperacion de 7.7x10-3

DpH/s para NIH3T3 y de 7.9x10°3 DpH/s
para HEK293. Aunque la inhibicion por PIN-
HE resulta bastante similar los valores de
IC50 que se obtienen para estas ultimas son
mas altos (800 U.A./ml) y equivale a un
IC50 de 9.5 uM para NIH3T3 (Tabla 1).

La linea celular HL-1 derivé de la linea tu-
moral AT1 de cardiomiocitos auriculares de
raton*8. Se puede crecer bien y conserva
propiedades morfoldgicas, bioquimicas y
electrofisicas de las células cardiacas.
Presentan caracteristicas ultraestructurales
de las células embrionarias del musculo car-
diaco. Expresan genes caracteristicos de los
miocitos auriculares de adulto, como a-mio-
sina de cadena pesada, a-actina y conexi-
na43, asi como el factor natriurético auricu-
lar. Del analisis inmunohistoquimico se
desprende que la distribucion de los marca-
dores especificos cardiacos (desmina, miosi-
na sarcomeérica y factor natriurético auricu-
lar) es igual a los cardiomiocitos en cultivo.
En definitiva, las células HL-1 son una linea
celular de miocitos cardiacos que soportan
bien muchos pases de cultivo conservando
fenotipos especificos cardiacos “8.
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Figura 3. Inhibicion por PINHE de la actividad de NHE de células NIH3T3: (A)
Calibrado del pHi en funcién del cociente de fluorescencia FL3/FL1 de la lectura cito-
métrica de BCECF; (B) Velocidad inicial de recuperacion de pHi en funcion de la con-
centracion de H+ intracelular en presencia de: 0 (Control), 300, 500, 1000 y 1500
U.A./ml de PINHE y EIPA 3 uM; (C) Velocidad de recuperacién (respecto al control,
100%) del pHi en funcion de la concentracion de PINHE.

Figura 4. Inhibicion por PINHE de la actividad de NHE en células HL1. (A): Calibrado
del pHi en funcion del cociente de fluorescencia FL3/FL2 de la lectura citométrica de
SNARF; (B): Velocidad de recuperacion de pHi (respecto al control, 100%) en funcion
de la concentracién de PINHE.
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Tabla 1. Valores obtenidos de IC50 de inhibicion de
PINHE en las lineas celulares ensayadas.

Linea celular IC50 (pM)
HEK293 4.8
NIH3T3 9.5

HL-1 13

En la Tabla 1 y Figura 4 se muestra los re-
sultados de la inhibicion del PINHE sobre cé-
lulas HL-1 sometidas al modelo experimental
de acidificacién. En este caso, para la medi-
da de pHi, se ha utilizado el cromoéforo
SNARF con lo que se deja el canal de fluo-
rescencia verde para otro cromdforo (ver
mas adelante en la determinacion de Ca++)
a pesar de que la sensibilidad de SNARF es
menor que BCECF para la medida de pHi. El
andlisis de la inhibicién de PINHE sobre la li-
nea celular HL-1 se resume en la Tabla 1 con
un valor de IC50 de 1100 U.A./ml con lo que
se podria estimar el IC50 en 13uM.

La actividad de los inhibidores de NHE va-
ria en gran forma, tanto con el tipo de célu-
las como con los parametros que se utilizan
para conocer la actividad del transportador,
como queda reflejado en multiples publica-
ciones. Asi, por ejemplo, midiendo la entra-
da de Na+ en hepatocitos de rata, Renner y
col. obtenian valores de IC50 para Amilo-
ride, DMAy EIPA de 3, 0.5y 0.1 mM respec-
tivamente #°. La recuperacion de pHi en co-
lonocitos de pollo era inhibida por EIPA con
IC50 0.18mM “°, En miocardio de rata, la re-
cuperacion de pHi era inhibida por EIPA o
SM15691 con un IC50 de 80 nM 46, La en-
trada de Na+ debida a NHE de plaquetas de
rata era inhibida por EIPA y HOE694 con un
IC50 de 0.1 pM, mientras que en eritrocitos
de conejo HOE 694 lo hacia con un IC50 de
0.8 mM y en células endoteliales de aorta
bovina lo hacia con IC50 de 0.1 mM, todas
ellas comparable a EIPA 14,

Los resultados de inhibicion del intercam-
biador NHE por PINHE, pone de manifiesto
dos cosas: (i) la inhibicién dosis-dependien-
te de PINHE respecto a la actividad de NHE
y (i) la capacidad de inhibir NHE de todas
las células ensayadas. El hecho de ensayar
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con células de rifidon (HEK293) y del musculo cardiaco
(HL-1) nos lleva a la consideracion de la accion de PIN-
HE sobre las distintas isoformas de NHE. Las células
cardiacas tienen una proporcion abundante de isofor-
mas NHE1 13:52)3 mientras que las renales la tienen de
NHE3 3436, podemos deducir que PINHE tiene capaci-
dad de inhibir ambas isoformas. La falta de anticuerpos
especificos para las isoformas de NHE ha postergado el
estudio de la especificidad de inhibicion sobre las dis-
tintas isoformas.

3. SODIO INTRACELULAR

En la mayoria de las células la concentracion de Na+
intracelular esta regulada. La concentracion en células
en reposo oscila en el rango 5-20 mM mientras en los
fluidos extracelulares es muy superior (>100 mM).

La entrada de Na+ en la célula genera un potencial
de membrana negativo a través de la misma lo que ori-
gina un gradiente electroquimico. Dicho gradiente de
Na+ lo mantiene la bomba Na+/K+ (NKE) que utiliza la
energia derivada de la hidrdlisis de ATP y que intercam-
bia el Na+ intracelular con K+ extracelular (3:2). Este
gradiente electroquimico generado debido al gradiente
de Na+, lo utiliza la célula: (i) para acoplar el transpor-
te de sodio al flujo a través de la membrana de solutos
no favorables a ello, como, por ejemplo, nutrientes
(azlcares o aminoacidos) o neurotransmisores, (ii) para
la salida de H+ via intercambiador Na+/H+ (NHE) (1:1)
o (iii) el transporte de Ca++ a través del intercambia-
dor Ca++/Na+ (NCE) (1:3).

Por todo ello, la concentracion de Na+ intracelular
puede variar como consecuencia de muchas condicio-
nes fisioldgicas o fisiopatoldgicas y dado el papel que
desempenfia el gradiente de sodio, dichos cambios pue-
den acarrear diversas consecuencias fisioldgicas. Un
ejemplo claro lo constituye la isquemia, hipoxia severa
u otras patologias que cursan con una acidificacion del
citoplasma y una falta de energia en la célula. En estas
condiciones el intercambiador NHE se activa y extrae
H+ del interior introduciendo, fruto del intercambio,
Na+. Es precisamente la acumulacion de Na+ en el ci-
toplasma lo que inicia la cascada de efectos desfavora-
bles, de ahi el papel beneficioso, cardioprotector, que
ejerce la inhibicion de NHE 1857,

El efecto de la inhibicion de NHE por PINHE sobre el
Na+ citosdlico se analizé midiendo la concentracion de
Na+ intracelular y su evolucion tras la acidificacion. El
empleo de cromdforos fluorescentes sensibles a Na+
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permite la monitorizacién del, Na+ intracelular de for-
ma no invasiva y conservando la funcionalidad celular.
Este se ha medido mediante el empleo de Sodium-
Green, que es permeable a la membrana celular y se
une a Na+ excitandose con luz visible y emitiendo fluo-
rescencia en el canal verde. Presenta una afinidad mas
alta respecto a Na+ que frente a K+.

La intensidad de fluorescencia de Sodium-Green
aumenta con la concentracion de Na+. Dentro del
modelo experimental se establece un protocolo para
su medida y monitorizacion. Las células se incuban
con el fluorocromo y luego se analiza su fluorescen-
cia en el citdbmetro. Para realizar el calibrado, se utili-
zaron células NIH3T3, tras incubar las células a 37°C
con Sodium-Green, tras penetrar en las células a tra-
vés de la membrana se observa la emision de fluores-
cencia al unirse con Na+. Dado que Sodium-Green se
encuentra en exceso (4 uM) respecto a Na+, el maxi-
mo que alcanza la curva establece el tiempo minimo
de incubacidn que garantiza suficiente reactivo. En el
intervalo estudiado la intensidad de fluorescencia de-
bida a Sodium-Green es lineal respecto a la concen-
tracion de Na+ intracelular. Se comprobd utilizando
gramicidina como ionoforo. Las células se incubaron
durante 30 minutos con Sodium- Green para que pe-
netre en la célula y entonces se afiadié gramicidina
hasta 10 pM que permite la entrada de Na+ en la cé-
lula hasta equilibrar la concentracion de Na+ intra y
extracelular lo que permite relacionar la medida de
fluorescencia con la concentracién de sodio.

En la figura 5 se resefia los resultados obtenidos de
la evolucion del Na+ intracelular que resultan de apli-
car el modelo experimental a células NIH3T3. Cuando
se produce la acidificacion se inicia un aumento del
Na+ que sigue una cinética parecida a la que hemos
visto anteriormente con el pHi. El efecto del PINHE so-
bre la entrada de sodio se pone de manifiesto al com-
parar la figura 5A y 5B. En la primera, la activacion de
NHE debida a la acidificacion se corresponde con un au-
mento de Na+ con el tiempo, mientras que la presen-
cia de 1000 U.A./ml de PINHE resulta en una variacion
minima de la concentracion del mismo (figura 5B). Los
resultados medios de las experiencias realizadas (figu-
ra 5D) indican que a los cuatro minutos después de la
acidificacion las células controles han experimentado
un aumento de la concentraciéon hasta un valor de
140% respecto del valor basal (100%), pero la presen-
cia del inhibidor PINHE hace que las células no experi-
menten variacion. Esta diferencia (P<0.05) pone de
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Figura 5. Evolucién en el tiempo del Na+ intracelular después de acidificacion, segun
modelo experimental, de células NIH3T3 en ausencia (A) (control) y presencia de 1000
U.A./ml de PINHE (B). Variacion de la dispersion frontal (FS) de NIH/3T3 (C) y valores
medios respecto al valor inicial (100%) del Na+ intracelular a los cuatro minutos des-

pués de la acidificacion (D) (media + intervalo de confianza al 95%.

aunque menos acentuados (figura 6 Ay B).
En la figura 6C se muestra la evolucion del
Na+ intracelular después de la acidificacion
y a lo largo de los cuatro minutos de expe-
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riencia. Como se aprecia la presencia de
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Na+ al interior celular. A los cuatro minutos
el PINHE ha evitado el aumento del Na+ in-
tracelular a diferencia del control (figura
6D) donde se aprecia un incremento del
115 % respecto al control y PINHE (100%)
(P<0.05).

4. CALCIO INTRACELULAR

Es evidente que los iones Na+ y Ca++
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juegan un papel importante como modula-
dores, tanto de forma individual como inte-
rrelacionados de tal manera que variaciones
140 en uno alteran al otro 8. Las variaciones en
la concentracion de calcio se deben a: (i) la
entrada y salida de calcio a través del sarco-
lema y/o (ii) la entrada o liberacién del mis-
100 mo en los almacenes intracelulares. Desde
un punto de vista general las alteracion del
pH puede afectar dichos cambios y conse-
cuentemente la actividad de muchas protei-
nas incluyendo bombas, canales, receptores

120

[Ma+] (%)

manifiesto un efecto protector de PINHE respecto del
efecto perjudicial que la entrada brusca de Na+ puede
tener a nivel celular. Ademas, la concentracion de Na+
intracelular modifica algunas propiedades fisicas de las
células, asi se aprecia en la figura 5C, donde tras la aci-
dificacion se observa un aumento de FS de reflejaria un
aumento de volumen que esta linealmente relacionado
con la entrada de Na+ en la célula y la consiguiente en-
trada de agua.; la presencia de PINHE hace permane-
cer la célula sin variacion en FS lo que confirma lo ob-
servado para sodio.

En la figura 6 se representa la evolucion del Na+ in-
tracelular después de la acidificacién en mioblastos de
musculo humano. Estas células se separaron de culti-
vos primarios de biopsia de muisculo humano median-
te el método inmunomagnético, con el empleo del an-
ticuerpo monoclonal 5.1H11, tal como se ha descrito
en Material y Métodos. Esta separacion aisla mioblas-
tos de otras células presentes en el musculo 4. Los re-
sultados estan en la linea de los descritos para NIH3T3.

y enzimas asi como la actividad de muchos
productos.

El posible efecto de PINHE sobre la variacion de la
concentracion de calcio intracelular se estudié median-
te técnicas citométricas. Se empled el fluorocromo
Fluo-3-AM. Es un indicador fluorescente de los niveles
de Ca++ intracelular. Fluo3-AM atraviesa la membrana,
gracias a su estructura -éster AM- en donde las estera-
sas lo hidrolizan liberando fluo-3 que no es fluorescen-
te hasta que se asocia con Ca++. En nuestros experi-
mentos hemos bloqueado las entradas de Ca++ a los
reservorios intracelulares del mismo mediante la pre-
sencia de 150 nM de tapsigargina y 50uM de rianodina,
quedando inhibidos tanto la ATPasa como los canales
de Ca++ 3961,

En la figura 7 se muestra el efecto del PINHE sobre
el contenido de Ca++ intracelular de cardiomiocitos de
raton de la linea HL-1. Los resultados muestran un va-
lor inferior de calcio en los ensayos en donde PINHE
esta presente. A nivel basal dicho valor ya es inferior en
el caso de incubacion con PINHE (1000 U.A./ml) Ello in-
dica una ligera proteccién que se manifiesta claramen-
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Figura 6. Efecto de la incubacion de mioblastos (5.1H11 +) de mUsculo humano con
PINHE sobre la evolucién de Na+ intracelular después de acidificacion citoplasmatica.
Evolucion de Sodium-Green en el citdmetro de control (A) y con 1000 U.A./ml de PIN-
HE (B). Ejemplo de la evolucién de Na+ durante la experiencia (C) y diferencias me-

dias a los cuatro minutos después de la acidificacion respecto al valor
(D) (media + intervalo de confianza al 95%).

te a los 7 minutos con una subida del con-
trol cuya diferencia con las células incuba-
das con PINHE es significativa (P<0.05). El
origen de este calcio puede ser la accion del
intercambiador Na+/Ca++ (NCE) en su for-
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el momento de la acidificacién podria atri-
buirse al periodo intermedio en que NCE, en
su forma habitual, contribuiria, junto con
NHE, a aumentar la concentracion de Na+
lo que a su vez provoca la funcion.

En la figura 8 se muestra la variacion (%)
del Ca++ intracelular respecto al basal
transcurridos siete minutos de la acidifica-
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al valor basal. Esta “desaparicion” de Ca++
se podria atribuir a la entrada en los reser-
vorios ya que estos no estan bloqueados.

Figura 7. Influencia de la presencia de PINHE en la evolucién de la
fluorescencia debida al Ca++ intracelular en el modelo de ensayo so-
bre cardiomiocitos HL-1. Los valores son media + intervalo de con-
fianza al 95%.

Figura 8. Porcentaje del incremento de Ca++ intracelular transcurri-
dos siete minutos desde la acidificacion y respecto al valor inicial
(100%). Los ensayos se realizaron en lineas celulares de cardiomio-
citos (HL1), fibroblastos (NIH3T3) y células de rifion de embrién hu-
mano (293HEK) en presencia de 1000 U.A./ml de PINHE y en ausen-
cia del mismo (control).
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No obstante no disponemos de pruebas experimentales
para saber el destino de esta Ca++.

Se puede concluir como resumen que el PINHE en
su accion de inhibicién de NHE ejerce un efecto pro-
tector de la célula respecto del aumento de Ca++ ci-
toplasmatico como consecuencia de la acidificacion
del citoplasma.

5. PROLIFERACION CELULAR

El efecto citotdxico que la presencia de PINHE pue-
de tener sobre la proliferacion celular en un cultivo,
se abordd en base a la inhibicion del crecimiento del
cultivos de células NIH/3T3. El crecimiento de dichas
células se realizd6 mediante cultivo a 37°C y 5% CO2
durante 72 horas en presencia de concentraciones
crecientes de PINHE y se compard con los correspon-
dientes controles en ausencia del mismo y en presen-
cia de DMSO (como disolvente). Se realiz6 una serie
de controles paralelos con DMSO a concentraciones
crecientes e iguales a las que se encontraban en los
cultivos con PINHE. El porcentaje de inhibicion se cal-
culé refiriendo la absorbancia de la medida del creci-
miento (formazan formado por la actividad metaboli-
ca de las células con el reactivo WST1) a los
controles. El efecto inhibidor del DMSO sobre la pro-
liferacion, aparecié en valores de concentracion supe-
riores al 3%. Este valor concuerda con otros valores
resefiados en la bibliografia en donde se sefala que
el DMSO no tiene un efecto inhibidor de la prolifera-
cion celular por debajo de ciertas concentraciones,
1.5% 6263, sin apreciarse efectos en la apoptosis ni
en la diferenciacion celular o citotoxicidad 2. El
DMSO produce una parada reversible en la transicion
GO/G1 en lineas celulares del linfoma de Burkitt 2 o
linfocitos T humanos 4.

Los resultados del efecto del PINHE sobre la prolife-
racion celular se reflejan en la figura 9. Se puede
apreciar una inhibicion ligera del crecimiento celular
por debajo del 4% a la concentracidon mas elevada
(5000 U.A./ml), mientras que concentraciones inferio-
res a 1000 U.A./ml no presentan efecto alguno sobre
el crecimiento de NIH3T3. El efecto inhibidor de la
proliferacion de inhibidores de NHE se constata en la
bibliografia, asi EIPA juega un papel clave en la regu-
lacién de la proliferacion de hepatocitos %>, HOE694
produce una inhibicion dependiente de la dosis en cé-
lulas endoteliales de aorta bovina , amiloride inhibe
de forma reversible la proliferacién de células renales

Figura 9. Inhibicion del crecimiento de células NIH/3T3 por la pre-
sencia de PINHE en el medio de cultivo. El crecimiento se determi-
n6 mediante el reactivo WST1. Los valores son media + desviacion
tipica.

Inhibicidn del crecimienta (%)

PINHE (Ui}

y hepatocitos de ratdn pero por mecanismos diferen-
tes a la accion inhibidora sobre los intercambiadores
NHE y NKE ©7. EIPA y amiloride presentan una limita-
cion del crecimiento sobre la base de una inhibicion de
la sintesis de DNA en células de musculo liso de rata
68 0 la incorporacion de H3-timidina a la linea de célu-
las pancredticas AR42] 9.

6. EXPERIMENTOS IN VIVO: ISQUEMIA-
REPERFUSION EN PERROS

Se realizaron experimentos in vivo utilizando un mo-
delo de isquemia-reperfusion en perros consistente en
la oclusién de la arteria coronaria. Los resultados de-
muestran que la inhibicidon de NHE con nuestro inhibi-
dor produjo una disminucion significativa de los latidos
ectopicos ventriculares prematuros y del tamafio del in-
farto mientras que tanto la presion arterial como el rit-
mo cardiaco no se vieron afectado.

6.1. Latidos ectopicos ventriculares

Como se aprecia en la figura 10, el nimero de latidos
ectopicos ventriculares detectados mediante ECG du-
rante la reperfusion fue significativamente (P<0.05)
mas bajo en el grupo tratado (2719; 680) (media; error
estandar) que en el grupo control (10977; 3280), igual-
mente que el total de latidos ectdpicos correspondien-
tes a la oclusién mas la reperfusion 3772, Sin embargo
no existieron diferencias significativas entre los grupos
tratado (233; 116) y el control (123; 43) ¥7.
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Figura 10. Latidos ectdpicos ventriculares detectados a lo largo de
la oclusion y reperfusion. Resultados como media y error estandar
(barra de error). ¥*P<0.05 control frente a tratado.
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6.2. Tamaiio del infarto

En la figura 11 se muestra los valores del tamafio del
infarto entre los grupos tratado y control. La accion del
inhibidor produce una disminucién significativa (P<0.05)
del tamafo del mismo expresado como el porcentaje de
la zona de riesgo (IS/RZ) del control (73.2; 5.5) frente
al tratado con PINHE (57.5; 5.0). Sin embargo no se de-
tectaron diferencias significativas entre el grupo control
(26.5; 1.6) y el tratado (29.2; 2.5) cuando se expresa la
zona de riesgo (RZ) como porcentaje del peso del ven-
triculo izquierdo, lo que confirma la homogeneidad del
modelo de infarto experimental utilizado37:72,

Figura 11. Valores de tamafio del infarto (media, error estandar)
par control (suero salino) y grupo tratado (PINHE). Los resultados
se expresan como porcentaje de zona de riesgo (IS/ZR) y zona de
riesgo como porcentaje de peso de ventriculo izquierdo (ZR/LV).
*P<0.05 control frente al grupo tratado.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados experimentales (in vivo) obtenidos en
el presente trabajo confirman nuestra hipdtesis de que
PINHE inhibe el transportador NHE de células de mami-
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fero y que dicha inhibicion es reversible y dosis depen-
diente. Las diferencias respecto a otros inhibidores sin-
téticos de NHE es debido al hecho de su naturaleza pro-
teica y de las ventajas ya descritas anteriormente 70: (i)
Es efectivo a bajas concentraciones, (ii) es activo a
temperaturas y concentraciones de sales altas, (iii) es
resistente a la digestion con tripsina lo que permitiria
utilizarlo en el tracto gastro-intestinal.

Todo ello confirma que PINHE puede ser un candida-
to para uso terapéutico en condiciones patoldgicas don-
de tanto la hiperactividad o la sobre expresion de NHE
podria estar involucrada.

De los experimentos in vivo se deduce que la admi-
nistracion intravenosa de PINHE produce una proteccion
significativa sobre el miocardio isquémico y reperfundi-
do, reduciendo las arritmias durante la reperfusion y dis-
minuyendo el tamafio del infarto3”:72, Todo ello esta en
acuerdo con el papel de PINHE como inhibidor de NHE
gue demostramos en este trabajo y que ha sido demos-
trado para otros inhibidores de NHE de mamiferos 7.

Como conclusion final podemos decir que PINHE como
producto de haloarqueas inhibe el NHE de mamiferos in-
cluyendo al hombre y ejerce un efecto protector sobre el
miocardio dafado en un modelo de isquemia-reperfusion
en perros 3772, Hasta la fecha PINHE es la Unica molécu-
la bioldgica conocida que tiene un efecto inhibidor sobre
el intercambiador Na+/H+ en células de mamifero 37, El
descubrimiento de que PINHE inactiva o inhibe una mo-
lécula objetivo similar en mamiferos como lo hace en ha-
loarqueas sugiere la posibilidad de que otras halocinas
del Dominio Archaea compartan un papel similar, lo que
abre las posibilidades de nuevas lineas de investigacion
futuras sobre estos efectos farmacéuticos.
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Resumen

El Circulo de Innovacion en Biotecnologia
(CIBT), iniciativa del Sistema madri+d en el que parti-
cipa el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
las Universidades Auténoma y Complutense de Madrid
asi como el Parque Cientifico de Madrid, ha elaborado
el informe titulado “Panorama actual de la Nutrige-
némica”. Dicho trabajo se ha realizado a peticion y en
colaboracién con la Sociedad Espaifiola de Dietética y
Ciencias de la Alimentacion (SEDCA), en el que se
muestra la situacion actual de la Nutrigenémica, asi
como sus aplicaciones empresariales. Los principales
resultados se recogen en este articulo, pudiendo con-
sultarse en informe completo en la pagina www.madri-
masd.org/biotecnologia

Abstract

The Circle of Innovation in Biotechnology madri+d
(CIBT) in collaboration with the Spanish Society of
Dietetic and food Science (SEDCA) has elaborated a re-
port that offers a perspective of the current situation in
the field of Nutrigenomics and their potential business
applications.

This report shows a review of the current state of
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Nutrigenomic, trying to clarify several key concepts of
scientific literature, and make an analysis of diseases
which have been directly related to diet. Furthermore,
this study offers a deep analysis of the business envi-
ronment surrounding the effective implementation of
the Nutrigenomic and its possible influence on public
health.

This revision offer a global perspective of the state
of Nutrigenomics in a scientific and business level and
discuss in deep its possible evolution in a medium or
long term.

Introduccion
1. GENOMICA Y NUTRIGENOMICA

El Proyecto Genoma Humano (PGH) nacié en un
marco de revolucion cientifica propuesto en la década
de los ochenta con el objetivo de cartografiar el con-
junto de las instrucciones genéticas del ser humano, es
decir, el mapeo de los genes y sus marcadores aprove-
chando los avances conseguidos en el campo de la ge-
nomica (especialmente, en el andlisis de secuencia-
cion), asi como los avances en bioinformatica. Su inicio
se realizé formalmente en 1990 y finalizé en 2003 gra-
cias a la amplia colaboracion internacional. Este hecho
ha supuesto una nueva pagina en la historia cientifica,
ya que ha abierto un amplio abanico de desarrollos
biotecnoldgicos, dando respuestas y generado nuevos
interrogantes.

El desarrollo de la gendmica comprende el estudio
de todas las secuencias de nucledtidos presentes en

Nutr. clin. diet. hosp. 2008; 28(3):38-47
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los cromosomas de un organismo. Con la ejecucion del
PGH, ahora se conoce que el nimero total de genes co-
dificadores de proteinas en los humanos oscila entre los
20 y 25 mil. El interés se centra actualmente en el re-
conocimiento de los genes que podrian estar relaciona-
dos con el desarrollo de enfermedades o rasgos morfo-
l6gicos modificados debido a sus mutaciones.

El desarrollo de este proyecto significa, ademas de la
apertura de nuevos caminos para el desarrollo de la ge-
nética, una via para prevenir y mejorar los tratamientos
de enfermedades cronicas y hereditarias que amenazan
la salud publica. Actualmente se dispone de una amplia
informacién sobre los complejos procesos bioldgicos a
nivel molecular, determinando qué genes se activan o
se bloguean, qué proteinas se producen y como éstas
influyen en los procesos metabdlicos. También se han
abierto nuevas perspectivas sobre la forma en que las
distintas variaciones genéticas entre cada individuo y
los distintos factores ambientales pueden modificar es-
tos eventos moleculares e influir en la respuesta indivi-
dual al estilo de vida o a los distintos tratamientos tan-
to dietéticos como farmacoldgicos.

Fue a partir del desarrollo de la farmacogendmica so-
bre la que se ha desarrollado posteriormente el estudio
de la interrelacidn entre genes, dieta y enfermedad, de-
sarrollando el reciente campo de la genémica nutri-
cional o lo que se ha dado en llamar nutrigenémica
y nutrigenética.

Esta nueva disciplina cientifica hace confluir la nutri-
ciéon y la genética, investigando cémo las distintas va-
riaciones genéticas individuales participan en la com-
pleja interaccién entre la sensibilidad a los nutrientes y
las enfermedades.

La gendmica nutricional supone una modalidad de in-
vestigacion en nutricion con la que se vislumbra un fu-
turo prometedor junto con la aparicion de nuevos
retos con el objetivo de mejorar la salud y prevenir en-
fermedades relacionadas con el tipo de alimentacion y
estilos de vida.

2. REVISION DE LA NUTRIGENOMICA (1)

La relacion existente entre la dieta y los efectos so-
bre la salud son innegables y demostrados a lo largo de
la historia. Entre las investigaciones que demuestran
esta influencia, se pueden mencionar varias investiga-
ciones realizadas con distintas poblaciones de referen-
cia. Entre ellos, un estudio britanico que efectud un se-
guimiento durante 17 afios a unos 11.000 individuos
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con dieta vegetariana con el objetivo de determinar la
relacion entre distintos productos de la dieta y la fre-
cuencia de mortalidad por distintas causas. Los resulta-
dos mostraron una reduccién entre el 21-24% de mor-
talidad por enfermedad crénica.(2)

De la misma forma, se han desarrollado otros traba-
jos que han analizado los datos de cinco estudios pros-
pectivos que abarcan un total de 76.000 pacientes du-
rante 10 anos, llegando a los mismos porcentajes de
reduccién de mortalidad pero restringido exclusivamen-
te a aquellas personas que mantenian ese tipo de die-
ta vegetariana durante al menos 5 afios.(3)(5)

Todas estas investigaciones en torno a la nutricion
hasta la fecha han contribuido a definir recomendacio-
nes o guias dietéticas basadas en las mejores pruebas
cientificas disponibles con el objetivo de mejorar la sa-
lud de la poblacién general o sectores de poblacion con
riesgo de sufrir ciertas enfermedades concretas.

En todo caso, es indiscutible que las orientaciones
nutricionales actuales no tienen en cuenta las diferen-
cias que se producen en la respuesta de cada individuo
a la ingesta de los mismos nutrientes.

Existen muchos estudios que evidencian la forma di-
ferente de respuesta de distintos individuos a las mis-
mas dietas. Por ejemplo, el sodio aumenta la presion
arterial en determinadas personas y en otras apenas
tiene influencia. Otro caso evidente es la capacidad
para reducir el colesterol, la cual parece estar sujeta a
influencias gendmicas, lo que produce distintas res-
puestas a las mismas pautas dietéticas. Cuando un gru-
po de personas sigue durante un periodo de tiempo
una dieta terapéutica para reducir el nivel global de co-
lesterol en sangre, ciertos individuos tienen un benefi-
cio drastico a nivel metabdlico, mientras que otros no
obtienen ninguna respuesta.

Esta gran variabilidad en la respuesta, puede alterar
enormemente la eficacia de las recomendaciones nutri-
cionales generales que se han realizado tradicionalmen-
te cuando éstas se trasladan a escala individual. Las in-
vestigaciones actuales sugieren que, a pesar de que
existe un conjunto de pautas alimentarias generales
para toda la poblacion, puede que no se adecuen a las
necesidades de todo el mundo. Las distintas variaciones
genéticas condicionan diferencias en los requerimientos
nutricionales y los distintos genotipos contribuyen a la
mayor o menor predisposicion a sufrir ciertas enferme-
dades cronicas.
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Tras comprobarse que las diferencias genéticas entre
individuos producen diferentes reacciones a los nutrien-
tes, surge la idea de combinar genética y nutricion, de-
sarrollandose el nuevo campo de la genémica nutri-
cional.(1) (Figura 1)

Por tanto este nuevo campo de la genémica se pue-
de definir como la aplicacién de la genémica funcional a
la investigacion nutricional(9), para comprender de que
manera los nutrientes influyen sobre los procesos meta-
bdlicos y de que manera la carga genética y la dieta in-
fluyen en la aparicion o prevencion de enfermedades.

Muchos autores distinguen dos términos dentro de
esta disciplina general, la nutrigendmica y la nutrigené-
tica, dos dimensiones que abordan los aspectos men-
cionados sobre la genémica nutricional.

Por un lado, la nutrigenética estudia el efecto de la
variacion genética en la interaccion entre dieta y enfer-
medad, identificando y caracterizando las variaciones
genéticas asociadas a las diferentes respuestas frente a
los nutrientes. Su objetivo es formular recomendacio-
nes en relacion a los riesgos y beneficios de utilizar die-
tas o compuestos nutricionales especificos para cada
persona. Este término se suele vincular a la idea de
“nutricion personalizada” o “nutricion individualiza-
da”(9). Un ejemplo serian las diferentes respuestas de
los individuos a los mismos nutrientes obteniendo dife-
rentes valores de colesterol en sangre y presion arterial
debido a sus variaciones genéticas.

Por otro lado, la nutrigenémica se podria definir
como el estudio del efecto que producen los nutrientes
sobre la expresion génica, conformando un perfil meta-
bdlico en cada individuo (proteinas, metabolitos, etc),
intentando estudiar la prevencion de patologias por
medio de la dieta. La progresion desde un fenotipo

Figura 1: Esquema descriptivo de las interacciones gen-nutriente (12).

Genomica Nutricional

Interaccion Genes-Nutrientes

MNutrigenomica

| NG

sano a un fenotipo de enfermedad crdnica puede expli-
carse por cambios en la expresion genética o por dife-
rencias en las actividades de proteinas y enzimas, y los
componentes de la dieta directa o indirectamente regu-
lan la expresion de esa informacidn genética.

La gendmica nutricional ha suscitado ya un gran in-
terés y un alto nivel de expectacion, sin embargo las in-
vestigaciones que analizan las interacciones nutriente-
gen se han iniciado hace relativamente poco tiempo.
Esta situacion posiciona a la comunidad cientifica lejos
todavia del entendimiento completo de los mecanismos
responsables de la variabilidad de respuesta a la dieta
en cada individuo, por lo que la puesta en practica de
los estudios realizados han sido controvertidos y no del
todo concluyentes.

Cada vez hay mas evidencias de que los nutrientes
interaccionan directamente con los genes y todo pare-
ce indicar que ciertos alimentos con compuestos bioac-
tivos son capaces de interactuar con regiones del geno-
ma consiguiendo una accidon protectora frente a
mecanismos de iniciacién de algunas enfermedades,
mientras que otros pueden provocar el efecto contrario.
Sin embargo, estos estudios no tienen una aplicacion
universal, ya que existen variaciones genéticas en las
que la relacion entre nutriente y genes no actdan bajo
los mismos parametros.

El aporte prometedor de esta modalidad de investi-
gacion en nutricion vislumbra nuevos retos para deter-
minar qué genes estan relacionados en los distintos
procesos nutricionales. Una vez se consiga avanzar lo
suficiente en este ambito, se podran precisar dietas en
funcion de los requerimientos especificos de cada per-
sona a partir de la informacion contenida en su geno-
ma y potencialmente permitira determinar una nutri-
cion optima o nutricion personalizada para las
poblaciones con caracteristicas comunes, grupos parti-
culares e individuos.

2.1. Polimorfismos (SNPs) y mutaciones

De los 3 mil millones de pares de bases del ADN hu-
mano, el 99,9% de las secuencias de ADN son idénti-
cas, sin embargo esas diferencias entre los distintos in-
dividuos tienen una elevada significacion bioldgica(13)
y son las que determinan las diferencias fenotipicas.
Nuestro cddigo genético es lo que nos hace ser, com-
partiendo genes y funciones, aunque cada uno de no-
sotros es Unico y diferente, lo cual se expresa por las
minimas variaciones genéticas existentes.
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La forma mas comun de variabilidad genética son los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP por sus si-
glas en inglés “Single Nucleotide Polymorphism”) que
hacen referencia a la variacion que afecta a un solo nu-
cledtido en la secuencia de ADN entre los individuos de
una poblacién. Este tipo de variaciones debe darse al
menos en un 1% de la poblacién para considerarse
como un SNP. (Figura 2)

Sin embargo, generalmente también se consideran
SNP los cambios en unos cuantos nucleotidos, ademas
de pequeiias inserciones y deleciones, que incluyen pe-
guefias secuencias de nucledtidos que se repiten, pér-
didas de bases o cambios de posicion.

Figura 2: Single Nucleotide Polymorphism (SNP). Fuente: David Hall
(Wikipedia)

Existe una confusion a la hora de caracterizar las dis-
tintas variantes genéticas identificadas en los distintos
estudios como SNPs o mutaciones. Las mutaciones
implican algin cambio en el material genético, que pue-
de ir desde un simple nucledtido a una pérdida impor-
tante del material genético, por tanto engloban también
a los SNPs. Normalmente las mutaciones son considera-
das patoldgicas o anormales, mientras que los SNP se
pueden considerar variaciones normales en la secuencia
del ADN entre unos individuos y otros. Se podria decir
que la mayoria de los SNP proceden de mutaciones si-
lentes, representando mas del 90% de todas las varia-
ciones gendémicas humanas. Estos aparecen cada 100 a
300 bases de promedio, estimandose que el genoma
humano contiene sobre los 10 millones de SNPs.

Para evitar este tipo de confusiones, algunos autores
utilizan el término “variante alélica” para referirse a la
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alteracion de la secuencia normal de un gen sin tener
en cuenta el nimero de nucledtidos alterados, su fre-
cuencia ni su asociacion fenotipica, refiriéndose a las
variantes alélicas patoldgicas como mutaciones.

El desafio de la investigacion actual parece encami-
nado a detectar esas variantes alélicas clave que
pueden ser sensibles al efecto de un componente die-
tético determinado, alterando la respuesta metabdlica
de un individuo para determinar el impacto de su varia-
cion sobre salud y enfermedad.

Una parte importante del conocimiento actual que re-
laciona la ingesta dietética con el fenotipo y el riesgo de
sufrir enfermedades deriva de estudios poblacionales
basados en la deteccion de un gen o variantes alé-
licas y su interrelacion con otro genes, nutrientes vy la
aparicion de la enfermedad.

Esto ha llevado a la clasificacion de las enfermeda-
des, desde este punto de vista, como enfermedades
monogénicas, cuando estan determinadas por un
solo gen (fenilcetonuria, intolerancia a la lactosa, enfer-
medad celiaca, hipercolesterolemia, etc), o como mul-
tifactoriales, cuando su expresion esta determinada
por una combinacion de varios genes y otros factores
ambientales (enfermedades cardiovasculares, cancer,
osteoporosis, enfermedades neuronales, etc).

Los resultados obtenidos en las enfermedades mono-
génicas parecen ser mas convincentes que los relativos
a las multifactoriales, ya que en principio, es mas facil
la comprension de las interacciones genéticas que de-
terminan la expresion de esas enfermedades. Por otro
lado, la mejoria en el entendimiento de las enfermeda-
des monogénicas puede ayudar a avanzar en el campo
de las interacciones mas complejas entre varios genes
y factores ambientales implicados en la expresion de
enfermedades multifactoriales.

En cualquier caso, parece que esta clasificacion es
una simplificacion de la realidad y todavia se esta lejos
de tener una comprension plena de la situacion. Las en-
fermedades monogénicas clasicas evidencian muchas
diferencias entre individuos con la presencia del mismo
gen, por lo que la interaccion con otros genes, agentes
modificadores, factores ambientales, etc., también pa-
recen influir en distintas direcciones.

A pesar de esta simplificacion tedrica y el limitado nu-
mero de estudios, las pruebas sobre las interacciones
gen-dieta para enfermedades multifactoriales como las
enfermedades cardiovasculares y el cancer son abun-
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dantes y muy prometedoras. Los investigadores creen
gue a lo largo de esta década se conseguira un alto gra-
do de comprensidon de estas interrelaciones, aunque
parece indiscutible que para obtener datos aplicables a
la poblacién, éstos deben ser aun validados por mas
datos cientificos solidos.

2.2. Implantacion en la salud publica

A lo largo del tiempo y en muchos paises se han ido
implantado versiones simplificadas del concepto de nu-
trigendmica. Por ejemplo, en el caso de recién nacidos,
se han disefiado programas de deteccidén de defectos
metabdlicos congénitos para enfermedades monogéni-
cas como la fenilcetonuria, galactosemia, etc. pudiendo
prevenir los efectos mediante la correcta combinacion
de nutrientes.

La gendmica nutricional se puede considerar un cam-
po cientifico en rapido desarrollo con un alto poten-
cial que podria cambiar en la salud publica la forma de
establecer las recomendaciones dietéticas en el futuro.

La nutrigendmica puede establecer las bases para
unas recomendaciones dietéticas personalizadas
gue tengan en cuenta la carga genética de cada indivi-
duo vy los factores ambientales a los que esté expuesto.
Esto supondra tener un conocimiento de todos los po-
limorfismos “informativos” del individuo, de tal forma
gue se pueda predecir la predisposicion genética futura
a las enfermedades, facilitando la implantaciéon de las
adecuadas medidas preventivas de forma personaliza-
da (consejos dietéticos, estilos de vida, alimentos fun-
cionales para determinados perfiles genéticos, etc.) y
una mejora general en la salud publica.

No obstante, todavia no queda muy claro en la prac-
tica en que consistira la nutrigendmica, si se tratara
fundamentalmente de un consejo nutricional a partir de
los resultados de un analisis genético en lugar de pres-
cripciones farmacoldgicas, si su utilizacion sera funcion
de los nutricionistas o de la medicina general o
que pacientes son candidatos para utilizar los servicios
de la nutrigendmica, etc.

3. ESTUDIO DEL ENTORNO CIENTIFICO

Para llevar a cabo el estudio sobre el panorama ac-
tual de la nutrigenémica, se ha realizado por el Circulo
de Innovacion en Biotecnologia (CIBT) una primera
fase intentado plasmar el estado actual de las investi-
gaciones en este ambito.

El proceso de vigilancia tecnoldgica para el analisis
del entorno cientifico ha conllevado una recopilacién bi-
bliografica utilizando distintas formulas de busqueda
con unas 40 palabras clave tanto sus términos en espa-
fiol como en inglés en mas de 20 bases de datos y re-
vistas especializadas de distintas tematicas para obte-
ner articulos cientificos, proyectos de investigacion,
tesis doctorales y patentes. De tal forma que se han re-
visado mas de 150 articulos cientificos, se han detecta-
do entorno a los 40 grupos con lineas de investigacion
relacionados con la nutrigendmica, hasta 8 proyectos
europeos sobre esta tematica, ademas de la revision de
4 Tesis y 15 portales tematicos. (Figura 3)

Figura 3: Resumen de la fuentes de informacion utilizadas para el
proceso de vigilancia tecnoldgica.

Para conseguir esta vision, se ha realizado un proce-
so de deteccion, filtrado, valoracion y analisis de la in-
tensidad investigadora, realizando una revision sobre
las enfermedades monogénicas y multifactoriales que
mayor interés han suscitado en la bibliografia cientifica.
Recopilandose todos aquellos polimorfismos, mutacio-
nes o variantes alélicas que estando influidas por la die-
ta predisponen o protegen frente a determinadas enfer-
medades.

Las enfermedades sobre las que se han recopilado y
analizado la informacion elaborada en el informe se han
estructurado de la siguiente manera:

1. Enfermedades monogénicas
Enfermedad Celiaca
Hipercolesterolemia familiar
Fenilcetonuria
Galactosemia
Intolerancia a la lactosa
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2. Enfermedades multifactoriales
e Enfermedades Cardiovasculares
e Obesidad
Diabetes tipo 2
e Cancer
e Alteraciones en el metabolismo de los lipidos

3. Otras Enfermedades multifactoriales
e (Osteoporosis
e Enfermedades neurodegenerativas

Ademas de esta estructura sobre una revisidn de las
distintas enfermedades, en el informe se presentan en
forma de fichas (Figura 4)todos aquellos grupos de in-
vestigacion que se han detectado y que se han consi-
derado como mas relevantes en el ambito de la nutri-
gendmica. En estas fichas se podran consultar diversos
datos desde los datos de contacto hasta los proyectos
y patentes de los que dispone el grupo.

Figura 4: Imagen de la ficha modelo de grupos de investigacion en
Nutrigenomica.
Fuente: Informe VT Panorama actual de la Nutrigendmica.
(CIBT, Madri+d)

Figura 5: Relacion de las variantes genéticas vinculadas con la dieta
que han sido detectadas en este informe en cada una de
las enfermedades descritas.

Tras llevarse a cabo una revision de los fundamentos
genéticos en cada una de las enfermedades menciona-
das, se ha plasmado en el informe los datos obtenidos
del proceso de vigilancia y se ha realizado un andlisis
comparativo de las enfermedades con mayor intensidad
investigadora en el ambito de la nutrigendmica. Segln
los datos del informe, el recuento de las variantes ge-
néticas relacionadas con la dieta referenciadas en cada
enfermedad, muestran que los esfuerzos en investiga-
cidon en esta tematica se centran principalmente en la
obesidad, seguidos de estudios en diabetes, ECV,
metabolismo de los lipidos y cancer. (Figura 5)

Otra de las ideas que se pueden extraer del analisis
del entorno cientifico es que parece necesario aumen-
tar la investigacion basica que interrelacione com-
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pletamente las variantes genéticas, nutrientes y facto-
res ambientales como para llegar al disefio de una ali-
mentacion totalmente personalizada. Esto significa que
potencialmente se podran precisar dietas en funcién de
los requerimientos especificos de cada persona a partir
de la informacién contenida en su genoma y permitiran
determinar una nutricion optima para las poblaciones
con caracteristicas comunes, grupos particulares o indi-
viduos.

Sin embargo, las investigaciones que analizan las in-
teracciones nutriente-gen son relativamente recientes
por este motivo la comunidad cientifica se encuentra le-
jos del entendimiento completo de los mecanismos
responsables de la distinta respuesta dietética de cada
individuo. No obstante, la nutrigendmica parece tener
un futuro prometedor pues podria llegar a mejorar la
salud y prevenir determinadas enfermedades relaciona-
das estrechamente con el tipo de alimentacion y estilos
de vida.

4. ESTUDIO DEL ENTORNO EMPRESARIAL

A la luz de las investigaciones, parece que la nutrige-
némica no tendrd un camino facil para desarrollar las
distintas aplicaciones, aunque en la actualidad los dis-
tintos avances en las ciencias “dmicas” han aumentado
la velocidad investigadora y como consecuencia han fa-
cilitado su aplicacion empresarial.

Actualmente, desde el punto de vista de su aplicacién
a nivel poblacional, el entorno empresarial se encuen-
tra en un claro proceso de expansion y desarrollo,
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ganando impulso de forma progresiva, estimulado des-
de el ambito de la investigacion.

Este desarrollo sumado a la receptividad por parte de
distintos sectores de los consumidores, ha sido aprove-
chado para la implantacién de nuevos modelos de
negocio que ofertan servicios de nutrigendmica apo-
yandose en las nuevas tecnologias de la informacion,
mediante analisis genéticos y disefio de dietas persona-
lizadas en funcién de un determinado perfil genético
(existencia o no de distintos polimorfismos o mutacio-
nes), sin la intervencion del facultativo.

Por otro lado, existe un interés creciente por parte de
las compaiiias del sector alimentario por no perder
el tren de los “alimentos nutrigendmicos” para conse-
guir diversificar su cartera de productos previendo que
este nicho de mercado crecera de forma exponencial en
los proximos afios. Para ello las grandes multinaciona-
les estan realizando diversas inversiones en investiga-
cion, uniéndose a consorcios europeos, lo que debera
proporcionar el campo de visidon adecuado para desa-
rrollar este tipo de alimentos personalizados a cada
perfil genético.

La Nutrigendmica todavia se encuentra en una fase
incierta, definiéndose alin como sera el desarrollo des-
de la investigacion basica a las aplicaciones comer-
ciales. Sin embargo, es evidente que el entorno em-
presarial parece que ha tomado ya posiciones para su
aplicacion comercial, mediante el desarrollo de distintos
servicios y productos, fomentado por un floreciente
mercado potencial y una actitud positiva de los consu-
midores hacia este tipo de servicios.

Para intentar definir y aclarar el estado actual del en-
torno empresarial el informe elaborado por el CIBT ha
revisado mas de 50 empresas, detectando y analizando
finalmente 23 empresas relacionadas directamente con
servicios o productos nutrigenémicos para el consumidor
final. De ellas 10 basan su negocio en servicios de nutri-
genomica (recomendaciones dietéticas a partir de un
perfil genético), 9 elaboran y distribuyen test de riesgo
para distintas enfermedades y 4 basan su estrategia de
mercado en el disefio de productos o suplementos
nutrigenémicos o nutracéuticos. (Figura 6) (Tabla 1)

Cada una de las 23 empresas analizadas se presenta
en el informe en forma de fichas estructuradas en las
que se puede consultar una informaciéon mas concreta
de los productos y servicios que ofertan cada una de
estas empresas asi como los datos de contacto y los da-
tos mas relevantes. (Figura 7)

Figura 6: Servicios ofertados por las empresas de Nutrigendmica.
Fuente: Informe VT Panorama actual de la Nutrigendmica.
(CIBT, Madri+d)

Tabla 1: Numero de servicios y productos desarrollados por las em-
presas detectadas en el informe y su correspondiente desarrollo en
propiedad industrial.

Empresas Ni ::g Zi: g n:j iia T: igdoe Produftos/SupIemeritos —
Nutrigendmicos |[Nutracéuticos|

Sciona 2

Genelex 1

DNA Service 1

23andMe 1

Nutragenomics 1

Sabater 1 2

Decode Genetics| 1

Nutrametrix 1 1

GeneticHealth 1

Metaproteomics 10

WellGen 1 2

DMS 6 21

Metagenics 1 69 1

Interleukin G. 3 1 13 3

Jurilab 1 13

Celera 1

Progenika 1 1

IntegraGen 2

Myriad 5

Alphagenics 1 2 1

Lactest 1

Navigenics 1

SabioBBi 4

Total 12 21 4 99 42
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Figura 7: Imagen de la ficha modelo sobre datos de empresas con
servicios de Nutrigendmica.
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Figura 9: Comparativa entre el nimero de variantes genéticas y po-
limorfismos relacionados con la dieta y la obesidad que se
han detectado en la bibliografia cientifica (Genes IVT) y las
variaciones genéticas detectadas en los servicios nutrige-
nomicos de las empresas.

Figura 8: Este grdfico representa la comparativa entre el nimero de
variantes genéticas detectadas en el informe (Genes IVT) y
las que detectan los servicios nutrigendmicos de las distin-
tas empresas relacionadas con las enfermedades tratadas.

Figura 10: Comparativa entre el nimero de variantes genéticas y
polimorfismos relacionados con la dieta y la DT2 que se
han detectado en la bibliografia cientifica (Genes IVT) y
las variaciones genéticas detectadas en los servicios nu-
trigendmicos de las empresas.

(*) Las empresas que se han tenido encuenta para la elaboracién de
estos graficos son aquellas que hacen publico en sus informaciones
corporativas las variaciones genéticas que consideran en sus servicios
nutrigenémicos y que se relacionan especificamente con cada una de
las enfermedades descritas en el informe.

Una vez analizados los datos que suministran las em-
presas, en el informe se ha realizado un analisis para
comprobar hasta que punto se ajustan las empresas al
potencial desarrollado por el entorno cientifico actual y
hasta que punto la aplicacion de estos servicios a nivel
poblacional utilizado como herramienta preventiva me-
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diante la nutricidn personalizada puede considerarse
efectivo.

Para obtener estos datos, se han analizado las 10
empresas* que suministran sus servicios directamen-
te a los consumidores por representar aquellos mode-
los de negocio con influencia directa sobre la salud pu-
blica.

En el informe se muestra un analisis comparativo de
las variantes genéticas relacionadas con la dieta que
han sido detectadas mediante referencias bibliograficas
recopiladas en el estudio y aquellas que son tenidas en
cuenta por las distintas empresas en sus servicios nu-
trigenémicos. (Figura 8)
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Figura 11: Comparativa entre el nimero de variantes genéticas y
polimorfismos relacionados con la dieta y la ECV que se
han detectado en la bibliografia cientifica (Genes IVT) y
las variaciones genéticas detectadas en los servicios nu-
trigendmicos de las empresas.

Figura 12: Comparativa entre el nimero de variantes genéticas y
polimorfismos relacionados con la dieta y el cancer que
se han detectado en la bibliografia cientifica (Genes IVT)
y las variaciones genéticas detectadas en los servicios nu-
trigendmicos de las empresas.

Como se puede comprobar en la Figura 11, las em-
presas analizan menor nimero de variantes gené-
ticas y SNPs que los detectados en la bibliografia cien-
tifica.

Si realizamos este analisis fragmentandolo para
cada una de las enfermedades se comprueba que los
resultados se manifiestan con la misma tendencia.
(Figuras 9 a 12)

En el caso concreto del cancer, para realizar esta
comparacion y debido a la heterogeneidad de las va-
riantes genéticas vy la falta de claridad en la informacion
de las empresas no se han podido restringir los datos a
aquellas variantes genéticas interrelacionadas con la
dieta, mientras que los genes detectados por la biblio-
grafia cientifica si realizan esta restriccion. Este dato
explicaria el mayor nimero de variantes genéticas que
detecta la empresa Decode G. con respecto a los halla-
dos en el entorno cientifico.

5. CONCLUSIONES

A pesar de este auge comercial y empresarial alrede-
dor de la nutrigendmica parece necesario atemperarlo
con una cierta dosis de precaucion, ya que hasta la
fecha todavia son escasos los estudios que respal-

dan la validez clinica de marcadores nutrigenéticos es-
pecificos y sus diversas interrelaciones tanto con otros
genes como con factores ambientales. Desenmarafar
toda esta complejidad de factores llevara un tiempo,
ademas de un considerable esfuerzo en investiga-
cion. Por tanto trasladar esta informacién al consumi-
dor en la actualidad parece cuanto menos aventurado.

Segun los expertos, en la aplicacion de la nutrige-
némica parecen distinguirse dos niveles diferentes que
se desarrollan a distintos ritmos. Por un lado, su aplica-
cion en el ambito clinico, utilizado como una herra-
mienta para el tratamiento de distintas enfermedades,
en el que existe la posibilidad de desarrollar un historial
clinico muy personalizado y mantener al enfermo en
condiciones controladas. En este contexto, la nutrigend-
mica parece que se desarrollara en un plazo mas corto.

Sin embargo, su aplicacion poblacional, utilizado
como herramienta preventiva mediante la nutricion per-
sonalizada sera algo mas complejo y supondra plazos
mucho mas amplios.

A tenor de los datos, todavia queda por recorrer un
amplio camino concentrado en el entorno cientifico
antes de confluir con el entorno empresarial para desa-
rrollar aplicaciones verdaderamente fiables y conseguir
una influencia determinante en la Salud Pdblica. Segun
distintos expertos, este ambito del conocimiento y sus
aplicaciones sucesivas se iran madurando en los proxi-
mos 5-10 aiios.

Nutr. clin. diet. hosp. 2008; 28(3):38-47
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DIPLOMA DE ESPECIALIZACION EN ALIMENTACION Y NUTRICION APLICADAS

Del 3 de febrero al 18 de diciembre de 2009

N© horas: 180.

Precio de matricula: 900 €

Horario: Mafana y tarde.

NO de plazas: 30

Fecha de Preinscripcion: 23 de enero de 2009

Objetivos:

e Actualizar en contenidos generales sobre Alimen-
tacion y Nutricion que favorezcan una dieta saludable.

e Abordar la alimentacidn y nutricion desde una pers-
pectiva multidisciplinar y de salud publica.

e Conseguir una informacién actualizada de los princi-
pales procesos tecnoldgicos que sufren los alimentos.

e Conocer diferentes metodologias para el analisis de
la situacion nutricional de una poblacion, y los crite-
rios para el disefio de programas comunitarios de ali-
mentacion.

e Capacitar en el analisis de los consumos individuales
y colectivos y en el disefio de menus para colectivos.

e Actualizar en contenidos especificos sobre interaccio-
nes alimentos y medicamentos, pérdidas en el valor
nutricional, aspectos sobre aditivos alimentarios, pro-
ductos transgénicos, etc.

Dirigido a:

Licenciados en Ciencias Biomédicas (Farmacéuticos,
Bidlogos, Veterinarios, Médicos) asi como otros titula-
dos universitarios cuya experiencia y conocimientos
previos sean considerados oportunos en el proceso de
seleccion.

Estructura y contenido del curso:

Es un proceso de formacion tedrico practico. Se distri-
buye de manera discontinua (segun fechas que se es-
pecifican mas adelante). Consta de dos fases. La prime-

ra es presencial, distribuida en 5 mddulos de 30 horas
de duracion, cuyos contenidos son dominantemente te-
oricos, con algunas actividades practicas de demostra-
cion. Tres modulos son obligatorios y dos opcionales a
elegir entre cuatro.

Obligatorios (3):
¢ “Alimentacion, Salud y Consumo”
Del 3 al 6 de febrero 2009.

¢ “Alimentacion Comunitaria”
Del 3 al 6 de marzo 2009.

¢ “"Fundamentos de Higiene y Seguridad en los
Alimentos”
Del 21 al 24 de abril 2009.

Electivos (elegir 2):

« “Antropologia de la Alimentacion”
Del 19 al 22 de mayo 2009.

¢ "Tecnologia de los Alimentos y Valor Nutricional”
Del 16 al 19 de junio 2009.

¢ “La Nueva Biotecnologia de Alimentos y
Productos Transgénicos "
Del 24 al 27 de marzo 2009.

¢ “La Alimentacion en Diversas Etapas de la Vida”
Del 21 al 25 de septiembre 2009.

+ “Aditivos alimentarios”
Del 20 al 23 de octubre 2009.

¢ “Interacciones Alimentos Medicamentos”
Del 11 al 20 de noviembre 2009.



nutricion clinica
Dietética Hospitalaria

genda de actividades

JORNADA SOBRE CQMPOSICI()N CORPORAL: ]
NUEVAS TECNOLOGIAS Y SU APLICACION EN LA NUTRICION HUMANA Y EL DEPORTE

Jornada sobre

Composicion Corporal:
nuevas tecnologias y su
aplicacion en la nutricion

humana y el deporte.

upo de investigacion
CM “epinut” (920325)

Antecedentes y metodologia Comité Cientifico

En colaboracién con la Sociedad Espaiiola de Dietética y Margarita CARMENTE (Universidad Auténoma de Madrid)

Ciencias de la Alimentacion (SEDCA), el Grupo Epinut de 5y ONTERO (Universidad Auténoma de Madrid)
la UCM propone una jornada teorico-practica sobre com-

posicién corporal. El objetivo principal es mostrar a los Consuelo PRADO (Universidad Auténoma de Madrid)
profesionales de la nutricion humana y del deporte tanto Esther REBATO (Universidad del Pais Vasco)
los ultimos avances de la investigacion en este campo
como las técnicas y analizadores mas apropiados para el Jordi PORTA (Universidad de Barcelona)
ejercicio clinico, la realizacion de estudios epidemioldgi- Gregorio VARELA (Universidad San Pablo CEU)
cos o el trabajo en el ambito deportivo. i
Grupo EPINUT (M. Gonzalez- Montero, M.S. Mesa, S.
* Exposicion del marco tedrico: aspectos genéti- Moreno, J.L. Pacheco, J.F. Romero-Collazos, A. Villarino)

cos y ambientales que determinan la composi-
cion corporal. Revision de los modelos, métodos

.. i ; P Comité Organizador
y técnicas. Orientaciones practicas.

M2 Dolores Marrodan Serrano

* Presentacion y debate de las comunicaciones Facultad de Biologia. UCM
presentadas en Mesas Redondas coordinadas ~
por especialistas en el tema. M2 Dolores Cabanas

, . .. . i Facultad de Medicina. UCM
¢ Taller practico: aprendizaje y manejo de analiza-

dores BIA y NIR. Interpretacion de resultados. Jesis Roman Martinez
Sociedad espafola de dietética
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PROGRAMA

e Viernes 6 de marzo (maifana).

9.00 h. Acreditacion y entrega de la documentacion.

9.30 - 11.30 h. Médulo tedrico: Interaccion de los genes y el ambiente.
Breve panorama de los métodos analiticos. Guia critica de los monitores BIA actualmente en el mercado.
Estandares y concordancia entre las diversas técnicas de composicion corporal.

11.00 h. Descanso

11.30 - 14.00 h. Comunicaciones libres. En funcion de los resimenes recibidos, se organizaran las mesas de ex-

posicion y debate, presentadas y coordinadas por los miembros del Comité Cientifico.

* Areas de interés:

- Composicion corporal y biodiversidad de las poblaciones humanas.

- Métodos de composicidn corporal aplicables en edad pediatrica

- Aplicaciones en rehabilitaciéon y seguimiento de deportistas de alta competicion.
- Aplicaciones en nutricién clinica y medicina estética

- Temas libres.

e Viernes 6 de marzo (tarde).
16.00 — 19.00 h. Médulo Practico.

POR RAZONES DE ESPACIO, SE LIMITA LA PARTICIPACION EN ESTE MODULO PRACTICO
A 30 INSCRITOS SEGUN RIGUROSO ORDEN DE INSCRIPCION.

- Técnicas de bioimpedancia bipolar y tetrapolar.

- Andlisis total y segmentario de los componentes corporales y nivel de hidratacion con tecnologia BIA
multifrecuencia.

- Andlisis de componentes corporales por interactancia de infrarrojos(NIR).
- Interpretacion de resultados de casos practicos.

Inscripciones

Cuotas de Inscripcion
sesion tedrica  sesion practica

Libre profesionales 20 € 20 €
Asociados SEDCA 20 € GRATUITA
Alumnos universitarios 10 € 10 €
Presentando comunicacion GRATUITA

Forma de pago
Transferencia c¢/c 2100 3781 11 2200011708

Envio de inscripciones
Formulario disponible en la web: www.nutricion.org info@nutricion.org

SE ENTREGARA CERTIFICADO DE ASISTENCIA.
- SOLICITADO 1 CREDITO DE LIBRE ELECCION PARA ALUMNOS DE LA U.C.M. -
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Caracteristicas

Es la publicacion cientifica oficial de la Sociedad
Espanola de Dietética y Ciencias de la Alimentacion
(SEDCA). La Revista publica trabajos en espafiol, portu-
gués e inglés sobre temas del ambito de la alimenta-
cion, la nutricion y la dietética. Exclusivamente se acep-
tan originales que no hayan sido publicados, ni estén
siendo evaluados para su publicacion, en cualquier otra
revista sin importar el idioma de la misma.

Modalidades de publicacion

Se admitiran originales que puedan adscribirse a las si-
guientes modalidades vy tipos:

e Articulos originales. Descripcion completa de una in-
vestigacion basica o clinica que proporcione informa-
cion suficiente para permitir una valoracion critica y
rigurosa. La extension maxima sera de 12 paginas
conteniendo un maximo de 6 tablas y 6 figuras.

e Colaboraciones cortas. Se tratara de articulos origina-
les de menor entidad cuya extensién no supere las 6
paginas, 3 tablas y 3 figuras.

e Revisiones. Seran revisiones de publicaciones anterio-
res relacionadas con un tema de interés que conten-
gan un analisis critico que permita obtener conclusio-
nes. Las revisiones normalmente seran solicitadas
directamente por los Editores a sus autores y el texto
tendrd que tener una extension maxima de 12 pagi-
nas, 6 tablas y 10 figuras.

e Cartas a la revista: relacionadas con articulos apare-
cidos en la publicacién. Su extension maxima sera de
2 paginas.

e Otros. Adicionalmente, se admitiran para su publica-
cién noticias, informes, conferencias, cursos, convo-
catorias de reuniones y congresos asi como de pre-
mios y becas. La extension y forma de presentacion
de los textos recibidos para este apartado estaran su-
jetos sin notificacion previa a las modificaciones que
el Comité Editorial estime convenientes.

Elaboracion de originales

La preparacion del manuscrito original debera de hacer-
se de acuerdo las Normas y Requisitos de Uniformidad
del Comité Internacional de Directores de Revistas
Médicas (version oficial en inglés accesible en la direc-
cion electronica: http://www.icmje.org. Para la traduc-
cion en espafiol puede revisarse el enlace URL:
http://www.metodo.uab.es/enlaces.htm).
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En la web de la revista (http://www.nutricion.org) es-
tan disponibles las presentes Normas de publica-
cion. Para la correcta recepcion de los originales debe-
ra incluirse siempre:

1. Carta de presentacion
Debera hacer constar en la misma:
e Tipo de articulo que se remite

¢ Declaracién de que es un texto original y no se en-
cuentra en proceso de evaluacién por otra revista.

¢ Cualquier tipo de conflicto de intereses o la existen-
cia de implicaciones econdmicas.

¢ La cesion a la Revista de los derechos exclusivos para
editar, publicar, reproducir, distribuir copias, preparar
trabajos derivados en papel, electronicos o multime-
dia e incluir el articulo en indices nacionales e inter-
nacionales o bases de datos.

e Los trabajos con mas de un autor deben ser leidos y
aprobados por todos los firmantes.

e Los autores deben declarar como propias las figuras,
dibujos, graficos, ilustraciones o fotografias incorpora-
das en le texto. En caso contrario, deberan obtener y
aportar autorizacion previa para su publicacion y, en
todo caso, siempre que se pueda identificar a personas.

¢ Datos de contacto del autor principal: nombre com-
pleto, direccidn postal y electronica, teléfono e insti-
tucion.

¢ Si se tratase de estudios realizados en seres huma-
nos, debe enunciarse el cumplimiento de las normas
éticas del Comité de Investigacion o de Ensayos
Clinicos correspondiente y de la Declaracién de
Helsinki vigente, disponible en espafol en la URL:
http://www.metodo.uab.es/enlaces.htm

2. Titulo

Se indicaran, en pagina independiente y en este orden,
los siguientes datos:

e Titulo del articulo en espaiiol o portugués y en inglés.

¢ Apellidos y nombre de todos los autores, separados en-
tre si por una coma. Se aconseja que figure un maxi-
mo de ocho autores. Mediante nimeros arabigos, en
superindice, se relacionara a cada autor, si procede,
con el nombre de la institucion a la que pertenecen.

e Direccion de correo-e que desean hacer constar
como contacto en la publicacion.
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3. Resumen

Debera ser comprensible por si mismo sin contener ci-
tas bibliograficas. Sera redactado obligatoriamente en
los siguientes idiomas: a) espafiol 6 portugués y b) in-
glés, respetando en todo caso la estructura del trabajo
remitido:

Introduccion
Objetivos
Métodos
Resultados
Discusién
Conclusiones

4. Palabras clave

Debe incluirse al final de resumen un maximo de 5 pa-
labras clave que coincidiran con los Descriptores del
Medical Subjects Headings (MeSH) accesible en la URL
siguiente:

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=mesh

5. Abreviaturas

Se incluird un listado de las abreviaturas presentes en
el trabajo con su correspondiente explicacion.

6. Texto

De acuerdo a la estructura siguiente:

e Introduccion

¢ Objetivos

e Métodos

e Resultados

e Discusion

e Conclusiones

* Bibliografia

Es necesario especificar, en la metodologia, el diseno, la
poblacion estudiada, los sistemas estadisticos y cuales-

quiera otros datos necesarios para la comprension per-
fecta del trabajo.
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7. Agradecimientos

En esta seccion se deben citar las ayudas materiales y
econdmicas, de todo tipo, recibidas senalando la enti-
dad o empresa que las facilitd. Estas menciones deben
de ser conocidas y aceptadas para su inclusion en es-
tos “agradecimientos”.

8. Bibliografia

Tienen que cumplir los Requisitos de Uniformidad del
Comité Internacional de Directores de Revistas
Médicas, como se ha indicado anteriormente.

Las referencias bibliograficas se ordenaran y numera-
ran por orden de aparicion en el texto, identificandose
mediante numeros arabigos en superindice. Para citar
las revistas médicas se utilizaran las abreviaturas inclui-
das en el Journals Database, disponible en la URL:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=journals

9. Figuras y fotografias

Deben elaborarse teniendo en cuenta las siguientes in-
dicaciones:

Se realizaran utilizando programas informaticos adecua-
dos que garanticen una buena reproduccion (300 pixe-
les de resolucién por pulgada) en formato BMP, TIF o
JPG. No se admiten ficheros de Power-point ni similares.
Los graficos y las figuras seran enviados en blanco y ne-
gro o en tonos de grises.

Envio de originales

Los trabajos se remitiran por via electrénica a través de
la direccion de correo: revista@nutricion.org o utili-
zando la pagina web de la revista: www.nutricion.org

Evaluacion de originales

Los trabajos remitidos para publicacion seran evaluados
mediante el método de la doble revision por pares.
El autor principal podra proponer revisores que no es-
tén vinculados al original remitido.
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