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GUTIERREZ, ANDREA
ABORDAJE TERAPEUTICO DE LAS INFECCIONES URINARIAS EN LA OFICINA DE FARMACIA
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 2, pp. 25-33

RESUMEN: En Espafia son las infecciones nocosomiales mas frecuentes por debajo de
las infecciones del aparato respiratorio; un 50% de mujeres puede presentar una ITU a
lo largo de su vida, convirtiéndose en una patologia mucho mis ligada al sexo femenino
que al masculino, lo cual se puede atribuir a los embarazos, actividad sexual y cambios
hormonales que sufre la mujer.

La infeccion del tracto urinario consiste en la colonizacién y multiplicacién micro-
biana, habitualmente bacteriana, a lo largo del trayecto urinario. Denominada pielonefritis,
cistitis, uretritis o prostatitis segtin afecte a rifidn y pelvis renal, vejiga, uretra o prostata,
respectivamente.

Se ha realizado un estudio sobre un conjunto de poblacién aleatoria afectado por
infeccién urinaria, con el objetivo de en primer lugar, orientar al paciente con métodos de
prevencidn, y en segundo lugar, localizar casos de recurrencias y descubrir cudles pueden
ser los factores mds adheridos a ellas.

Tras el estudio se encuentra un resultado concluyente acerca de la edad; en mujeres
suele tener lugar esta patologia en cualquier momento de la vida a partir de la pubertad,
en cambio en varones destaca en una edad joven y anciana.

Respecto a los factores de riesgo que més desencadenan recurrencias se observa que
destacan la gastroenteritis, el embarazo y los quistes ovaricos. Como grupos mds vulne-
rables se encuentran la mujer joven y la mujer menopdusica.

Palabras clave: factores de riesgo; recurrencias; prevencion; tratamiento antibidtico.
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CarLvo-Boyero, FERNANDO; VALLES-MARTIN, ELENA; MARTIN-SUAREZ, ANA
SEGUIMIENTO FARMACOTERAPEUTICO A PACIENTES DIABETICOS
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 35-46

RESUMEN: En este trabajo se presentan dos casos clinicos de seguimiento farmacotera-
péutico a pacientes diabéticos, utilizando la metodologia Dider. Se valora el estado clinico
de los pacientes a través de una entrevista farmacéutica y se estudia su situacién. Posterior-
mente se valora la Necesidad, Efectividad y Seguridad de cada uno de los tratamientos del
paciente, para asi detectar posibles problemas relacionados con los medicamentos, resultados
negativos asociados a la medicacién o puntos de mejora de su tratamiento farmacolégico y
no farmacoldgico. Una vez decididas las posibles intervenciones a realizar, en las siguientes
entrevistas con el paciente se acuerdan las medidas a llevar a cabo.

En los dos casos presentados, la educacién sanitaria fue esencial para asegurar la adhe-
rencia y mejorar los resultados de los tratamientos farmacoldgicos. Ademds, se establecié
un plan de seguimiento para optimizar la terapia de los pacientes de forma periédica y
ante cualquier cambio sustancial de su tratamiento o situacién clinica.

Palabras clave: atencién farmacéutica; seguimiento farmacoterapéutico; diabetes;
farmacia comunitaria.

MastacHE CAMPELO, LUTs JEsGs; VALDUEZA BENEITEZ, JuL1O ANTONIO; RODRIGUEZ
Marfa, MiriaM; ORrTiZ DE URBINA GONZALEZ, JUAN JOSE

IMPLANTACION DE UN PROGRAMA DE TERAPIA SECUENCIAL EN EL Hosprrar EL Bigrzo
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 47-56

RESUMEN: Se ha realizado un estudio descriptivo prospectivo incluyendo pacientes
en terapia intravenosa con diversos firmacos realizando un total de 122 intervenciones
farmacéuticas para un total de 105 pacientes. Las intervenciones farmacéuticas para la
promocidn de la terapia secuencial fueron altamente aceptadas por los especialistas (55,74 %)
en contraposicién a las intervenciones en las que se decidié continuar con el tratamiento
intravenoso (13,11%) y las intervenciones en las que se procedid a la suspensidn del trata-
miento (8,20%). También se produjo una variacién de consumos de terapia intravenosa
frente a terapia oral durante el periodo de realizacién del estudio frente al mismo periodo
de tiempo del afio anterior demostrando un incremento del 16.24% de la terapia oral y un
descenso del 17.57% de la terapia intravenosa para levofloxacino. Estos hechos nos inclinan
a suponer que el programa de terapia secuencial ademds de ser una herramienta clinica ttil
para mejorar la seguridad y calidad del tratamiento del paciente sin disminuir su eficacia,
contribuye a reducir el gasto hospitalario y supone una oportunidad para consolidar y
expandir el papel que desarrolla el farmacéutico hospitalario dentro del equipo asistencial.

Palabras clave: terapia secuencial; antibidticos; intervencién farmacéutica; tratamiento
farmacolégico.
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FERNANDEZ SOBERON, SiLvia; BoraNos, Juan P.

SILENCIAMIENTO DE LA FOSFOGLUCOSA ISOMERASA (PGI) EN FIBROBLASTOS INMOR-
TALIZADOS DE RATON. MEDIANTE LA TECNICA DEL RNNA DE INTERFERENCIA
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 57-65

RESUMEN: Se introdujo un fragmento de sh-RNA especifico en un pldsmido vector
pSUPER-NeoGFP con el que se transformé un cultivo celular de fibroblastos embrionarios
de ratén (MEFs). El sh-RNA fue construido para la inhibicidn especifica de la expresion
celular de la glucosa-6-fosfato isomerasa (PGIm). La glucosa-6-fosfato isomerasa es la
segunda enzima de la glucolisis que cataliza la isomerizacién de glucosa-6-fosfato en
fructosa-6-fosfato.

Un polimero catiénico de polietilen glicol fue utilizado como vehiculo para transformar
las células. Se transformaron dos cultivos celulares, uno usado como control transformado
solo con el plismido vector y otro con el pldsmido con el sh-RNA. La inhibicién celular
y el metabolismo fueron controlados con la medida de la produccién de lactato como
marcador de la eficiencia de la glucolisis. Y con una RT-PCR para cuantificar la expresién
de la PGIm.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la produccién de lactato
entre ambos cultivos, pero si se observé una disminucién de la expresion génica de la PGIm.

Palabras clave: sh_RNA; silenciamiento; transformacidn; glucosa-6-fosfato isomerasa.

GARROTE, SiLvia; CODESAL, ToMAS

CRITERIOS DE IMPLANTACION DE LOS SISTEMAS PERSONALIZADOS DE DOSIFICACION
(SPD) Y SEGUIMIENTO DE SU ADHERENCIA EN OFICINA DE FARMACIA EN ZAMORA DE
FEBRERO A JULIO DE 2015

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 2, pp. 67-75

RESUMEN: El incumplimiento terapéutico es un problema con gran repercusién
sobre los Sistema Sanitarios en la actualidad, por lo que el Consejo General de Colegios
Oficiales de Farmacéuticos y el Consejo de Colegios Profesionales de Castilla y Ledn
han disefiado un protocolo de Atencién Farmacéutica basado en la preparacién de Siste-
mas Personalizados de Dosificacién (SPD) por parte del farmacéutico en la Oficina de
Farmacia, en dispositivos especiales tipo blister con alveolos en los que se distribuye la
medicacién por tomas y dias.

En este estudio se seleccionaron pacientes con unas determinadas caracteristicas (edad
avanzada, polimedicados, desconocimiento del problema de salud o medicacidn, etc.) y se
incluyeron en el programa de elaboracién de SPD en una Oficina de Farmacia en Zamora.
Se llevo a cabo durante cuatro semanas, en las que se realizé a los pacientes un correcto
seguimiento farmacoterapéutico, evaluando asi la adherencia al tratamiento mediante la
visualizacién de los dispositivos utilizados.

Tras la finalizacién se concluy6 que el 100% de los pacientes que completaron el
estudio mejoraron la adherencia al tratamiento, y se reafirmé que una labor mds asisten-
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cial del farmacéutico evita los posibles PRM y RNM derivados del incumplimiento y uso
incorrecto de los medicamentos.

Palabras clave: personalizado; dosificacion; blister; farmacia; adherencia.

A1ronso HirLario, JupiTH; PARADINAS RODRIGUEZ, M.* Rosa

ATENCION FARMACEUTICA EN MENOPAUSIA EN LA ZONA GEOGRAFICA DE SANTA MARTA
DE TORMES (SALAMANCA) DURANTE EL PERIODO DE FEBRERO A JUNIO DE 2015
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 77-84

RESUMEN: Menopausia puede definirse como cese permanente de la menstruacién
que resulta de la perdida de la actividad folicular ovérica. Esta puede suceder de manera
espontdnea o bien de manera inducida. La edad de aparicidn se encuentra en el rango de
45-52 afios siendo un proceso gradual en el tiempo. La menopausia presenta una sintoma-
tologia caracteristica, en la cual destacan sintomas como sofocos, insomnio, sudoracién
entre otros. El tratamiento puede llevarse a cabo mediante «Terapia hormonal sustitutiva»
o «Fitoestrogenos».

El objetivo de este trabajo fue analizar, recogiendo la informacién pertinente de las
mujeres a través de una encuesta, informar y conocer los tratamientos més utilizados, para
poder describir la sintomatologia y proporcionar educacién sanitaria.

De las mujeres analizadas, un gran porcentaje no estdn lo suficientemente informadas.
Destacan sintomas como insomnio y sudoracién asociados prmc1palmente a los sofocos.
Las isoflavonas tienen una mayor aceptacién por parte de las mujeres menopausicas,
encabezando la lista de los tratamientos menopdausicos.

Palabras clave: menopausia; sofocos; isoflavonas.

MonNTES DE LA LaMa, ANA; HIGUERA ANUARBE, ANTONIO; ZARZUELO CASTANEDA,
ARANZAZU

DISENO Y EVALUACION DE UNA FORMULACION FOTOPROTECTORA EN OFICINA DE FARMACIA
FarmaJournal, 2016, vol. 1, niim. 2, pp. 85-95

RESUMEN: El alarmante incremento de casos de melanoma en la sociedad actual ha
supuesto una mayor concienciacién por parte de la poblacién, sobre la necesidad del uso
de fotoprotectores como mecanismo de proteccion frente a dicha patologia y otras menos
severas pero con gran incidencia (quemadura solar, elastosis, manchas...). La formulacién
magistral es una actividad propia del farmacéutico de forma, que en el caso de la fotopro-
teccién, en funcidn del tipo de piel y necesidades de la persona puede elaborar una f6rmula
fotoprotectora individualizada. En este trabajo se presenta una férmula fotoprotectora
prototipo, facilmente personalizable en funcién de los requisitos de los clientes, a la cual
se le ha realizado un estudio de hidratacién y estabilidad durante un periodo de cuatro
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meses. Igualmente se recoge una encuesta realizada para conocer el grado de conocimiento
de la poblacién encuestada que permita disefiar un plan de educacién sanitaria.

Palabras clave: fotoproteccién; formulacidn; oficina farmacia; cosmética personalizada.

Arvarez, CRISTINA; SAEZ, MONICA; GUTIERREZ, ESPERANZA; ORTEGA, LUts; ORTIZ
DE URBINA, JUAN JOSE

EsTUDIO DE UTILIZACION DE ANTIMICROBIANOS EN UN SERVICIO DE CIRUGfA GENERAL
TRAS MODIFICACIONES EN LA GUfA FARMACOTERAPEUTICA

FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 97-108

RESUMEN: La utilizacién de antimicrobianos es especialmente alta en los servicios de
cirugia general hospitalarios.

Con el objetivo de hacer un uso més racional de los antimicrobianos utilizados en el
tratamiento de la infeccién intraabdominal (ITA), se introdujo ertapenem en 2007 en la
guia farmacoterapéutica del Complejo Asistencial Universitario de Ledn para pacientes
con ITA comunitaria grave o factores de riesgo de mala evolucién, con el fin de preservar
el uso de antibidticos de mayor espectro (carbapenemes, piperacilina/tazobactam) o como
desescalada terapéutica.

Se analiz6 el consumo de antibidticos en el Servicio de cirugia (SCG) desde 2006-2011,
mediante el empleo de dosis diaria definida por cien estancias (DDD/100E). Se analizaron
los tratamientos con ertapenem de los pacientes ingresados en este servicio durante 2011.

EISCG presenta una alta tasa de utilizacién de antibiéticos (consumo medio 64,97+3,98
DDD/100E). El grupo de penicilinas es el méds consumido (consumo medio 24,45+2,18
DDDY/100E). Destaca el incremento de uso de piperacilina/tazobactam, asi como un impor-
tante descenso en la utilizacién de amiglucésidos e imidazoles, paralelo al aumento de uso
de todos los carbapenemes desde que se introdujo ertapenem en la guia farmacoterapéutica.

En 2011, al menos en el 47,4% de los casos se usé ertapenem fuera de protocolo.

Palabras clave: estudio; antimicrobianos; DDD/100E; ertapenem; cirugfa.

GONZALEZ, MARTA; GUTIERREZ, ESPERANZA; SAEZ, MONICA; ORTEGA, Luts; ORTIZ
DE URBINA, JUAN

EFICACIA Y SEGURIDAD DE LOS NUEVOS TRATAMIENTOS EN PACIENTES DIAGNOSTICADOS
DE HEPATITIS C: TELAPREVIR Y BOCEPREVIR

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 2, pp. 109-116

RESUMEN: La hepatitis C es una enfermedad producida por un virus que puede
presentar distintos genotipos. Al tratamiento estindar de peginterferon més ribavirina,
se le afiade boceprevir (BCP) o telaprevir (TVP), agentes antivirales directos. El objetivo
de este trabajo es evaluar la eficacia a través de la carga viral y la seguridad a través de
los efectos secundarios que producen los firmacos. Se trata de un estudio retrospectivo
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observacional llevado a cabo con los pacientes que incorporan al tratamiento estindar
BCP o TVP en el afio 2012 en el Hospital de Ledn. La muestra son 27 pacientes, 7 de los
cuales suspendieron tratamiento post lead-in. De los 20 restantes, el 20% lo suspendié,
el 25% por reacciones adversas y el 75% por la carga viral o por reglas de parada. Del
80% restante (16 pacientes) el 68,75% alcanzaron respuesta viral sostenida mientras que
el 31,25% sufrieron recaidas. Se aprecia una mejor respuesta en pacientes recaedores con
genotipo la y fenotipo CT. En lo que se refiere a efectos secundarios, los més frecuentes
fueron trastornos gastrointestinales, rash, pérdida de peso, neutropenia, anemia, trombo-
citopenia y trastornos psiquidtricos. La complejidad de estos tratamientos hace necesario
un seguimiento multidisciplinar de los pacientes.

Palabras clave: Hepatitis C; telaprevir; boceprevir.

FERRERAS, IRENE; FUENTES, JosE ENRIQUE

INTERVENCION FARMACEUTICA EN EL CONTROL DE LA HIPERTENSION ARTERIAL UNA
FARMACIA COMUNITARIA

FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 117-124

RESUMEN: La hipertensién esta considerada como uno los principales factores de riesgo
cardiovascular y el mds importante factor de riesgo en la enfermedad cerebrovascular.
Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de muerte en Espafiay
el conjunto de todas ellas supone un elevado gasto de atencidn sanitaria. El control de la
presién arterial y el seguimiento a los pacientes hipertensos son medidas més eficientes
para evitar riesgos cardiovasculares. Existe unanimidad en reconocer a las Farmacias
Comunitarias como un lugar idéneo para el control de la presién arterial y el seguimiento
y control de la hipertensién arterial.

La intervencién farmacéutica realizada en el trabajo se basa en dos aspectos; deteccién
de hipertensos ocultos y seguimiento de pacientes con tratamiento activo de hipertensién
arterial.

En el estudio realizado, la prevalencia de la hipertension arterial en pacientes no
diagnosticados es alta, por lo que serfa necesario potenciar esta actividad en la Farma-
cia Comunitaria por la importancia que tiene en la deteccién precoz de la hipertensién
arterial. El niimero de pacientes con otros factores de riesgo cardiovascular asociados a
la hipertensién arterial es muy elevado y constituye un grupo de alto riesgo que requiere
un mayor control e intervencién en la Farmacia Comunitaria.

Palabras clave: hipertension arterial; intervencién farmacéutica; riesgo cardivascular.
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Garcia, EsTEFANTA; FUENTES, JOosE ENRIQUE
ADHERENCIA Y CUMPLIMIENTO AL TRATAMIENTO DE LA OSTEOPOROSIS
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndim. 2, pp. 125-132

RESUMEN: La osteoporosis es una enfermedad sistémica, crénica prevalente que se
caracteriza por una pérdida de masa 6sea y un deterioro de la microarquitectura del tejido
6seo, que conducen a una mayor debilidad 6sea y a un aumento del riesgo de fracturas. En
la actualidad constituye un importante problema de salud publica por la elevada morbilidad
y la baja adherencia al tratamiento.

Se realiza un estudio descriptivo transversal sobre una muestra de 52 pacientes, con
el objetivo de conocer la adherencia al tratamiento de la osteoporosis mediante el test
de Morisky-Green, los medicamentos utilizados y los principales factores de riesgo de
la osteoporosis en los pacientes objeto de estudio, asi como evaluar la influencia que el
tratamiento farmacolégico tiene sobre la adherencia.

Del estudio se concluye que la adherencia al tratamiento de la osteoporosis es ligera-
mente mayor que en los trabajos consultados. Los bifosfonatos son el grupo mis utilizado
para el tratamiento de la osteoporosis. No existe relacion estadisticamente significativa
entre la adherencia al tratamiento de la osteoporosis y la terapia farmacolégica utilizada
ni con los principales factores de riesgo estudiados.

Palabras clave: osteoporosis; adherencia; farmacia comunitaria.

GARcia, M. YoLANDA; SANCHEZ, MANUEL A.

INTRODUCCION EN EL MANEJO Y OBTENCION DE EMBRIONES DE RATON PARA SU
MODIFICACION GENETICA

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 2, pp. 133-142

RESUMEN: Los avances en el campo de la biologia molecular y la tecnologia del DNA
recombinante, asi como los conocimientos necesarios para modificar el genoma (edicién
génica) han permitido el desarrollo de organismos animales modificados genéticamente
(OMGs), los cuales juegan un papel fundamental en la investigacién biomédica. Una de
las innumerables 4reas de investigacién donde se utilizan es en el estudio de las ence-
falopatias espongiformes transmisibles (EETs), enfermedades producidas por particulas
proteicas pequefias derivadas del propio huésped que sufren un cambio conformacional
transformandose en proteinas infectivas que denominamos priones.

El presente trabajo describe las principales técnicas utilizadas en la obtencién y mani-
pulacién de embriones de ratén con el objeto de lograr un nuevo organismo transgénico
que se utilizard en el estudio de las EETs. En este caso el nuevo OMG incorporari a su
genoma las secuencias de la proteina priénica humana (PrP°) mediante microinyeccién
de DNA desnudo en embriones en fase de una célula. Entre otras aplicaciones, el modelo
generado serd utilizado para ensayar la capacidad infectiva de distintos priones de otras
especies potencialmente peligrosas para el hombre, y descubrir qué versiones polimérficas
de la PrP¢ son mis susceptibles a la infeccién.

Palabras clave: prion; ratdn; transgénesis; encefalopatias espongiformes transmisibles.
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METODIEV, MIHAELA; FUENTES, JOoSE ENRIQUE

ATENCION FARMACEUTICA EN OBESIDAD. UTILIDAD DE LAS PLANTAS MEDICINALES
EN SU TRATAMIENTO

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 2, pp. 143-149

RESUMEN: La obesidad se define como una enfermedad crénica multifactorial caracteri-
zada por un aumento de la masa grasa y, por lo tanto, de peso corporal, como consecuencia
de un balance energético positivo mantenido en el tiempo. Se ha relacionado con dietas
hipercaléricas, con alto contenido en grasas saturadas y azticares sencillos, estilos de vida
inadecuados, el sedentarismo y con un componente genético. Constituye un factor de
riesgo cardiovascular y presenta una alta prevalencia. Los objetivos del tabajo son: analizar
los factores de riesgo derivados de la obesidad. Revisar las posibilidades fitoterapéuticas
de combatir la obesidad y el sobrepeso y valorar el resultado de la intervencién realizada
desde la Farmacia Comunitaria. De los resultados obtenidos tras el estudio se concluye
que las mujeres son las que mayor interés presentan por perder peso. Con la intervencién
realizada desde la Farmacia Comunitaria se consiguid en el 63% de los casos pérdida peso
de forma moderada, y sostenida entre el 5y el 10%.

Cambiando los hédbitos alimenticios, haciendo ejercicio fisico moderado y con la
ayuda de las plantas medicinales se pueden llegar a perder aproximadamente 800-900 g y
hasta 1 kg por semana.

Palabras clave: atencién farmacéutica; plantas medicinales; obesidad.
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ANALYTIC SUMMARY

GUTIERREZ, ANDREA
THERAPEUTIC APPROACH TO URINARY TRACT INFECTIONS IN THE COMMUNITY PHARMACY
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 2, pp. 25-33

ABSTRACT: In Spain, they are the most common nosocomial infections, below respira-
tory infections; 50% of women may have a UTT throughout his life, becoming a pathology
linked more females than males, which can be attributed to pregnancy, sexual activity and
hormonal changes experienced by women.

Urinary tract infection is colonization and microbial growth, usually bacterial, along
the urinary system. Called pyelonephritis, cystitis, urethritis or prostatitis if affecting
kidney and renal pelvis, bladder, urethra or prostate, respectively.

We performed a study on a group of random people affected by urinary tract infection,
with two goals; first one, guiding the patient with prevention methods, and second one,
finding cases of recurrence and discovering what may be the most attached factors to it.

After the study, there is a conclusive result about age; women usually suffer this
disease at any time of life from puberty onwards, while for men it occurs only in at the
young and elderlier age.

Regarding risk factors that trigger recurrences were observed gastroenteritis, pregnancy
and ovarian cysts as the most notable ones. Finally, forming the most vulnerable groups
of the population are young women and menopausal women.

Key words: risk factors; recurrences; prevention; antibiotic treatment.

CaALvO-BOYERO, FERNANDO; VALLES-MARTIN, ELENA; MARTIN-SUAREZ, ANA
PHARMACEUTICAL CARE TO DIABETIC PATIENTS
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 35-46

ABSTRACT: In this paper, two cases of pharmaceutical care intervention to diabetic
patients are presented, using the Dader methodology. At first, the clinical status of the
patients was assessed through a pharmaceutical interview. Later, Necessity, Effectiveness
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and Safety of treatments of each patient was evaluated in order to detect possible drug-
related problems, negative outcomes associated to medication or areas for improvement
of pharmacological and non-pharmacological treatment. In the following interviews with
the patients, we decided with them which interventions we’ll make.

In the two cases presented, health education was essential to ensure adherence and
improve outcomes of pharmacological treatments. In addition, we started a monitoring
plan that will serve to optimize the therapy of patients regularly and at any change of the
treatment or clinical status.

Key words: pharmaceutical care; medication therapy management; diabetes; commu-
nity pharmacy.

MastacHE CAMPELO, Luts JEsUs; VALDUEZA BENEITEZ, JuL1O ANTONIO; RODRIGUEZ
Marfa, Mir1iam; OrTIZ DE URBINA GONZALEZ, JUAN JOSE

IMPLEMENTATION OF A SECUENTIAL THERAPY PROGRAM IN HospiTAL OF EL BiErZO
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 2, pp. 47-56

ABSTRACT: A prospective study was performed including patients on intravenous
therapy with various drugs, using a total of 122 pharmaceutical interventions in a total
of 105 patients. Pharmaceutical interventions promoting sequential therapy were highly
accepted by specialists (55.74%) as opposed to interventions which were decided to be
continued intravenously (13.11%) and those which proceeded to suspend treatment
(8.20%). There was also a variation in consumption of intravenous therapy versus oral
therapy during the period of the study compared to the same period the previous year,
showing an increase of 16.24% in the oral therapy and a decrease of 17.57% in intrave-
nous therapy for levofloxacin. These facts incline us to assume that a sequential therapy
program as well as being as a useful clinical tool for improving the safety and quality
of patient treatment without dlmlmshmg its effectiveness, contributes to a reduction in
hospital costs and provides an opportunity to consolidate and expand the role played by
the hospital pharmacist in the healthcare team.

Key words: switch theraphy; antibiotics; pharmaceutical intervention; pharmacotherapy.

FERNANDEZ SOBERON, SiLvia; BoLaNos, Juan P.

S1LENCING GLUCOSE-6-PHOSPHATE (PGI) IN Mouse EmBryoNic (MEFs). THROUGH
RNA INTERFERENCE (RNA1) METHOD

FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 57-65
ABSTRACT: A target-specific small hairpin RNA (shRNA) was added into a plasmid

delivery system (pSUPER-NeoGFP) and introduced into a cell culture of mouse embr-
yonic fibroblasts (MEFs). The shRNA was constructed for suppressing the expression
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in mice cells glucose-6-phosphate isomerase PGIm. Glucose-6-phosphate isomerase is an
enzyme that catalyses the conversion of glucose-6-phosphate into fructose 6-phosphate
in glycolysis’ second step. A PEI-polyethylene glycol conjugate was used as a pSUPER-
NeoGFP-shPGI plasmid carrier.

Two cultures of cells were transformed one used as control with the plasmid delivery
system (pSUPER-NeoGFP) and the other with the plasmid with the sh-PGI. The gene
inhibition and cellular uptake behaviours were explored by the measurement of lactic acid
as a marker of the efficiency of glycolysis and with a reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) to quantify PGIm expresion.

No significatively differences were found in the lactic acid production while a decrease
in the PGIm expresion was observed.

Key words: sh_RNA; silencing; transformation; glucose-6-phosphate isomerase.

GARROTE, SiLvia; CODESAL, TOMAS

CRITERIA FOR THE IMPLEMENTATION OF PERSONALIZED MEDICATION DISPENSING
SysTEMS (MDS) AND 11s COMPLIANCE IN A PHARMACY IN ZAMORA, FROM FEBRUARY
2015 To JuLy 2015

FarmaJournal, 2016, vol. 1, niim. 2, pp. 67-75

ABSTRACT: The failure or inability to comply with drug regimens is a problem with
great impact on Health Systems nowadays. As a result, the General Council of Official
Colleges of Pharmacists and the Council of Professional Associations of Castilla y Leon
have designed a protocol of Pharmaceutical Counselling based on the preparation of
personalized Medication Dispensing Systems by the community pharmacist through
blister cards in which the medication is organised by days and time slots.

The patients for this study were selected based on certains characteristics such as
their advance age, their compliance with multiple drug regimens, lack of knowledge about
their medical condition or treatment, etc. They were included in the above-mentioned
program designed for the preparation of personalized Medication Dispensing Systems
in a pharmacy in Zamora. This study took place during four weeks. During this time,
patients went through proper follow-up procedures, evaluating their compliance to drug
regimens by visualizing their medication administration at a glance.

Upon completion of the study, it was concluded that 100% of the patients that took
part in the program improved their compliance to drug regimens. It was also highlighted
that a more helpful approach from pharmacists avoids problems related to drugs admins-
tration and the negative effects of medication as a result of a failure to compliance and
poor use of medication.

Key words: personalized; dispensation; blister; pharmacy; compliance.
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Aronso Hirario, JupiTH; PARADINAS RODRIGUEZ, M.? Rosa

MENOPAUSE PHARMACEUTICAL CARE IN THE GEOGRAPHICAL AREA OF SANTA MARTA
DE TORMES (SALAMANCA) FROM FEBRUARY TO JUNE 2015

FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 77-84

ABSTRACT: Menopause can be defined by the permanent stop of the menstruation
which results of the lost of the ovaries follicular activity. It can either happen sponta-
neously or be induced.

45-52 years-old is the age menopause typically appears, this being a gradual time process.

Menopause presents a carasteristic symptomatology, in which hot flushes, insomnia,
sweating are the most common. Menopause can be soothed by «Substitutive hormonal
therapy» or «Phytoestrogens».

The purpose of this work was analyzing, picking up pertinent information from the
women by a survey, informing and knowing the wrongly-used treatments, in order to
describe the symptomatology and facilitate health education.

About the women who took part in the survey, a very important percentage of them
is poorly aware. Highlighted symptomas are insomnia and sweating mostly associated
with hot flushes. Isoflavones are the treatment women most tolerate, coming first in the
list of menopause medication.

Key words: menopause; hot flushes; isoflavones.

MonTES DE LA LaMA, ANA; HIGUERA ANUARBE, ANTONIO; ZARZUELO CASTANEDA,
ARANZAZU

DzsioN AND EvaLuaTioN oF A UV PRoTECTION FORMULA IN A PHARMACY
FarmaJournal, 2016, vol. 1, nim. 2, pp. 85-95

ABSTRACT: The alarming increase of melanoma cases in today’s society has resulted
in a greater awareness among people, who are aware of the need to use UV protection
as a mechanism of protection not only against this pathology but also against less severe
pathologies which have great incidence (sunburnt, solar elastosis, skin spots, etc.). The
magistral formulation is a proper activity from pharmacists; therefore, pharmacists may
create personalized pharmaceutical compounds according to the type and needs of the
person’s skin. This study shows a prototype UV protection formula from which it was
carried out a four-month hydration and stability study. In addition, we complete a survey
to know the level of knowledge of the surveyed population in order to improve their
health education.

Key words: photoprotection; formulation; pharmacy; personalized cosmetics.
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ALvarez, CRISTINA; SAEZ, MONICA; GUTIERREZ, ESPERANZA; ORTEGA, LUts; ORTIZ
DE URBINA, JUAN JOSE

STUDY OF ANTIMICROBIAL USE IN A GENERAL SURGERY UNIT AFTER CHANGES IN
THE HosriTaL’s FORMULARY

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 2, pp. 97-108

ABSTRACT: The use of antimicrobials is high in general surgery units.

In order to optimize antimicrobials used in the treatment of intra-abdominal infection,
ertapenem was included in 2007 in the formulary of the Complejo Asistencial Univer-
sitario de Ledn. It was restricted for patients with high-severity community-acquired
intra-abdominal infection or with risk factors for poor outcome, as a strategy to save
antibiotics with greater spectrum (carbapenems, piperacillin/tazobactam) or as strategy
of therapeutic de-escalation.

Antibiotic consumption in the surgery unit was analyzed from 2006 to 2011. Defined
daily doses per 100 bed-days (DBD) were calculated. We also analyze the clinical histories
of patients treated with ertapenem admitted to this unit during 2011.

The surgery unit has a high rate of use of antibiotics (average consumption 64.97+3.98
DBD). The group of penicillins is the most consumed (average consumption 24.45+2.18
DBD). It highlights the increased use of piperacillin/tazobactam and a significant decrease
in the use of amiglycosides and imidazoles, parallel to the increase in the use of all carbapen-
ems since ertapenem was introduced in the formulary.

In 2011, at least in 47,4% of cases ertapenem was used out off protocol.

Key words: antimicrobial use; study; DBD; ertapenem; surgical unit.

GONZALEZ, MARTA; GUTIERREZ, ESPERANZA; SAEZ, MONICcA; ORTEGA, Luis; OrTIZ
DE URBINA, JUAN

EFFICACY AND SAFETY OF NEW TREATMENTS ON PATIENTS WITH HEPATITIS C: TELAPREVIR
AND BOCEPREVIR

FarmaJournal, 2016, vol. 1, niim. 2, pp. 109-116

ABSTRACT: Hepatitis C is a disease caused by a virus that may have different geno-
types. The standard treatment of peginterferon plus ribavirin, is added boceprevir (BCP)
or telaprevir (TVP), direct-acting antiviral agents. The aim of this study is to evaluate the
effectiveness through and the safety through the side effects of drugs. This is an observa-
tional retrospective study conducted in patients with standard treatment BCP or TVP in
2012 at the Hospital of Leon. The sample of 27 patients, 7 of them stopped the treatment
post lead-in. Of the remaining 20, 20% stopped it, 25% due to adverse reactions and 75%
because of the HCV RNA or stopping rules. The remaining 80% (16 patients), 68.75%
achieved sustained virologic response while 31.25% relapsed. It is appreciated a better
response in relapsed patients with genotype 1a and phenotype CT. With respect to side
effects, the most frequent were gastrointestinal disorders, rash, weight loss, neutropenia,
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anemia, thrombocytopenia and psychiatric disorders. The complexity of these treatments
requires a multidisciplinary monitoring of patients.

Key words: hepatitis C; telaprevir; boceprevir.

FERRERAS, IRENE; FUENTES, JOosE ENRIQUE

PHARMACEUTICAL INTERVENTION IN BLOOD-HYPERTENSION CONTROL IN A COMMU-
NITY PHARMACY

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 2, pp. 117-124

ABSTRACT: Hypertension is considered one of the principal cardiovascular risk factors,
and the most important in vascular-brain disease. Cardiovascular disease is the first cause
of death in Spain, and all of It makes a high impact in public healthcare’s economy.

The control of blood pressure and hypertensive-patient’s following, are more efficient
ways to avoid cardiovascular risks. Blood-pressure control and patient’s following can be
perfectly done in community pharmacies.

In this study, pharmaceutical intervention was done in detecting hidden-hypertensive
patients, and the patient’s following and control of hypertensive patients.

The prevalence of hypertension in no-diagnosed patients is high, and for that, it should
be necessary to maximize this activity in community pharmacies, also for the importance
It has in the early detection of blood-hypertension.

The number of patients with other cardiovascular disease risk factors is high and It
constitutes a high risk group that requires more control and pharmaceutical intervention.

Key words: blood-hypertension; pharmaceutical intervention; cardiovascular risk.

Garcia, EsTEFANTA; FUENTES, JosE ENRIQUE
ADHERENCE AND TREATMENT COMPLIANCE IN OSTEOPOROSIS
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 2, pp. 125-132

ABSTRACT: Osteoporosis is a chronic systemic disease, characterized for a bone-mass
loss and a change in the structure of bone tissue causing bone fragility and an increase of
bone fractures. Nowadays it is considered an important problem in public healthcare due
to the high morbidity and the low treatment adherence.

This study is based on a descriptive transversal study over a 52 patients sample, to
analyse treatment adherence by the Morisky-Green test, the prescribed drugs, principal
risk factors in osteoporosis, and the influence of treatment adherence.

From this study we concluded that treatment adherence in osteoporosis is slightly
high than in the consulted studies from bibliography. Bisphosphonates are the most used
group of drugs in osteoporosis and there is not significant statistical relation between
treatment adherence and risk factors in osteoporosis.

Key words: osteoporosis; adherence; community pharmacy.
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Garcia, M. YOoLANDA; SANCHEZ, MANUEL A.

MANIPULATING THE MOUSE EMBRYO TO EDIT THE GENOME: INTRODUCTION AND
«GOLD STANDARD» TECHNIQUES

FarmaJournal, 2016, vol. 1, ndm. 2, pp. 133-142

ABSTRACT: The progresses in molecular biology and recombinant DNA technology
as well as the knowledge to edit the genome have allowed the development of genetica-
lly engineered animal organisms (GMOs) that nowadays are a key factor in biomedical
research. There are innumerable research fields where the use of GMOs is common, one
of them being the study of transmissible spongiform encephalopathies (TSEs), diseases
caused by small protein particles derived from the host; these particles suffer a confor-
mational change which results in their transformation into infectious proteins which
are called prions.

The following study describes the main techniques used in the handling and harves-
ting of mouse embryos for their genetic modification resulting in the generation of a new
transgenic organism that will be used in the study of TSEs. In this particular case, the
new GMOs will incorporate in its genome the sequences of the human prionic protein
(PrPc) through the microinjection of naked DNA in mouse embryos at unicellular phase
Among other applications, the model generated will be used to test the infectious capacity
of different prions from other species potentially dangerous to human beings, as well as
discovering what polymorphic versions of PrP¢ are more susceptible to infection.

Key words: prion; mouse; trangenesis; transmissible spongiform encephalopathies.

MEeTODIEV, MTIHAELA; FUENTES, JOoSt ENRIQUE
PrARMACEUTICAL CARE IN OBESITY. MEDICINAL PLANTS IN OBESITY TREATMENT
FarmaJournal, 2016, vol. 1, ntim. 2, pp. 143-149

ABSTRACT: Obesity is defined as a multifactorial chronic disease, characterised for the
increase of fat mass and corporal weight, as consequence of a positive energetic balance.
It is related to hypercaloric diets, with high content in saturated fats and simple carbon
hydrates, innadecuated life-styles like sedentarism. It is a cardiovascular risk factor and it
has a high prevalence. The goals of this study are: analyse the derivated risk factors from
obesity, a review of the physiotherapeutic possibilities for obesity and analyse the results
from the intervention made in a community pharmacy. From this study we concluded
that women are more interested in loose weight than men. By the intervention made in
the community pharmacy, more than 63% of the cases lost weight in a moderated way,
and between 5 and 10% in a sustained way.

By changing diets, doing moderate exercise, and with medicinal plants the weight loss
can be 800-900 g and even 1 kg per week.

Key words: Pharmaceutical care, medicinal plants, obesity.
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SILENCIAMIENTO DE LA FOSFOGLUCOSA ISOMERASA
(PGI) EN FIBROBLASTOS INMORTALIZADOS DE RATON.
MEDIANTE LA TECNICA DEL RNA DE INTERFERENCIA

Silencing Glucose-6-phosphate Isomerase (PGI) in Mouse
Embryonic Fibroblasts (MEFs). Through RNA Interference
(RNAi) Method

Silvia FERNANDEZ SOBERON;; Juan P. BOLANOS

Institute of Functional Biology and Genomics (IBFG), University of Salamanca-
CSIC, Spain. Teléf.: +34 923 294 526. Fax: +34 923 294 579

Correo-e: jbolanos@usal.es

RESUMEN: Se introdujo un fragmento de sh-RNA especifico en un
plismido vector pPSUPER-NeoGFP con el que se transformé un cultivo
celular de fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs). El sh-RNA fue
construido para la inhibicién especifica de la expresion celular de la glucosa-
6-fosfato isomerasa (PGIm). La glucosa-6-fosfato isomerasa es la segunda
enzima de la glucolisis que cataliza la isomerizacién de glucosa-6-fosfato
en fructosa-6-fosfato.

Un polimero catiénico de polietilen glicol fue utilizado como vehiculo
para transformar las células. Se transformaron dos cultivos celulares, uno
usado como control transformado solo con el plismido vector y otro con
el plismido con el sh-RNA. La inhibicién celular y el metabolismo fueron
controlados con la medida de la produccién de lactato como marcador de la
eficiencia de la glucolisis. Y con una RT-PCR para cuantificar la expresién
de la PGIm.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
produccion de lactato entre ambos cultivos, pero si se observé una dismi-
nucién de la expresion génica de la PGIm.
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Palabras clave: sh_RNA; silenciamiento; transformacién; glucosa-
6-fosfato isomerasa.

ABSTRACT: A target-specific small hairpin RNA (shRNA) was added
into a plasmid delivery system (pSUPER-NeoGFP) and introduced into
a cell culture of mouse embryonic fibroblasts (MEFs). The shRNA was
constructed for suppressing the expression in mice cells glucose-6-phosphate
isomerase PGIm. Glucose-6-phosphate isomerase is an enzyme that cataly-
ses the conversion of glucose-6-phosphate into fructose 6-phosphate in
glycolysis’ second step. A PEI-polyethylene glycol conjugate was used as
a pSUPER-NeoGFP-shPGI plasmid carrier.

Two cultures of cells were transformed one used as control with the
plasmid delivery system (pSUPER-NeoGFP) and the other with the plasmid
with the sh-PGI. The gene inhibition and cellular uptake behaviours were
explored by the measurement of lactic acid as a marker of the efficiency
of glycolysis and with a reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) to quantify PGIm expresion.

No significatively differences were found in the lactic acid production
while a decrease in the PGIm expresion was observed.

Key words: sh_RNA; silencing; transformation; glucose-6-phosphate
isomerase.

INTRODUCCION

Desde que se comenzd a estudiar el genoma y su expresién se han buscado
herramientas para silenciar genes concretos o su expresion. Algunas de ellas se
basan en el mecanismo del ARN de interferencia que permite silenciar la expresién
de genes concretos. Uno de los tipos de ARN de interferencia utilizado para el
silenciamiento de la expresién génica es el sh-RNA (small hairping RNA). Los
sh-ARN son pequeiios fragmentos de RNA artificiales con forma de horquilla de
aproximadamente 20 pares de bases (pb) complementarias a la secuencia del gen
cuya expresion se intenta reducir. Estos fragmentos de sh-RNA se incorporan
en vectores como plasmidos o vectores virales y bacterianos mediante los que se
incorporan en el genoma de la célula transfectada. Una vez en él, se transcribe
por una nucleasa produciendo pri-microRNA que son procesados por la nucleasa
Drosha, dando como resultado un pre-shRNA que es trasladado al nicleo por
la exportina 5. Este producto es procesado por la proteina Dicer, que lo corta en
pequeiios fragmentos de RNA. Después, es incluido en un complejo inductor del
silenciamiento RISC, segtin sus siglas en inglés. Para que se active este complejo
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se degrada una de las hebras y la otra dirige el RISC hacia las moléculas de ARN
mensajero con secuencia complementaria. Una vez unido el complejo RISC al
ARNm lo destruye, impidiendo su traduccién y disminuyendo la expresion del gen.

En el siguiente trabajo desarrollaremos la construccion de un plismido de
sh-RNA para silenciar la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa de ratén (PGIm).
Esta enzima es una de las primeras enzimas de la glucolisis y cataliza la reaccién de
isomerizacién de la glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato. Por tanto inhibiéndola
esperamos ver reducido el rendimiento de la glucolisis.

Se incorporardn las secuencias de RNA de interferencia complementarias
al gen de la PGI en un pldsmido vector. Para comprobar la eficacia del silencia-
miento mendiante el pldsmido construido, se transfectard con él una linea celular
de fibroblastos embrionarios inmortalizados de ratén (MEFS). Y mediremos la
velocidad de produccién de lactato en las células transfectadas y en células control.
Mediante la determinacién de lactato podremos comparar el rendimiento de la
glucolisis en ambos tipos de células y asi comprobar cémo afecta al metabolismo
la inhibicién de la enzima. Ademds mediremos mediante una PCR cuantitativa la
cantidad de ARN mensajero en las células transfectadas y en las células control
para medir la inhibicién de la expresion génica.

MATERIALES Y METODOS

Eleccion de la secuencia de shRNA y creacion del plasmido

La secuencia del gen de la fosfoglucosa isomerasa se obtiene de bases de datos
genéticas® y se encarga un sh-RNA con la secuencia complementaria a su ARNm
(5°- GATGAAGGGGAAGTTGCCT). Esta es la secuencia a introducir en el
plasmido vector de RNA de interferencia.

Utilizamos en plasmido véctor pPSUPERneo+GFP que incluye un gen de
resistencia a ampicilina y un gen de expresion de la proteina verde fluorescente que
nos servirdn para discriminar las bacterias y células transfectadas correctamente
de las que no lo estin.

El pldsmido se encuentra conservado en un cultivo bacteriano DH50 congelado
a -80°C se extrae una colonia de dicho cultivo y se incuba una noche en medio
2xYT con ampicilina. Se extrae el DNA bacteriano con el kit Midiprep.

Para comprobar que el plismido extraido es el correcto se realiza un andlisis
de restriccion del DNA obtenido con las enzimas Fsp I y Pvu II utilizando un
marcador de peso molecular de 1kb.

Para incluir el fragmento de sh-RNA de la PGIm en el plasmido, se utilizan
unas secuencias de nucleétidos conocidas del plismido llamados polylinker.
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Estos fragmentos son cortados por unas enzimas especificas, dando extremos
cohesivos no complementarios que se utilizan para incluir los fragmentos desea-
dos. En este caso utilizaremos Bg III y Hind III tras recuperar el plismido de un
gel de agarosa de baja densidad de una electroforesiss realizada tras la digestion
enzimdtica con ellas.

Una vez hemos recuperado el pldsmido linealizado tras digerirlo con las enzimas
especificas del polylinker, se desfosforilan los extremos mientras se fosforilan los
extremos de los oligonucleétidos que queremos incluir en él previamente anilla-
dos. Ambos fragmentos se unirdn utilizando una ligasa y el pldsmido recupera
la forma circular.

Ahdl

pSuper.gfplnec‘imO

4000

5429 bps

BspLU11I
Afllll

nl H1 promoter
Ac|§251
Xhol
Sall
Hincll
Accl
HindlIll
Bglll

Frgura 1: Esquema del pldsmido de RNA utilizado como vector en el que incorpora-
remos el fragmento de sh-RNA. En la imagen se muestran los lugares de restriccién de
cada enzima y el lugar especifico para incluir fragmentos de RNA llamado polylinker.
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Transformacion de bacterias para que amplifiquen el plasmido

Para amplificar el plidsmido creado transformaremos bacterias de E.coli y culti-
vamos en medio LB con ampicilina. El plismido se introduce en las bacterias por
choque térmico teniéndolas 45” a 42°C. Tras una incubacion de 24 horas se extrae
el ADN de 16 colonias con una MidiPrep para realizar un andlisis de restriccion
que sirva para comprobar cudles han sido transfectadas con el plismido correcto.
En este anilisis de restriccion se digiere con EcoRI y Hind III y se realiza una
una electroforesis.

Una vez seleccionadas las colonias 4, 5 y 10 por ser en las que mds claramente se
aprecia la diferencia de tamafio en los fragmentos, se cultivan y se extrae su RNA.
De esta forma ya tenemos el plasmido completo y concentrado para introducirlo
en cualquier célula.

Cultivo celular para su transfeccion

Para la transformacién se utililza un cultivo celular secundario de fibroblastos
embrionarios inmortalizados de ratén (MEFS). Hemos mantenido este cultivo
durante dos semanas cambidndolos de frasco de cultivo en diluciones 1:5 cada
dos dias, en medio DMEM, una variedad del medio minimo basal con 4 veces
mds de concentracién de aminodcidos y vitaminas. Tras esas dos semanas las
células han cambiado su morfologia mostrando que ya estaban maduras y listas
para transfectarse.

Transfeccion de MEFs con PEI

Se pasa el cultivo celular a 3 placas petri de 20 cm?. Para la transfeccién
utilizaremos polietilenimina (PEI), un polimero catiénico que desestabiliza la
membrana celular permitiendo que penetre el pldsmido dentro de la célula. Este
proceso se llevard a cabo en medio opti-MEM. En dos placas transfectaremos las
células con un control positivo, un plismido inhibidor de la luciferasa (sh-LUC),
otras tres transfectaremos con el pldismido que hemos construido inhibidor de la
PGI de ratén (sh-PGIm).

Para cada placa de 20 cm? se preparan dos mezclas, una de DNA vy otra de
PEIL De DNA preparamos dos mezclas, una con 8 pg con sh-LUC y otra con
sh-mPGI, completamos hasta 0,5 mL con opti-MEM. La mezcla de PEI contiene
4 pL de PEI por cada cm?, es decir 80 pL de PEI por cada placa, se completa con
opti-MEM hasta 0,5 mL.

Se afiade la mezcla de PEI sobre las de DNA vy se incuban 10 minutos a
temperatura ambiente. Se afiade 1 mL de esta tltima mezcla a cada placa con 1,5
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mL de opti-MEM e incubamos 1 hora en estufa 37°C grados. Pasado el tiempo
reemplazamos la mezcla de transfeccion con medio de cultivo.

Determinacion de L(+)-Lactato

Una vez las células han sido transfectadas y lavadas con PBS extraemos mues-
tras de medio para la determinacidn de lactato a los 10°, 30°, 60’ y 90°. Y a las 24
horas. Medimos la concentracién mediante espectrofotometria a una longitud de
onda de 340 nm realizando cada determinacién por duplicado. Estas medidas las
normalizaremos entre la concentracidn de proteinas.

Determinacion de proteinas

Se determina la concentracién de proteinas en la tltima placa que habiamos
reservado para ello, midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 565 nm
y referenciando con la recta patrén realizada.

Determinacion de ARN

Una vez tomadas las medidas de lactato se lisan las células purificando su
RNA para proceder a la medida del ARN mensajero de PGIm mediante una
qRT-PCR. Con esta técnica conoceremos la cantidad de RNAm de PGI presente
en cada muestra celular, pudiendo comparar asi las muestras transfectadas con
las células control para comprobar si hemos conseguido reducir la cantidad de
RNAm como pretendiamos. Estas concentraciones se referencian con un gen
control o housekeeping, en este caso el gen de la enzima gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (GAPDH). Este gen estd presente en todas las células y a partir
de él son normalizados los resultados obtenidos del gen a medir. Como marcador
de fluorescencia en la QRT-PCR utilizaremos SYBR.

REsuLTADOS

Resultados de la determinacion de L(+)-Lactato normalizado por proteinas

Los valores de L(+)- Lactato obtenidos en las medidas se muestran enla Tabla 1. En
la primera columna se presentan las absorbancias, en la segunda tras haber restado
la media de los blancos para eliminar las absorciones de las impurezas. Después se
han calculado las concentraciones producidas de lactato por pL y mg en 24 horas.
Tras hallar la media y la desviacion estindar y normalizar todos los datos entre
la concentracién de proteinas obtenida 0,678 mg/pocillo. Hemos obtenido unos
resultados sin diferencias estadisticamente significativa entre muestras control y
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muestras transfectadas, por tanto no ttiles para la comprobacidn del silenciamiento
mediante el pldsmido sh-RNA.

Abs. | Abs-B | Lac (mol/ml) /24h (mol/mg) /24h Media Desleacwn
estindar
Controles 2,39 1,71 2,750 4,06
249 | 1,81 2,914 4,30
251 | 1,83 2,943 4,34 443 0,10
258 | 1,9 3,052 4,50
2,67 1,99 3,203 4,73
2,63 1,95 3,133 4,62
sh-RNA 2,79 2,11 3,390 5,00
276 | 2,08 3,340 4,93
256 | 1,88 3,020 4,46 4,68 0,16
251 | 1,83 2,946 435
Blancos 0,687 0,672
Media 0,6795

TasLa 1: Resultados de la medida de la concentracién de lactato en los que se recogen
las medias y la desviacién estindar de cada conjunto de datos.

Que no haya diferencias estadisticamente significativas en la produccion de
lactato entre células transfectadas y sin transfectar no significa necesariamente
que el silenciamiento haya ido mal, puede ser debido a rutas alternativas de utili-
zacion de la glucosa o a rutas paralelas que permiten incorporarse a la glucosa a
la glucolisis sin ser transformada por la PGI.

Para comprobar la eficacia de la transfeccidn analizaremos otras pruebas como

la QRT-PCR realizada.
Resultados de la gqRT-PCR
Los resultados de la qRT-PCR se analizan mediante la siguiente férmula:

R =2-DDCT
Donde:

— R= Expresidn relativa del gen silenciado respecto del control
- CT =ciclo
— DDCT =DCT del gen muestra (gen silenciado) - DCT del gen calibrador

(gen no silenciado)
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— DCT del gen muestra = CT del gen muestra (PGI en muestras silencia-
das) — CT del housekeeping (GAPDH en muestras silenciadas)

— DCT del gen calibrador = CT gen calibrador (PGI en muestras no silen-
ciadas) — CT housekeeping (GAPDH en muestras no silenciadas)

Si tomamos como 100% la concentracién de RNA mensajero en las células
control y comparamos con los resultados de las células transfectadas obtenemos que
la cantidad de RNA mensajero de PGIm ha disminuido un 52,5% en las muestras
de células transfectadas. Los resultados estin recogidos en la grifica de barras junto
con su error estindar de la media. Con esta disminucién de la concentracién de
RNA mensajero podemos concluir, por tanto, que la transfeccion ha sido correcta
y el plasmido obtenido logra reducir la expresion de la PGIL.

120,00

100,00

80,00

60,00

®Seriel

40,00

20,00

Control sh-RNA (PGI)

Ficura 2: Resultados de la qRT-PCR. Se muestra una reduccién del 52,5% de la
concentracién de RNAm de PGIm respecto del control. Los valores de CTs de los genes
estudiados se han normalizado entre un gen control interno, el gen de la GAPDH.
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CONCLUSIONES

Se ha creado una herramienta de silenciamiento genémico que se puede utilizar
para el estudio de vias metabdlicas de la glucosa. En los resultados obtenidos al
probar nuestro pldsmido, se ha observado que, pese a que conseguimos reducir la
expresion de la enzima, los resultados de lactato, y por tanto el rendimiento
de la glucolisis, no presentan variaciones estadisticamente significativas. Estos
resultados confirman y siguen en la linea con los obtenidos en recientes articu-
los publicados por los grupos de trabajo del laboratorio, en los que se muestra
una desviacién de la glucosa a la via de las pentosas fosfato en detrimento de la
glucolisis. Se abren asi nuevas vias de estudio de la correlacidn entre la glucolisis y
otras rutas metabdlicas para las cuales se podra utilizar el silenciamiento de genes
a partir del plismido creado en nuestro trabajo.
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