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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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Manipulating the Mouse Embryo to Edit the Genome: Introduction
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RESUMEN: Los avances en el campo de la biologia molecular y la
tecnologia del DNA recombinante, asi como los conocimientos necesa-
rios para modificar el genoma (edicién génica) han permitido el desarrollo
de organismos animales modificados genéticamente (OMGs), los cuales
juegan un papel fundamental en la investigacion biomédica. Una de las
innumerables dreas de investigacion donde se utilizan es en el estudio de
las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs), enfermedades produ-
cidas por particulas proteicas pequeiias derivadas del proplo 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 manipulacién de embriones de ratén con el objeto de lograr
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un nuevo organismo transgénico que se utilizard en el estudio de las EETs.
En este caso el nuevo OMG incorporard 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 gene-
rado 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 mds susceptibles a la infeccidn.

Palabras clave: prion; raton; transgénesis; encefalopatias espongiformes
transmisibles.

ABSTRACT: The progresses in molecular biology and recombinant
DNA technology as well as the knowledge to edit the genome have allowed
the development of genetically 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 conformational 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 harvesting 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 (PrP°) 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.

INTRODUCCION

En la prictica farmacéutica, para comprobar las caracteristicas farmacocinéti-

cas y farmacodindmicas de un medicamento, los ensayos celulares «in vitro» son
muy valiosos, pero informan de forma limitada y en un contexto aislado. Por
este motivo, se hace necesario realizar los ensayos en el contexto de organismos
completos, conocidos como «sistemas modelo».
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El desarrollo de la tecnologia del DNA recombinante y de la transgénesis
animal han posibilitado la generacién de modelos modificados genéticamente
(OMGs) que hoy son esenciales en la investigacion biomédica.

Uno de los innumerables campos donde se utilizan es en el estudio de las
encefalopatias espongiformes transmisibles (EET), enfermedades neurodegene-
rativas tanto de animales como de humanos. Algunas de estas son el scrapie, la
encefalopatia espongiforme bovina, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ)
o el insomnio familiar fatal. Estas EETs son producidas por priones, particulas
proteicas pequeiias e infecciosas derivadas del propio huésped (PrP*) que sufren
un cambio conformacional transformandose en proteinas infectivas (PrPs).

En este campo, los OMGs «humanizados», es decir, que contienen genes
humanos (PrP humana), juegan un papel crucial, ya que en ellos podemos comprobar
qué priones podrian infectarnos, qué versiones polimoérficas de la PrP humana son
mds susceptibles de infeccion y también qué terapias serian efectivas. El modelo
mids utilizado es el ratén y su manipulacién y modificacion genética para incor-
porar en el mismo las secuencias de la PrP¢ humana es el objetivo de este trabajo.

En este sentido, la transgénesis aditiva es la técnica mds utilizada y consiste en
introducir el gen fordneo (transgén) mediante microinyeccién en embriones
en fase de una célula. Esto nos permite integrar DNA exdgeno en el genoma de
manera estable, asegurando asi que esa nueva secuencia pueda ser heredada por
la descendencia.

MATERIAL Y METODOS

Cuantificacion y preparacion del DNA exogeno que se integrard en el genoma
del raton

Para comprobar la pureza del DNA recombinante utilizamos el espectrofoté-
metro Nanodrop® y comprobamos el tamafio molecular realizando electroforesis
en gel de agarosa 0,8%. Como muestra de referencia utilizamos un marcador
de tamafios moleculares y concentraciones conocidas (High DNA mass ladder-
Invitrogen).

Manejo reproductivo de ratones para la obtencion de embriones

e La superovulacién

Esta técnica nos permite obtener por hembra de 3 a 5 veces mds 6vulos de los
que se obtienen de forma natural, minimizando el niimero de animales utilizados
por experimento.
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El método consiste en la inyeccion intraperitoneal de dos hormonas gonado-
tropinas que aumentan el nimero de foliculos estimulados y por tanto el niimero
de 6vulos susceptibles de ser fecundados (PMSG, accién foliculo estimulante y
HCG, accion luteinizante). Estas deben administrarse con dos dias de diferencia 'y
entre las 13-15 horas. La edad ideal de las hembras para realizar la superovulacién
es de 3-4 semanas.

Se administran 5 U.I. de cada una de las hormonas por hembra, disueltas en
100 pl de suero fisioldgico via intraperitoneal. Una vez administrada la segunda
hormona, cruzaremos a la hembra con un macho reproductor.

El proceso se realiza en la zona libre de patégenos (SPF) del animalario OMG
de la Universidad de Salamanca, para lo cual se necesita vestir indumentaria estéril.

La administracién de estas hormonas despertard el celo en la hembra y provo-
card el interés del macho por la cépula. Si esta se produce, podremos visualizar a
la mafiana siguiente el tapdn vaginal, formado por proteinas coaguladas prove-
nientes de los fluidos seminales del macho. Las hembras que lo presentan serin
las donadoras de los embriones a manipular genéticamente.

El sacrificio del raton, obtencion de oviductos y embriones

Las hembras con tapén vaginal serdn sacrificadas mediante dislocacién cervical
entre las 11-12 de la mafana.

A continuacién, aislamos el oviducto, seccion comprendida entre el cuerno
uterino y el ovario, y localizamos el dmpula, lugar donde se encuentran los
embriones en fase 0.5 de gestacién.

Desgarramos el dmpula con ayuda de unas pinzas y liberamos los embriones
sobre el medio M2. Una vez extraidos todos los embriones, afiadimos 500 pl
hialuronidasa (1 mg/ml) y la dejamos actuar a temperatura ambiente 5 minutos.
Esta enzima libera los embriones de las células foliculares que los rodean formando
el cimulo. En ese momento los embriones fecundados poseen dos pronicleos.

Posteriormente, recogemos los embriones con una pipeta de cristal y se lavan
sucesivamente con medio M2 y posteriormente con medio de cultivo embrionario
KSOM. A continuacidn, se recogen de nuevo los embriones y se reparten en grupos
de 25 en microgotas (50 pl) de medio KSOM (Nagy et al.) recubiertas de aceite
mineral. Permaneceran en estas durante 2-3 horas, momento en el cual los dos
pronucleos alcanzan su mayor tamafio y pueden ser inyectados con el DNA exdgeno.

La microinyeccion de DNA en embriones en fase de una célula

Aproximadamente sobre las 15:00 horas comienza el proceso de microinyeccion
de DNA en los embriones de ratén. Este consiste en tomarlos de una microgota
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de KSOM vy lavarlos en medio M2 para a continuacién depositarlos sobre un
porta excavado con medio M2 cubierto con aceite mineral.

El DNA purificado y disuelto en Tris-EDTA 0,25 mM (5 ng/pl) se introduce
en las agujas de inyeccidn, las cuales se generan utilizando un estirador de capilares
de cristal borosilicato.

La aguja cargada con DNA la colocaremos en el brazo derecho de la estacién
de microinyeccidn, el cual estd conectado a un sistema de aire a presidn.

Con el brazo izquierdo de la estacién de microinyeccion, el cual contiene la
pipeta de sujecién, inmovilizamos el embrién y con el derecho inyectaremos el
DNA en uno de los pronticleos.

Una vez inyectados todos los embriones los depositamos sobre las microgo-
tas de KSOM de donde partian. Permanecerin en estas en el incubador hasta el
dia siguiente, momento en el cual estardn ya en fase de dos células y podrin ser
transferidos a las hembras pseudo-gestantes.

La generacion de hembras psendo-gestantes

Las hembras pseudo-gestantes presentan un estado fisiolégico denominado
pseudo-prefiez, en el que su organismo estd preparado fisica y hormonalmente
para la implantacion de sus 6vulos fecundados incluso en ausencia de los mismos.
En ratones, para inducir este estado se necesita el estimulo de la cépula. Para lograr
estas pseudo-gestantes y que los embriones que se implanten en ellas sean exclu-
sivamente los manipulados en el laboratorio, cruzamos las mismas con machos
vasectomizados, a los que hemos cauterizado su conducto deferente.

Utilizamos las hembras de la cepa CD1 (Swiss), de entre 6 y 9 semanas de edad
en estado pro-estro. Seleccionaremos aquellas que presenten una apertura vaginal
mds amplia, tejidos de color rosa-rojizo y numerosos pliegues longitudinales en
los labios dorsal y ventral.

Al dia siguiente, las hembras que presenten tap6n vaginal, pseudo-prefadas,
serdn las elegidas para aceptar la transferencia de los embriones microinyectados
y se convertirdn en «vientres de alquiler» para los mismos.

La transferencia embrionaria, gestacion y el parto

Los embriones microinyectados con el DNA exdgeno y ya en fase de dos
células son recogidos en una pipeta de cristal con medio M2 en grupos de 20-25
y se introducen en el interior del oviducto a través del infundibulo. Prestaremos
mucha atencidn al desarrollo del embarazo, el parto y el posterior amamantamiento.
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Destete, sexado, corte de colitas y obtencion del DNA genémico

A los 20 dias post-parto procedemos al destete y sexado de las crias, momento
en el cual se realiza el corte de colitas (1-2 mm) y su procesamiento para extraer
el DNA gendmico y determinar cudles son los ratones que contienen el transgén.

El sexado lo realizamos por simple observacién de la distancia existente entre
la papila genital y la apertura anal, la cual en machos es de hasta casi el doble que
en hembras.

Cada cola se coloca en un eppendorff con 450 pl buffer de lisis celular y 50 pl
proteinasa K (10 mg/ml) y se incuba toda la noche a 55°C.

Al dia siguiente, realizamos una extraccién fenol/cloroformo/IAA de icidos
nucleicos tipica, precipitando los mismos con etanol y resuspendiéndolos en
50-70 pl agua ultrapura. Finalmente medimos la concentracién en el NanoDrop®

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

La deteccién de los ratones transgénicos la realizamos utilizando la técnica
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para la misma utilizamos oligonu-
cleétidos que hibridan con una zona especifica del transgén (PrP humana) y que
difiere de la endégena de raton. Los oligos utilizados fueron:

Oligo forward (F): 5>~ ATGGCGAACCTTGGCTACTGG-3’

Oligo backward (B): 5-GATTATGGGTACCCCCTCCTT-3’

La mezcla de reaccién utilizada en la PCR para cada DNA consta de 1 pl Oligo
F (50 ng/pl), 1 pl Oligo B (50 ng/pl), 1 pl DNTps (10 mM), 5 pl Buffer (VWR

10xExtraBuffer MgCl, 15 mM) 0,2 pl enzima polimerasa (VWR Taq Polymerase
500 units), 1-2 pl DNA 100-200 ng/pl y hasta 50 pl agua ultrapura.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

— 1 ciclo de 95°C 120s
— 35 ciclos de

95°C 20s
60°C 45s
72°C 30s

— 1 ciclo de 72°C 300s

A continuacién chequeamos cada muestra mediante electroforesis en gel
agarosa 1%.
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REesurrapos

DNA recombinante utilizado

Se comprobé la pureza del DNA recombinante en el Nanodrop®. La curva
de absorbancia mostré un DNA puro libre de contaminantes celulares y una
concentracion de 0,027 pg.

Para visualizar la integridad del DNA y su tamafio molecular se realizaron

distintas diluciones del mismo y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
(higura 1).

Ficura 1: Electroforesis en gel de agarosa de las distintas diluciones de
DNA recombinante. Primer pocillo: marcador de peso molecular.

Se utiliz6 una dilucidn 1+5 para llevar a cabo las sesiones de microinyeccién
de embriones.
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Sesiones de microinyeccion de DNA realizadas vy resultados de PCR

TasLa 1: Sesiones de microinyeccién y resultados de PCR.

ToraL PORCENTAJE
SESIONES REALIZADAS 4 _
EMBRIONES PINCHADOS 194 -
a 80,93%
EMBRIONES EN DOS CELULAS 157 , .
(dos células vs pinchados)
TRANSFERENCIAS EMBRIONARIAS 7 -
39,25%
ANIMALES NACIDOS 25 1 .
(transferidos vs nacidos)
16%
ANIMALES POSITIVOS 4

(positivos vs nacidos)

L L L L L I

T137 14 SR T S R O S S S B B R

<

- -

Ficura 2: Resultados de PCR del DNA de los 25 animales nacidos
frente a control positivo, negativo y muestra del gen.
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Repetimos la PCR para confirmar los resultados obtenidos utilizando las
mismas condiciones.

Se confirmé que los DNAs n° 4, 7, 12, 22 presentan el amplicon para la
proteina priénica humana PrP, por lo tanto tenemos 4 nuevos ratones fundadores
transgénicos para la PrP humana.

DiscusiON Y APLICABILIDAD DE LOS MODELOS CREADOS

La causa de las EET es una concentracién elevada de PrP, que aparece en
una conformacidn anormal, insoluble y resistente a la digestion por proteasas,
por lo que se acumula en el cerebro y provoca las lesiones caracteristicas de estas
enfermedades.

La sintomatologia clinica asociada a estas enfermedades incluye descoordi-
nacion en los movimientos, ceguera, debilidad progresiva, alteraciones mentales
y demencia, siendo su prondstico infausto.

El origen de las EETs puede ser diverso:

1) Esporddico: adquisicién de una mutacién que produzca la enfermedad
pridnica esporadica.

2) Hereditario: adquisicién via germinal de mutaciones en el gen de la PrP
que le confieren ese caricter infectivo.

3) Adquirido: ingesta de especies infectadas con la enfermedad. Es el mds
dificil de afrontar ya que no hay muchos métodos para testar qué especies
infectadas podrian afectarnos.

Nosotros hemos generado un ratén que expresa la PrP humana y que serd
utilizado para conocer qué priones de otras especies podrian afectarnos. Por otro
lado, podria ser utilizado también para llevar a cabo infecciones por priones que nos
afectan y testar en ellos nuevos firmacos para tratar esta enfermedad. Los posibles
tratamientos podrian ir dirigidos a la supresion de la accion de la isoforma anormal
PrPs, mediante firmacos que se unieran a las regiones de la PrP¢ estabilizando la
conformacién alfa de la proteina y evitando la unién de las isoformas anormales
PrPs¢ que la transformarfan en liminas f. También firmacos que pudieran inhibir
la expresion del gen susceptible a la enfermedad.

CONCLUSIONES

Gracias a las habilidades adquiridas en este trabajo se ha conseguido llegar a
la generacion de un modelo de ratén transgénico mediante transgénesis aditiva.
Este nuevo OMG expresa el gen humano de la proteina pridnica PrP¢y en él se
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podré ensayar la capacidad infectiva de distintos priones asi como testar distintos
firmacos para revertir el fenotipo patoldgico.
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