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INTRODUCCION

En nuestra época reciente, la ingesta de agua de mar (AM) en humanos vy el
suministro a animales se viene realizando desde hace unos 100 afos, a partir de
los trabajos del fisidlogo francés Rene Quinton y colaboradores sobre las
propiedades nutricionales y terapéuticas, lo que a su vez dio paso a la creacion de
los dispensarios marinos en Francia, Inglaterra, Egipto y a la cultura reciente de su
consumo como nutriente en otros paises europeos. Después de filtrarla (como
método de esterilizacion en frio) y diluirla a concentracion isoténica, en estos
dispensarios se realizaron cientos de miles de aplicaciones por via subcutanea,
en especial entre la poblacion infantil, para el control de la desnutricion y toda
clase de enfermedades infecciosas, gastrointestinales respiratorias y de la piel
(1,2,3,4), etc. Se debe recordar que en esta época no existian los antibidticos y se
utilizé el AM como nutriente celular al fortalecer el medio interno o liquidos
extracelulares. Quinton realizdé aportes significativos sobre la similitud de este
medio, en particular del plasma sanguineo, de diferentes especies animales con el
AM, respecto al contenido relativo de minerales y elementos traza (alrededor de
unos 15 que se conocian en ese entonces, varios de los cuales él detectd por
primera vez). Ademas reconocié el AM como un medio organico al que denominé
plasma marino, en consonancia con la ya conocida hipétesis del origen de la vida

en el mar y la propuesta de medio interno de Claud Bernard.

Algunos textos de fisiologia como el de Giese (5) presentan tablas comparativas
de la composicion ionica de la sangre o los liquidos corporales de diversos
animales y el agua de mar y se resalta lo siguiente: “Aunque ni la concentracion
relativa de sales, ni la absoluta, sean exactamente iguales en la sangre y el agua
de mar, encontramos una relacién fundamental entre el agua de mar y la sangre
de los animales por la notable semejanza de las concentraciones relativas de los
iones en cada uno. Los estudios paleontologicos muestran que la vida proviene
del mar; en la fase de la evolucién en que los animales desarrollaron por primera

vez un medio interno, la sangre puede haber sido semejante al medio en el cual



habia nacido la vida. Al parecer casi todo el mundo estd de acuerdo con este
concepto general (Prosser y Brown, 1961)". En el liboro de Conocimientos
Actuales Sobre Nutricion de la OPS (6) se puede leer: “Se calcula que la vida
comenzo hace unos 2.000 millones de afios en los mares precambricos y que,
finalmente, emergioé de los mares ordovicienses tempranos hace 360 millones de
anos. En cierto sentido, al abandonar el mar, los seres vivos debieron haber
retenido su “propio mar” en la forma de liquidos corporales extracelulares e
intracelulares (Smith HV, 1953; Pitts RF, 1974)".

Quinton, después de un arduo y extenso trabajo de medicion de osmolaridad y
temperatura en diferentes especies animales, logré aportes importantes a la teoria
de la evolucion, basado en la emergencia de especies mas avanzadas, que se
resistian a los cambios de enfriamiento del planeta a partir de los 44 °C del origen
de la primera célula y el aumento de la salinidad en el mar. Su trabajo, sustentado
en el Instituto de Francia y sus cinco academias le merecio el reconocimiento de
sabio y se le mencioné como el Darwin francés. Lamentablemente su trabajo
entr6 poco a poco en el olvido por el significativo avance y desarrollo de los
antibioticos.  Sin embargo, la cultura del consumo del AM nunca desapareci6
totalmente y aun hoy existen algunos laboratorios que la filtran y la envasan para
su comercializacién en Europa y Japén (7). El diccionario Vidal francés de 1978
describe los usos y propiedades del AM como elemento nutricional y terapéutico

(anexo 1).

Investigaciones recientes en el Japén han mostrado el mejoramiento de dermatitis,
eczema Yy balance mineral en pacientes que bebieron 500 ml diarios de agua de
mar durante un afio, comparando con un grupo control que tomo igual cantidad de
agua destilada (8). El grupo experimental presentd al final del estudio, una
disminucioén significativa en el pelo del contenido de aluminio, mercurio y plomo,
metales pesados que pueden causar toxicidad. El mismo grupo de investigadores
ha reportado efecto significativamente favorable en pacientes con rinitis alérgica

(9) y en la presioén arterial (10), tomando agua de mar comercial obtenida de gran



profundidad y pasada por filtro de 0.22 um, que retiene la mayoria de los
microorganismos. Estos investigadores atribuyen esta respuesta favorable de los
pacientes al agua de mar, al contenido de elementos traza. Ademas, ya es bien
conocido el uso tépico del agua de mar para tratar problemas de la piel y en
lavados nasales (11,12,13). También se han empezado a estudiar los principios
activos como antibioticos, antiinflamatorios, antitumorales, etc., sintetizados por las
bacterias marinas, ademas de las propiedades nutricionales del plancton, en el
cual se le han detectado 23 elementos traza (14,15). Hay un renovado interés de
la comunidad cientifica por el estudio del agua de mar, como se observa en un

informe de la revista Mundo Cientifico (16).

El AM es quimicamente muy compleja, con un total de unos 85 elementos
descritos hasta el afio 1974 (17), con alta diversidad de sales disueltas, gases,
sustancias organicas y microorganismos. Los elementos contenidos se clasifican
en: principales, los més abundantes (sodio, cloro, magnesio, calcio, sulfato,
potasio, bicarbonato, bromuro, estroncio, boro y fluoruros); los nutrientes (carbono,
oxigeno, nitrégeno y fésforo), presentes en forma de macromoléculas bioldgicas,
vitaminas y los oligoelementos, que estan en muy baja concentracion (cobre, cinc,
cobalto, hierro, molibdeno, etc). De todos los elementos, solo algunos de los
ultimos presentan variacion en la proporcion en que se encuentran en el AM,
segun el ecosistema considerado. Entre los gases disueltos en el AM tenemos: el
oxigeno, el nitrdgeno y el anhidrido carbdnico; el argdn y los otros gases nobles
estan en menor cantidad. El oxigeno es consumido por los organismos marinos;
pero también es producido en el proceso de la fotosintesis, que ocurre en las
capas superficiales del océano, por la accion del fitoplancton. EI anhidrido
carbonico se relaciona con la alcalinidad del AM y la regulacion del pH, ademas se
fija en la fotosintesis y se disuelve facilmente a partir de la atmésfera, lo que
contribuye a equilibrar el contenido de CO, atmosférico. (18) Con relacion a los
microoganismos el AM contiene alrededor de un millén de bacterias por mm?,
unos 10 millones de virus y el plancton, lo que ha llevado al reconocimiento del

mar como un medio vivo. Esta abundancia de vida marina se presenta



especialmente en las zonas costeras, debido al contenido de nutrientes. La base
de la cadena alimenticia es el plancton fotosintético, que fija el CO, y la energia
solar para la formacién de materia organica. Este plancton estd compuesto de
algas microscopicas y cianobacterias (16). En sus ciclos vitales, estos
microorganismos aportan al AM, una serie de materiales inorganicos y organicos,

entre macromoléculas bioldgicas, vitaminas, toxinas, etc.

En Colombia se viene utilizando el AM como recurso terapéutico desde hace unos
18 afos en el Centro Integral de Talasoterapia en Covefias, especialmente como
bafos; sin embargo, el consumo oral como complemento nutricional se incrementé
de manera significativa desde hace uno cuatro afos, debido al trabajo de
fundaciones con sede en Barcelona (Prodimar y Aquamaris) (19), que han
difundido la obra de Rene Quinton, han creado dispensarios marinos en diversos
paises y han apoyado la investigacion cientifica sobre el AM. Diferentes grupos
humanos en el pais se han organizado para mantener un suministro gratuito de
agua con fines de consumo humano y animal. Hay varios informes médicos de
unos 55 casos (anexo 2), en los que se evalla de manera retrospectiva y actual
sobre los resultados de su uso en el tratamiento de enfermedades respiratorias,
hiperlipidemias, diabetes, Ulceras, gastritis, desnutricibn, etc. Segun estos
informes, hasta febrero de 2003 méas de 420 personas estaban utilizando el AM.
De los entrevistados, un 90% manifestaron haber obtenido beneficio de ésta
practica y el 10% restante no lo obtuvieron, pero tampoco hubo empeoramiento de
los sintomas. Alrededor de un 5% de los usuarios refirieron efectos secundarios
como dolor epigastrico urente y deposiciones liquidas al inicio de su consumo que
significé un alivio en el funcionamiento del colon. Cerca de un 5% de los usuarios
desertaron de la practica aduciendo intolerancia al sabor del agua de mar. En las
siguientes fotografias se muestra una Ulcera de dos afios de evolucién, de una

mujer diabética, antes y luego de tres meses de lavados con AM (anexo 2).



Sobre estos informes, debemos considerar que no obedecen a protocolos
suficientemente rigurosos y cientificos, pero tampoco se deben ignorar, en
especial como elementos de partida para el disefio de preguntas de investigacion,

inicialmente descriptiva.

Aunque se tienen los registros historicos de la ingesta de AM y su uso actual en
forma comercial hiperténica o isoténica (filtrada o refinada), lo que es reconocido
oficialmente en Europa y Japén, sin efectos adversos para le salud (Diccionario
Vidal francés); es muy importante para la comunidad académica y no académica
considerar los posibles riesgos del consumo en su forma natural, cuya
concentracion es aproximadamente tres veces mayor con respecto al plasma
sanguineo y por otra parte, los riesgos de polucién quimica y microbiolégica en el
AM, por los desechos domésticos y agroindustriales vertidos en las costas (20).



Los efectos de esta polucion organica dependen principalmente de la cantidad de
contaminantes introducidos, pero que son modificados por factores tales como la
configuracion del fondo, las mareas y las corrientes, que influyen sobre la difusion
de los contaminantes y en especial, por el catabolismo que realizan los

microorganismos marinos sobre este componente organico (21).

Con relacion al consumo oral de AM hipertdnica, ésta provocara en el organismo
respuestas fisioldgicas y bioquimicas como la sed y la ingestibn de agua, con
aumento del volumen sanguineo y del liquido extracelular (LEC). Este aumento de
los volumenes, junto con el mayor aporte de NaCl, KCI y otros electrolitos se
compensaran con una mayor excrecion renal de agua y electrolitos, incluso en
individuos con alteraciones importantes de la funcién renal (22). En segundo
lugar, suponiendo que los ajustes intrarrenales estén agotados por graves
alteraciones del rifibn, se pondra en marcha los ajustes sistémicos, con leve
aumento transitorio de la presion arterial (PA), disminucién de las hormonas
circulantes (renina, angiotensina Il, Aldosterona y péptido natriurético auricular) y
disminucion de la actividad nerviosa simpatica renal, todo lo cual aumentara la
tasa de filtracion glomerular (TFG) y la reduccion de la reabsorcién de Na* y otros
electrolitos. De ésta manera, si no hay trastornos hormonales graves se

restablecerd la presion arterial y los volimenes corporales (22).

Sobre el K*, la regulacion de la concentracién en el LEC es rigurosa porque las
funciones celulares son muy sensibles a los cambios en esta concentracién. Un
aumento del K™ plasmatico de solo 4 mEq/l puede provocar arritmias cardiacas y
mayores concentraciones pueden originar fibrilacion o paro cardiaco. Cerca del
98% del K se encuentra intracelularmente y solo un 2% en el LEC y en caso de
hiperpotasemia el ingreso a la célula constituye una primera linea de
amortiguacion. Hay factores hormonales (insulina, catecolaminas y aldosterona)
que estimulan la captacién de K* por parte de las células. En el rifion la excrecion
de K esta determinada por la TFG, las tasas de reabsorcion y secrecion en los

tabulos. Cuando existe un aporte elevado de K*, la excrecion adicional se



consigue casi por completo por aumento de la secrecion de éste en los tabulos
distales y colectores, que pueden incluso superar la cantidad que pasa al filtrado
glomerular, lo que indica la potencia del mecanismo secretor de K', que se
estimula en presencia de aldosterona. El rifidn junto con factores hormonales,
también dan cuenta de la regulacion de otros electrolitos como Ca*™, Mg™" y

fosfatos.

Con relacion a los escasos efectos secundarios por la ingesta de AM, registrados
en los informes médicos de los dispensarios, como el dolor urente en la boca del
estbmago y las heces liquidas (no diarrea), no conocemos antecedentes en la
poca literatura disponible y mas bien se resaltan las propiedades regeneradoras
de tejidos en todo tipo de Ulceras y gastritis, y como laxantes; segun el Diccionario
Vidal francés, los escritos del fisidlogo Rene Quinton y los informes médicos
recogidos en Colombia. Sin embargo, en articulos cientificos recientes se sefala
la posible relacién entre casos de infecciones gastrointestinales en bafistas de
playas turisticas y la exposicion a agua de mar contaminada con bacterias

terrestres (23).

Respecto al riesgo de generacion de radicales libres, se conoce que el AM es
fuertemente oxidante en presencia de suficiente oxigeno, pero puede ser
reductora con déficit de éste, como puede ocurrir cerca de las costas por el
consumo por parte de las bacterias (24). Ciertos iones, segun los estados de
oxidacion o las concentraciones en solucion pueden catalizar la produccion de
estas especies quimicas como ocurre con la reaccién de Fenton con el Fe™" y el
Cu®; o por el contrario, en algunos casos como el Se, en dosis altas pueden
ayudar en la prevencion y tratamiento de algunos céanceres (25,26,27).
Compuestos de Cr (VI) y Cr (V), pero no el Cr (lll), presentan una potente
actividad carcinogénica, como se ha podido observar entre trabajadores de
industria, en estudios epidemioldgicos. Al utilizar estos compuestos en cultivos de
linfocitos, decrecen la viabilidad celular y el pretratamiento de las células con

antioxidantes revierte parcialmente la muerte celular (28). Se conoce que en el



AM aireada el cromo esta principalmente como CrO,4~ (Cr*®), pero pasa a Cr*3, en

ambiente de poco oxigeno (24).

Dadas las propiedades del AM, por un lado beneficiosas por su contenido de
minerales, elementos traza biodisponibles y otra serie de sustancias
biol6gicamente activas (15); y por otro lado, los posibles riesgos para la salud,
debido a la hipertonicidad (hasta ahora desconocidos en las practicas milenarias y
actuales de su consumo en los dispensarios marinos); y la posible contaminacion
quimica por vertidos domeésticos y agroindustriales con accion genotoéxica, los
cambios en el estado de oxidacion de algunos minerales, generadores de
radicales libres; y la posibilidad de provocar procesos infecciosos o inflamatorios,
en especial del sistema gastrointestinal, es muy importante realizar evaluaciones

clinicas, fisioldgicas y bioquimicas en los consumidores de AM.

Con este proyecto se busca obtener informacion cientifica que permita despejar
dudas sobre la bioseguridad del consumo de AM sin procesar y posteriormente
continuar con investigaciones de intervencion en humanos, las que finalmente
podran estimular el uso masivo de este recurso natural, nutritivo y terapéutico; que
ademas, es de facil acceso para la poblacibn. Lo anterior puede tener
repercusiones en la salud general de la poblaciéon colombiana y otros grupos
humanos y de animales, como se ha podido observar en la historia antigua y
actual de los dispensarios marinos, en los que ha sido posible disponer el AM de

forma gratuita para grupos muy pobres de la poblacion.

El agua que se esta consumiendo, principalmente por via oral, se obtiene de sitios
alejados de las playas a unos 5 km., en algunos lugares se extrae de profundidad
entre 10 y 20 m., y en playas mas limpias se esta obteniendo de la orilla. No
obstante, la gran capacidad equilibradora y depuradora del mar (21), con estas
medidas se busca evitar los riesgos de contaminacion de las playas turisticas y
aguas dulces contaminadas (23) y con el fin de tener mayor bioseguridad en estas

practicas, se realizan los analisis microbiol6gicos del agua de mar que se
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transporta en recipientes plasticos. A pesar del uso del agua de mar para
consumo oral en humanos y animales, con fines nutricionales y terapéuticos y de
algunas publicaciones recientes sobre el tema, no conocemos investigaciones

sobre la posible toxicidad, debido a esta practica.

Respecto a los riesgos de toxicidad quimica del AM, hemos iniciado un primer
estudio in vitro, realizados en los laboratorios de investigacién en Bioquimica del
departamento de Fisiologia y Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Antioquia y el de Biotecnologia Animal de la Universidad Nacional,
sede Medellin (presentados en el Segundo Coloquio Internacional y Tercero
Nacional de Investigacion en Alimentacion y Nutricion. Medellin, Colombia. Agosto
11-13 de 2004 y en el 1l Congreso Internacional de agua de mar. Fuerteventura,
Espafa, diciembre de 2004); hemos encontrado en un ensayo de actividad
antioxidante total (Figura 1) que el AM, obtenida en Covefias a unos 5 Km. de la
playa y 10 m. de profundidad, comparada con un patrén comercial analogo de la
vitamina E (trolox) y con suero sanguineo, no presentd actividad prooxidante
generadora de radicales libres (en este caso la sal ABTS™) (29). También
realizamos estudios de citotoxicidad y genotoxicidad con leucocitos humanos
incubados por una hora en esta AM de Covefas, a diferentes diluciones, en los
cuales mostramos que la viabilidad celular se mantuvo cercana al 95%, similar a la
obtenida en buffer PBS isotdnico. Tampoco observamos genotoxicidad evaluada
por el ensayo cometa (single cell gel electrophoresis) (Figura 2), una técnica de
electroforesis de DNA muy sensible y utilizada (incluso en Medellin) en estudios
de biomonitoreo y en evaluacion genotoxica de productos naturales, sustancias
contaminantes, farmacos etc.(30,31,32), la cual permite detectar dafios por ruptura
de cadenas sencillas en el DNA y reparacion en cualquier poblacion de células
eucariotas; de tal manera que a mayor dafio, mayor fragmentacion del DNA, que
se observa en la cola del cometa. En este estudio evaluamos 50 células por cada
concentracion de AM y sus correspondientes controles negativos (en PBS) y
positivos (con H,0,). A partir de los ensayos anteriores podemos concluir que al

menos en los estudios in vitro realizados no hubo efectos téxicos o de dafo en las
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membranas celulares, ni en el DNA de células expuestas a esta AM. Sin embargo,

es muy importante iniciar los estudios en personas que toman AM y realizar mas

trabajos con animales de experimentacion.

Figura 1. Actividad antioxidante total del agua de mar, medida como disminucion de

absorbancia por reduccion del radical ABTS
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Figura 2. DNA deleucocitos humanos incubados por una hora
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado el uso creciente en humanos y animales del agua de mar como
complemento nutricional y terapéutico, tema que ha sido objeto de algunas
publicaciones cientificas recientes e informes médicos, en los que se muestra su
utiidad en diversos problemas de salud, sin efectos adversos importantes
reportados; y por otra parte, los riesgos de contaminacion quimicas y
microbiolégica del AM, es fundamental estudiar en consumidores de AM sin tratar,
los posibles dafios citotoxicos, genotoxicos, gastrico, hepatico, renal, hematolédgico
y presion arterial (PA); de los cuales no conocemos hasta ahora que se hayan
presentado o publicado. Nuestras investigaciones preliminares in vitro al incubar
linfocitos y eritrocitos humanos en muestras de agua de mar de Covefas, por una
y dos horas respectivamente, indican la ausencia de citotoxicidad y genotoxicidad.
Evaluar in vivo la posible toxicidad del AM significara un avance importante en el
conocimiento de la bioseguridad de la terapia marina, para dar paso a estudios de

intervencion.

LA PREGUNTA

¢ Se presentara citotoxicidad y genotoxicidad en linfocitos y alteraciones de
indicadores de dafio gastrico, intestinal, hepatico, renal, hematol6gico y PA en 30
personas adultas con gastritis, que motu propio estén dispuestas a consumir por
via oral, mas de 700 ml semanales de agua de mar sin tratar y durante al menos

cuatro meses continuos, comparado con ellos mismos al inicio del estudio?

LA HIPOTESIS

Dada la analogia electrolitica relativa del agua de mar con el plasma sanguineo y
los antecedentes histéricos de su uso terapéutico y nutricional, incluyendo la
practica reciente y nuestros resultados preliminares de ausencia de toxicidad para

la membrana y el DNA celular; y por otra parte, la capacidad depuradora de los
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microorganismos marinos frente a contaminacién quimica y microbioldgica
terrestre, no se presentan diferencias estadisticamente significativas en la
citotoxicidad y genotoxicidad de los linfocitos, ni en indicadores de dafio gastrico,
intestinal, hepatico, renal, hematolégico y PA, en un grupo de 30 personas con
gastritis, que motu propio consuman por via oral, mas de 700 ml. semanales de
agua de mar sin tratar, durante al menos cuatro meses continuos; comparado con

ellos mismos al inicio del estudio.

OBJETIVO

General

Evaluar la posible citotoxicidad y genotoxicidad en linfocitos y medir indicadores de
alteracion gastrica, intestinal, hepatica, renal, hematoldgica y PA en 30 personas
con gastritis, que motu propio estén dispuestas a consumir por via oral, mas de
700 ml. semanales de agua de mar sin tratar, durante al menos cuatro meses

continuos; comparados con ellos mismos al inicio del estudio.

Especificos

1. Evaluar la posible citotoxicidad y genotoxicidad en linfocitos de 30 personas
adultas con gastritis, que motu propio estén dispuestas a consumir por via oral,
mas de 700 ml semanales de agua de mar sin tratar, durante al menos cuatro
meses continuos; comparado con ellos mismos al inicio del estudio.

2. Evaluar el estado de las mucosas de faringe, eséfago, estbmago y duodeno
mediante endoscopia digestiva, y realizar mediante biopsia gastrica e intestinal
la deteccion de Helicobacter Pylori y el estudio anatomopatol6gico, en este
grupo de consumidores de agua de mar, comparado con ellos mismos al inicio
del estudio.

3. Determinar en sangre de este grupo de consumidores de agua de mar, las
cifras de glucosa, hemoglobina, hemograma, tiempo de protrombina, enzimas
transaminasas (ALT y AST), creatinina y BUN, como indicadores de funcién
hematoldgica, hepatica y renal y comparar con las de ellos mismos al inicio del

estudio.
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4. Medir las concentraciones de los iones sodio, litio, potasio, calcio, magnesio y
cloro, en sangre de este grupo de consumidores de agua de mar y comparar
con las de ellos mismos al inicio del estudio.

5. Medir la presion arterial sistélica y diastélica en este grupo de consumidores de
agua de mar y comparar con la de ellos mismos al inicio del estudio.

6. Evaluar el estado general de salud en este grupo de consumidores de agua de

mar y compararlo con el de ellos mismos al inicio del estudio.

METODOLOGIA

Poblacion. Se realizara un estudio cuasi-experimental (antes-después), en 30
individuos adultos de ambos sexos, con gastritis y medicados o no, que motu
propio estén dispuestas a consumir por via oral, mas de 700 ml. semanales de
agua de mar sin tratar, durante al menos cuatro meses continuos. Los voluntarios
seran residentes de Antioquia (Medellin, Rionegro, La Ceja, El Santuario etc.) y de
la ciudad de Cartagena (Bolivar), lugares donde se realiza esta practica de

manera regular.

Se explicara ampliamente a las personas que voluntariamente quieran participar
en el estudio sobre las condiciones y objetivos del estudio y se obtendra el
consentimiento escrito (anexo 3). Una vez finalizados las evaluaciones
bioquimicas Yy fisiolégicas, se entregara por escrito a cada participante sobre sus
propios resultados y recomendaciones; y al terminar la investigacion se les
informara sobre las conclusiones. EI proyecto se sometera a evaluacion técnica y
ética por parte del Centro de Investigaciones Médicas de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Antioquia (UdeA). Ademas se firmara, por parte de los
investigadores, las actas de iniciacién y finalizacion de la investigacion y se
incluyen las cartas de apoyo de la Universidad Nacional-sede Medellin y las

fundaciones Aquamaris de Barcelona (Espafia) y Proboquilla (Cartagena).
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De cada voluntario se elaborara una historia clinica y un examen médico general
para definir antecedentes personales y familiares de problemas de salud y el
estado actual, esto se realizard en los consultorios de los médicos investigadores
del estudio o en los lugares acondicionados para ello, en las ciudades diferentes a
Medellin. La informacién se registrara antes y al final del estudio, en un formato

en el que se incluye el dato de consumo de agua de mar (anexo 4).

Endoscopia digestiva superior. Procedimiento médico especializado que permite
la toma de de biopsia y la visualizacion del eséfago, estbmago y duodeno. Se
realizara en condiciones de ayuno de seis horas, al inicio del estudio y 12 horas
después de la ultima ingesta de AM, al finalizar el mismo; para lo cual se utilizara
mendicacion con xylocaina en aerosol al 2% sin epinefrina, para disminuir el reflejo
nauseoso, en pacientes muy ansiosos se utilizara midazolam intravenoso para
facilitar el procedimiento. Con el endoscopio se practicard una maniobra de
retroflexion para evaluar la zona cardial y subcardial. Este examen tiene una
duracién de 3-5 minutos, con una recuperacion adecuada del paciente en menos
de 30 minutos en caso de sedacion. Se tomara una biopsia para la prueba de
ureasa que permite detectar la helicobacter pylori y otras del antro o del cuerpo
gastrico y del duodeno, para analisis anatomopatolégico. Los procedimientos los
realizard una médica gastroenteréloga y endoscopista, con un equipo Olympus
Gift XQ10 en la IPS de la Universidad de Antioquia o en el Centro de salud de la
Boquilla en Cartagena de Indias, siguiendo estrictas normas de asepsia y
antisepsia, segun la Asociacion Norteamericana de Gastroenterologia. Anexo a la
sala de endoscopia existe una unidad de atencion prioritaria para recuperar al
paciente sedado o atender cualquier complicacidbn si se presentase. Todo
paciente debera firmar el consentimiento informado que se utiliza regularmente en
la IPS universitaria sobre los beneficios y riesgos del procedimiento endoscépico y
de la sedacion.

Para las evaluaciones en sangre venosa se tomard una muestra de 15 ml, de 7 a

8 de la mafiana en condiciones de ayuno de 12 horas y también 12 horas a partir
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de la ultima toma o inyeccion de AM. La muestra se depositard en un tubo de
ensayo con EDTA, se tomara una alicuota para la determinacion de hemograma,
el resto se separara por centrifugacion a 2000 r.p.m. y el plasma se repartird en
viales de un mililitro, para la determinacion de ionograma, glucosa, tiempo de
protrombina, enzimas transaminasas (ALT y AST), como indicadores de funcién
hepética; medicion de concentracion de creatinina y el BUN, como indicadores de

funcién renal.

Prueba de genotoxicidad. Para determinar el efecto genotoxico del agua de mar
en el DNA de linfocitos humanos se utilizara la técnica SCGE (single cell gel
electrophoresis) o ensayo cometa, segun el protocolo descrito por Singh N. et al
(30). Se suspenderdn en amortiguador PBS entre 5000 y 50000 linfocitos
humanos aislados de sangre total por el método de centrifugacion en un gradiente
de densidad de Ficoll. Se utilizardA como control positivo la incubacion de las
células con peroxido de hidrogeno (100uM). La viabilidad de las células se
determinara mediante la exclusién con azul tripano (0.2%). 10ul de la suspension
celular se mezclara con 75ul de agarosa de bajo punto de fusion (LMA), la mezcla
se colocara en un portaobjetos previamente recubierto con una capa de agarosa
de punto de fusién normal. La suspensién celular se cubrird con un cubreobjetos y
se mantendra a 4°C durante seis minutos. Luego se retirara el cubreobjetos y las
laminas se sumergiran en una solucion de lisis (NaCl 2.5M, Na,EDTA 100mM,
TRIS 10mm, triton X-100 1%, y DMSO 10%) a 4°C durante una hora, luego se
llevaran las laminas a una solucion de electroforesis alcalina para permitir
desenrollamiento del DNA y expresion de sitios labiles a alcalis (Na;EDTA 1 mM,
NaOH 300mm, pH 13) a 4°C y por 30 minutos. Luego se realizara la electroforesis
durante 30 minutos a 25 voltios y 300 mA. Al término de la electroforesis, las
laminas se lavaran con amortiguador neutralizante (tris 0.4M, pH 7.5) por 15

minutos y se deshidrataran con metanol absoluto.

Las laminas se tefiiran con 30ul de bromuro de etidio 2ug/ml y se examinaran en

un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro de excitaciéon de 515-560
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nm y un filtro barrera de 590 nm usando una magnificacion de 250X. De cada
individuo se analizaran 50 células por duplicado, con un programa computarizado
de analisis de imagenes que permite recolectar datos como longitud de la cola,
momento de Olive (relacion entre la distancia desde el centro de gravedad de la
cabeza (CGH) al centro de gravedad de la cola (CGT) y el porcentaje de DNA en
la cola %DNAT (31).
MO = CGT-CGH

%DNAT
Analisis estadistico. Las variables continuas se estudiaran mediante la prueba t de
student pareada, para comparar los dos momentos antes y final del estudio (a los
cuatro meses), con una probabilidad estadistica de p<0.05. Se utilizara el
programa STATISTICA 98.

RESULTADOS ESPERADOS: No se presentaran diferencias estadisticamente
significativas en las pruebas de citotoxicidad y genotoxocidad en los linfocitos, ni
en los indicadores sanguineos de toxicidad hepatica, renal o hematoldgica, en
este grupo de bebedores de AM, entre los dos momentos a evaluar, antes y al
final del estudio (a los cuatro meses). Dado los informes médicos y los usos
conocidos del AM, para tratar Ulceras y gastritis, se presentaran cambios
favorables en los sintomas y en la anatomopatologia de las células del sistema

digestivo, después de cuatro meses de consumir AM.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES MESES

Informacioén y
consentimiento informado

Consumo de agua de mar

Evaluaciéon médica y toma
de muestras

Mediciéon de variables
sanguineas

Procesamiento de los datos

Elaboracion de informe final
y publicacion

Busqueda bibliografica

COMPROMISOS Y ESTRATEGIAS DE COMUNICACION:  Se entregara un
informe individual a cada paciente con las conclusiones y recomendaciones
derivadas del estudio. Con los resultados se participara en un evento académico
de caréacter nacional y una publicacion en revista cientifica de divulgacion nacional
o internacional. Se entregard un informe a las fundaciones Aquamaris y
Proboquilla. Una vez aprobado y finalizado el proyecto, se firmara el acta de
iniciacion y la de finalizacion respectivamente, por parte de todos los

investigadores.

FUNCIONES DEL ESTUDIANTE: Colaborara en la elaboracion de la encuesta
clinicas, el procesamiento de la informacion y las pruebas de genotdxicidad.
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Rubros Fuente Total
Fundacion | Fundacion
Ude Al U. Aquamaris | Proboquilla
Nacional? Espafia | Colombia

Personal 11.200.000 | 1.100.000 | 2.800.000 15.100.000
Pruebas Bioquimica:
1.Cito y genotoxicidad | 1.000.000 | 3.000.000 4.000.000
(Equipos y Reactivos)*
2.Hemograma y
quimica sanguinea 2.088.000 | 1.044.000 | 3.132.000
3.lonograma 1.800.000 900.000 2.700.000
.Gastroscopia 2.500.000 1.000.000 | 3.500.000
Publicacion
Bibliografia y papeleria 600.000 600.000
Desplazamiento a
Cartagena 812.000 | 2.056.000 | 2.868.000
TOTAL 12.200.000 | 4.100.000 | 10.600.000 | 5.000.000 | 31.900.000

*Los equipos y reactivos ya existen en los laboratorios donde se realizan las

pruebas.

1 Universidad de Antioquia
2 Universidad Nacional, sede Medellin
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PRESUPUESTO DE FUNDACION AQUAMARIS PARA LAS PRUEBAS
BIOQUIMICAS Y GASTROSCOPIA DE 20 INDIVIDUOS DE LA CIUDAD DE
MEDELLIN Y ORIENTE ANTIOQUENO

Pesos
Transaminasas AST y ALT 612.000
Bilirrubina 280.000
Tiempo de protrombina 426.000
Hemograma completo 290.000
Urea 154.000
Creatinina 166.000
Glucosa 160.000
lonograma (Na, K, Ca, Mg, Cly Li)
Para cada individuo: $45.000 1.800.000
Gastroscopia, para cada individuo: $50.000 2.000.000
Andlisis anatomopatol6gico (60 muestras) 500.000
TOTAL 6.388.000

PRESUPUESTO DE FUNDACION PROBOQUILLA PARA PRUEBAS
BIOQUIMICAS Y GASTROSCOPIA DE 10 INDIVIDUOS DE LA CIUDAD DE
CARTAGENA

Pesos
Transaminasas AST y ALT 306.000
Bilirrubina 140.000
Tiempo de protrombina 213.000
Hemograma completo 145.000
Urea 77.000
Creatinina 83.000
Glucosa 80.000
lonograma (Na, K, Ca, Mg, Cly Li)
Para cada individuo: $45.000 900.000
Gastroscopia, para cada individuo: $50.000 1.000.000
TOTAL 2.944.000
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Nombre del |Funcion en el | Dedicacion Costo Costo Costo Total
Investigador proyecto H/semana | Aquamaris U.NAL UdeA
Wilmer Soler | Coordinador 8 5.600.000 | 5.600.000
General
Jaime Pérez | Coordinador 4 2.200.000 | 2.200.000
médico
Luz Estela Evaluacion 3 1.700.000 | 1.700.000
Penagos médica y
gastroscopia
Fabio A. Evaluacion 3 1.700.000 | 1.700.000
Henao médica
Luis Evaluacion 3
Guillermo médica
Mejia
Nelly Prueba 6 2.000.000 2.000.000
Veldsquez | genotoxicidad
Andrés Prueba 4 800.000 800.000
Pareja genotoxicidad
Maria E Prueba 1 1.100.000 1.100.000
Marquez genotoxicidad
TOTAL 2.800.000 1.100.000 | 11.200.000 | 15.100.000
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