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Editorial
Zika, evidencia de la derrota en la batalla contra Aedes aegypti

Aunque el virus del Zika (ZIKV) fue aislado por primera vez de monos en Uganda en 1947, solo hasta el
2007 se detectaron casos en seres humanos por fuera de Africa en un brote en las islas de la Micronesia,
posteriormente en las islas de la Polinesia Francesa (2013-2014) y desde el 2014 en Brasil, desde donde
se ha dispersado por toda América continental e insular (1). Hasta febrero de 2016, se han reportado
casos en 48 paises y territorios del mundo, 36 de los cuales con transmisién de casos autéctonos, lo que
demuestra la gran capacidad de adaptacion y dispersion del virus usando como vector al mosquito Aedes
aegypti, presente en los paises tropicales (2).

En la epidemia de la Polinesia Francesa, los pacientes presentaron sintomas leves (fiebre, erupcién
cutanea con prurito intenso, conjuntivitis, mialgias y artralgias con edema asociado) y ameritaron
solo cuidados menores; con los datos de las consultas se estimé que hubo tres veces mas casos
de los que se presentaron de forma asintomatica (3). Por el contrario, los datos recopilados durante
las epidemias de Brasil y Colombia apuntan a que, aproximadamente, la mitad de los pacientes
infectados presentan manifestaciones clinicas, pero esta es una cifra que debe ser confirmada por
investigaciones especificas.

Es claro que las personas con infecciones asintomaticas son capaces de transmitir el virus a nuevos
individuos mediante el mosquito, expandiendo la infeccidon con mayor rapidez, ya que no se incapacitan.
En el caso de los pacientes con sintomas, el diagnostico clinico y la confirmacion por el laboratorio se
presentan como un desafio enorme debido a la similitud clinica con el dengue y a la reaccion cruzada
en las pruebas serologicas (4). La descripcion de la evolucion de la infeccion por el ZIKV pone de
manifiesto que la enfermedad ha cambiado su perfil: de la presentacion endémica de poca gravedad
en Africa y Asia, a los grandes brotes y epidemias en América, con signos y sintomas mas frecuentes
en la poblacién y con la aparicion de manifestaciones neuroldgicas (5).

Como se sabia que la enfermedad febril asociada al ZIKV era de menor intensidad que la fiebre por
el virus del dengue, inicialmente el brote de Brasil caus6 poca alarma. Sin embargo, la crisis estallo
cuando se describié un aumento de diez veces en el numero de casos de microcefalia en nifios nacidos
de madres de las zonas de circulacién intensa del ZIKV (6,7). Posteriormente, la aparicion de casos
importados en Estados Unidos y Europa, la confirmacion de la replicacion en la préstata, la excrecién
viral en el semen hasta por 62 dias (8) y la transmision por via sexual, atrajeron la atencién de los
medios de comunicacién del mundo, los cuales han contribuido a alimentar el temor e, incluso, las
teorias conspirativas en torno al virus.

Con respecto a las malformaciones congénitas, en octubre de 2015 se comenzé a encontrar evidencia
de que este arbovirus (arthropod borne virus) estaba relacionado con la aparicién de casos de
microcefalia en nifios nacidos de madres que habian tenido infeccién por el ZIKV durante el embarazo
y que estaban ubicadas en la region nororiental de Brasil (9). Mas recientemente, se describid en
profundidad, y con muy buen respaldo, que el virus puede mantenerse y replicarse hasta por 20 semanas
en el cerebro del feto y en la placenta, develando asi una propiedad de persistencia desconocida en
los flavivirus (10). No deja de causar interés el hecho de que no se hayan reportado previamente
secuelas tan graves en otros brotes del ZIKV, aunque la magnitud de las epidemias actuales no se
compara con las ocurridas anteriormente, lo que no habria permitido evaluar la verdadera incidencia
de las manifestaciones graves.



Asimismo, en Brasil se observé un aumento considerable de la incidencia de los casos del sindrome de
Guillain-Barré en las zonas de transmision del virus, un hallazgo que habia sido reportado en la Polinesia
Francesa (11) y que se ha repetido en otros paises en los que la transmision del virus comenzo en el
2015, como Colombia, El Salvador, Venezuela y Surinam. Aunque hasta el momento la evidencia de la
relacion de estos trastornos neurolégicos y la infeccidn por el ZIKV es circunstancial, los investigadores y
el personal de salud involucrado en el estudio de estos casos consideran que es muy probable que esta
relacion sea verdadera. Por ejemplo, ante la alarma generada por los casos de Brasil, las autoridades de
salud de la Polinesia Francesa estudiaron retrospectivamente su epidemia de 2013-2014, y encontraron
que hubo un incremento inusitado de casos de malformaciones neurolégicas congénitas en fetos y nifios
nacidos en el 2015, ratificando asi una asociacion temporal entre la infeccion por el ZIKV en el primer
trimestre del embarazo y los casos de malformaciones (12).

En Brasil, se calcula que han sido infectados 1,5 millones de personas, aproximadamente, y se han
reportado 41 casos de microcefalia en nifios de madres con infeccidn confirmada por el ZIKV, aunque
mas de 3.800 casos siguen en investigacion (7). En Colombia, se habian reportado casi 40.000
casos del ZIKV hasta la semana epidemiolégica 6 de 2016 y cerca de 6.000 de ellos corresponden a
mujeres embarazadas (1.612 confirmados por laboratorio). No se han reportado oficialmente casos
de microcefalia (13), aunque si mas de un centenar de casos de sindrome de Guillain-Barré en
pacientes con antecedentes de infeccion por el ZIKV e, incluso, se ha reportado en los medios de
comunicacion el fallecimiento de tres pacientes con diagndéstico de sindrome de Guillain-Barré y con
antecedentes de infeccién por el ZIKV. Mas recientemente, en Barranquilla, se reportd el caso de
una paciente con antecedentes de anemia falciforme e infectada con el ZIKV, que tuvo un desenlace
fatal (14), lo que pone de relieve la importancia de vigilar con mayor cuidado a los pacientes con
enfermedades concomitantes.

Es bien conocido que A. aegypti, el zancudo vector, es el principal responsable de la transmisién de
los virus del dengue (DENV) y de la fiebre amarilla (YFV) en toda Latinoamérica, y que la infestacion
generalizada del mosquito en la mayor parte de las ciudades y pueblos de nuestros paises fue la causa de
la epidemia de fiebre originada por el virus del chikungunya (CHIKV) en 2013-2014 y la actual responsable
de la epidemia del ZIKV. Estos virus comparten los mismos nichos, como lo demostraron investigadores
de la Costa Atlantica de Colombia, quienes reportaron un caso de un paciente con infeccién simultanea
por los tres virus, con lo que se hizo evidente un temor latente sobre la circulacion simultanea de los tres
agentes y la probabilidad de cuadros clinicos mas agresivos (15).

La desbordada transmision de los dos nuevos arbovirus recientemente detectados en América, es
evidencia del fracaso de las estrategias de control del zancudo en nuestros paises en los ultimos
30 afios. Nos hemos acostumbrado a convivir con cifras crecientes de casos de dengue vy, peor
aun, con casos fatales por dengue en cientos de pacientes, sin que esto se haya traducido en la
adopcion de medidas de control vectorial que realmente reduzcan la circulacién del mosquito. En
Colombia, por ejemplo, después de la grave epidemia de dengue de 2010 (666 casos por 100.000
habitantes), las cifras se han mantenido entre las mas altas de la region, reportandose tasas de 222,
470, 401 y 323 casos por 100.000 habitantes en los afios 2012, 2013, 2014 y 2015, respectivamente,
lo que evidencia mas directamente la infestacion permanente del zancudo en nuestras ciudades,
consecuencia de varias circunstancias desafortunadas, como la ineficacia de los programas de
control vectorial, la debilidad de los sistemas de vigilancia epidemiolégica y de salud publica, las
dificultades en la prestacion de los servicios de salud y la escasa participacién de los pobladores en
las actividades de erradicacion.

Independientemente del tipo de aproximacion que se adopte para investigar el fendmeno de la transmisién
de los arbovirus, las conclusiones siempre llegan al mismo punto: la falta del servicio continuo de
acueducto en las ciudades y barrios mas pobres obliga a las familias a almacenar el agua en tanques,
albercas, canecas y baldes; estos contenedores se convierten en el mejor sitio de reproduccion del
mosquito, lo que lleva a que los indices aédicos sigan siendo muy altos en estos lugares. Con esta
epidemia seguimos pagando las consecuencias de décadas de atraso y abandono en las politicas de
acceso a agua potable y segura, a saneamiento basico y a mejoria en las condiciones de vida de grandes



sectores de la poblacién, lo cual, afadido a las falencias en el control vectorial, ha facilitado la explosion
de las enfermedades vectoriales. EI ZIKV y la posible afectacion de nuestros nifios, nos han puesto contra
la pared y en la penosa aceptacion de nuestra derrota.

Obviamente, ante esta emergencia sale a relucir una verdad que es preocupante para muchas personas:
el crecimiento desbordado de las poblaciones de mosquitos se relaciona también con el aumento de
la temperatura en el planeta. Es sabido que con el aumento de la temperatura ambiental, A. aegypti
se desarrolla de larva a adulto en menos tiempo y el mosquito puede llegar mas facilmente a zonas de
mayor altitud donde antes no existia. Esto, sumado a las deficientes condiciones en las zonas urbanas
mas pobres y al aumento de la resistencia a los insecticidas, agrava los pronodsticos sobre enfermedades
como el dengue, el zika y el chikungunya (16).

Araiz de la decisidn del gobierno brasilefio de desplazar 200.000 soldados a actividades de control del
vector en las ciudades con mayor transmision, se ha puesto en el centro de la discusién si las medidas
de emergencia, como la fumigacion, seran efectivas en ciudades y barrios sin acueducto y con una
deficiente recoleccidn de basuras, que siguen siendo los principales lugares para la proliferacion de
los criaderos del mosquito. Ademas de estas medidas de urgencia, no deben dejarse de lado otras
estrategias, como la educacion comunitaria y la promocion de la participacion ciudadana, que han
mostrado mayor efectividad (17).

Desde otro punto de vista, la epidemia y la muy probable relacién entre la microcefalia y la infeccion por el
ZIKV, han puesto a Colombia en el centro de la atencién mundial, ya que con la colaboracién internacional
se han disefiado varios protocolos para el seguimiento de miles de mujeres embarazadas en las zonas de
circulacién del virus con el fin de definir si existe causalidad entre la infeccién y los defectos neurolégicos
de los fetos. Se ha desatado, asimismo, una intensa discusion sobre la conveniencia de la interrupcion
voluntaria del embarazo en mujeres en las que se confirme un feto con malformaciones, aduciendo que
un feto con graves deficiencias neuroldgicas y cognitivas supone un peligro para la salud de la madre. Se
ha abierto asi la posibilidad de ver desde otra dptica los dilemas éticos y legales de la anticoncepcion y
el aborto en el marco de la epidemia por el ZIKV.

Con la evolucion de la epidemia y la demostracién de la transmision del ZIKV por contacto sexual y
por transfusiones (18), la infeccion ha tomado nuevos rumbos, pues ya las autoridades nacionales
e internacionales han definido orientaciones sobre la prevenciéon durante el contacto sexual y han
recomendado no detener la recoleccion de sangre de donantes en zonas de circulacién viral pero
extremando las precauciones para detectar casos recientes en estos donantes.

Existen varios aspectos cruciales que dificultan el seguimiento y el control de la epidemia, y que ameritan
un esfuerzo académico y técnico de la comunidad cientifica nacional, asi como de las autoridades del
sistema de salud, en los siguientes campos.

1. Serequieren pruebas de serologia (IgM o IgG) para el diagnéstico de los casos agudos o recientes. Estas
pruebas no estan disponibles comercialmente, y las que hay tienen baja sensibilidad y especificidad
en pacientes que tengan o hayan tenido dengue debido a la cercana relacion entre el ZIKV y el DENV,
que pertenecen a la misma familia.

2. El diagndstico se hace esencialmente mediante la deteccion del ARN viral con RT-PCR en tiempo real,
una técnica que, aunque sencilla, requiere de un alto nivel de experiencia y equipos apropiados, ademas
de una muestra tomada en el momento preciso, en personas que pueden o no presentar sintomas.

3. Las guias de seguimiento clinico para las mujeres embarazadas y los nifios nacidos de madres
con antecedentes de infeccion, indican la necesidad de contar con profesionales especializados y
ecografias frecuentes, lo cual tendra un fuerte impacto en los costos de atencion del sistema de salud,
que todavia no se han calculado concienzudamente.

4. Es necesario prever los costos asociados a la atencion de los recién nacidos con déficit neuroldgico
grave y de los pacientes con sindrome de Guillain-Barré.

5. Se debe evaluar el impacto de las estrategias de control vectorial y reforzar las actividades relacionadas
con el programa de gestion integral de las enfermedades vectoriales, fortaleciendo decididamente la



participacion de las poblaciones mas afectadas en las labores de eliminacion del mosquito, ya que este
enfoque es el que mas beneficios ha reportado.

6. El desarrollo de vacunas y medicamentos antivirales es un campo en el que se esperan avances
rapidamente, aunque los esfuerzos econdémicos y técnicos se encuentran fuera del alcance de los
paises mas afectados por la circulacién del virus.

Por ultimo, con esta epidemia del ZIKV podriamos decir que las enfermedades ‘tropicales’ comenzaron
a desaparecer, pues los nichos ecolégicos y los grupos humanos vulnerables se encuentran ahora
en todos los paises del mundo. La humanidad y la comunidad cientifica internacional estan obligadas
a atender y entender la ecologia, los vectores y la patogenia de las infecciones que tanto dafo han
causado en los paises subdesarrollados.

Es presumible que, ante el desafio evolutivo que supone la aparicion del ZIKV en un nuevo ecosistema
y con un grupo tan heterogéneo de huéspedes, se produzca una evolucidn genética que implique
cambios en el comportamiento que se manifiesten en mayores tasas de transmisiéon o en una mayor
gravedad de las infecciones, por lo que es imperativo avanzar en la comprensién de los mecanismos
del virus y luchar por mejorar las condiciones generales de salud para asi hacer retroceder y comenzar
a ganarle la batalla a A. aegypti.

Jaime E. Castellanos
Grupo de Virologia, Universidad El Bosque, Bogota, D.C., Colombia
castellanosjaime@unbosque.edu.co

Referencias

1. Zanluca C, de Melo VCA, Mosimann ALP, dos Santos GIV, dos Santos CND, Luz K. First report of autochthonous
transmission of Zika virus in Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2015;110:569-72. http://dx.doi.org/10.1590/0074-02760150192

2. World Health Organization. Zika virus microcephaly and Guillain-Barré syndrome. Situation report. Fecha de consulta: 19 de
febrero de 2016. Disponible en: http://www.who.int/emergencies/zika-virus/situation-report/19-february-2016/en/

3. Cao-Lormeau VM, Roche C, Teissier A, Robin E, Berry AL, Mallet HP, et al. Zika virus, French Polynesia, South Pacific,
2013. Emerg Infect Dis. 2014;20:1085-6. http://dx.doi.org/10.3201/eid2006.140138

4. Mattar S, Gonzalez M. Now is the time for the Zika virus. Revista MVZ Cordoba. 2015;20:4511-2.

5. Kindhauser MK, Allen T, Frank V, Santhana RS, Dye C. Zika: the origin and spread of a mosquito-borne virus [Submitted]. Bull
World Health Organ. 2016. http://dx.doi.org/10.2471/BLT.16.171082

6. Pan American Health Organization, World Health Organization. Neurological syndrome, congenital malformations, and
Zika virus infection. Implications for public health in the Americas. Fecha de consulta: 1° de diciembre de 2015. Disponible
en: http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_docman&task=doc_download&ltemid=&gid=32405&lang =en.

7. Ministério da Saude, Brasil. Boletim epidemioldgico. Ministério da Saude divulga novos dados de microcefalia. Fecha de
consulta: 9 de febrerode 2016. Disponible en: http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/cidadao/principal/agencia-saude/21019-
ministerio-da-saude-divulga-novos-dados-de-microcefalia.

8. Atkinson B, Hearn P, Afrough B, Lumley S, Carter D, Aarons EJ, et al. Detection of Zika virus in semen. Emerg Infect Dis.
2016. http://dx.doi.org/10.3201/eid2205.160107

9. Schuler-Faccini L, Ribeiro EM, Feitosa IML, Horovitz DDG, Cavalcanti DP, Pessoa A, et al. Possible association between
Zika virus infection and microcephaly — Brazil 2015. Morb Mortal Wkly Rep. 2016;65:59-62. http://dx.doi.org/10.15585/
mmwr.mm6503e2

10. Mlakar J, Korva M, Tul N, Popovic M, PoljSak-Prijatelj M, Mraz J, et al. Zika virus associated with microcephaly. N Engl J
Med. 2016. http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa1600651

11. Oehler E, Watrin L, Larre P, Leparc-Goffart |, Lastére S, Valour F, et al. Zika virus infection complicated by Guillain-Barré
syndrome —case report, French Polynesia, December 2013. Euro Surveill. 2014;19:pii=20720. http://dx.doi.org/10.2807/1560-
7917.ES2014.19.9.20720

12. European Centre for Disease Prevention and Control. Rapid risk assesment: Zika virus epidemic in the Americas: potential
association with microcephaly and Guillain-Barré syndrome (first update). [Fecha de consulta: 21 de enero de 2016]. Disponible
en: http://ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/rapid-risk-assessment-zika-virus-first-update-jan- 2016.pdf.

13. Instituto Nacional de Salud. Direccién de Vigilancia y Analisis del Riesgo. Zika a semana epidemiologica 06 de 2016. [Fecha
de consulta: 9 de febrero de 2016]. Disponible en: http://www.ins.gov.co/Noticias/ZIKA/CONTEO%20CASOS%20ZIKA%20
MUNICIPIOS%20SE%2006%202016.pdf.



14.

15.

16.

17.

18.

Arzuza-Ortega L, Polo A, Pérez-Tatis G, Lopez-Garcia H, Parra E, Pardo-Herrera LC, et al. Fatal Zika virus infection in girl
with sickle cell disease, Colombia. Emerg Infect Dis. 2016. http://dx.doi.org/10.3201/eid2205.151934

Villamil-Gomez WE, Gonzalez-Camargo O, Rodriguez-Ayubi J, Zapata-Serpa D, Rodriguez-Morales AJ. Dengue,
chikungunya and Zika co-infection in a patient from Colombia. J Infect Public Health. 2016. http://dx.doi.org/10.1016/j.
jiph.2015.12.002.

Santacoloma L, Chaves B, Brochero HL. Estado de la susceptibilidad de poblaciones naturales del vector del dengue a
insecticidas en trece localidades de Colombia. Biomédica. 2012;32:333-43. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v32i3.680

Caprara A, Lima JW, Peixoto AC, Motta CM, Nobre JM, Sommerfeld J. Entomological impact and social participation in
dengue control: A cluster randomized trial in Fortaleza, Brazil. Trans Royal Soc Trop Med Hyg. 2015;109:99-105. http://dx.doi.
org/10.1093/trstmh/tru187

Musso D, Nhan T, Robin E, Roche C, Bierlaire D, Zisou K, et al. Potential for Zika virus transmission through blood transfusion
demonstrated during an outbreak in French Polynesia, November 2013 to February 2014. Euro Surveill. 2014;19:pii:20761.
http://dx.doi.org/10.2807/1560-7917.ES2014.19.14.20761



Biomédica 2016;36:10-21
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2678

PRESENTACION DE CASO

Urticaria inducible: serie de casos y revision de la literatura

Daniel Amaya', Andrés Sanchez?%5, Jorge Sanchez'?#

Grupo de Alergologia Clinica y Experimental (GACE), IPS Universitaria, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia

Fundacion para el Desarrollo de las Ciencias Médicas y Biolégicas (FUNDEMB), Cartagena, Colombia
Departamento de Inmunologia, Universidad de Magdalena, Santa Marta, Colombia

Grupo de Alergologia Experimental e Inmunogenética, Instituto de Investigaciones Inmunoldgicas, Universidad
de Cartagena, Cartagena, Colombia

5 Programa de Medicina, Corporacién Universitaria Rafael Ninez, Cartagena, Colombia

A woN

Las urticarias inducibles constituyen un grupo heterogéneo de trastornos cutaneos caracterizados por la
aparicion de habones, prurito o angioedema, que en ocasiones se acompafan de sintomas sistémicos
causados por estimulos inocuos para la mayoria de la poblacion, como el frio, el calor, la presion, etc., y
que comprometen la calidad de vida de los pacientes. La mayor parte de la literatura médica pertinente
proviene de reportes y series de casos, ya que su epidemiologia se ha estudiado poco.

El objetivo de esta revision es ofrecer una vision actualizada de la informacion disponible sobre varios
tipos de urticaria inducida, mediante la presentacion de un caso clinico ilustrativo y la descripcion de
los mecanismos fisiopatoldgicos, las manifestaciones clinicas y el tratamiento de cada condicion.

Palabras clave: alergia e inmunologia, angioedema, enfermedades de la piel, urticaria, edema
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2678

Inducible urticaria: Case series and literature review

Inducible urticaria is a heterogeneous group of skin disorders characterized by the appearance of
wheals, pruritus and/or angioedema, sometimes accompanied by systemic symptoms caused by
innocuous stimuli (cold, heat, pressure, etc.). This group of disorders compromises people’s quality
of life and most of the literature in this regard comes from case reports and case series since its
epidemiology has been poorly studied and some cases are very rare. The aim of this review is to
show an up-to-date overview of the available literature for various types of inducible urticarias, always
beginning with an illustrative case and then describing their pathophysiological mechanisms, clinical

manifestations, and treatment.

Key words: Allergy and immunology, angioedema, skin disease, urticaria, edema.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2678

La urticaria es una enfermedad cutanea y de
las mucosas caracterizada por la aparicién de
habones o angioedema que es preciso diferen-
ciar de otras condiciones médicas en las que
pueden presentarse habones, angioedema o los
dos, por ejemplo, la anafilaxia, los sindromes
autoinflamatorios o el angioedema hereditario (1).
Segun su duracion se ha clasificado en aguda y
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cronica, definiéndose esta como aquella con una
duracion mayor a seis semanas. La prevalencia de
la urticaria crénica se estima entre 0,5y 5 % de
la poblacidon general. Segun algunos estudios, en
la poblacion estadounidense la incidencia es de
1,4 % por ano, aproximadamente (2).

La European Academy of Allergy and Clinical
Immunology (EAACI) ha propuesto recientemente
una clasificacion etiolégica mas acorde con el cono-
cimiento actual de los mecanismos subyacentes
de la enfermedad, que incluye bajo el nombre
de “urticaria inducible” aquellas desencadenadas
por estimulos fisicos comunmente inocuos como,
por ejemplo, el calor, el frio, la presion aplicada a
la piel, el ejercicio, la vibracién, la luz solar y los

Todos los autores contribuyeron por igual en la redaccion y revision del manuscrito.
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estimulos electromagnéticos; en ocasiones, estas
también pueden acompafarse de angioedema.
En el cuadro 1 se presenta la clasificacion de las
urticarias cronicas.

En muchas ocasiones es dificil identificar cual
estimulo o estimulos actian como detonantes;
sin embargo, una buena historia clinica y, si es
necesario, la exposicion controlada al estimulo
sospechoso, permiten confirmar la causa de la
urticaria y establecer medidas de control ade-
cuadas. En esta revision se presentan algunos

Cuadro 1. Tipos de urticaria cronica. Clasificacion de la
urticaria crénica propuesta por la World Allergy Organization,
la European Academy of Allergy and Clinical Immunology, la
Global Allergy and Asthma European Network y el European
Dermatology Forum

Urticaria crénica Urticaria inducible

espontanea

Aparicion espontanea de
habones, de angioedema
o de ambos, que persiste
por mas de seis semanas
sin un factor detonante
externo conocido

Dermografismo sintomatico
Urticaria por contacto con el frio
Urticaria por presion retardada
Urticaria solar

Urticaria por calor

Angioedema por vibracion
Urticaria colinérgica

Urticaria por contacto

Urticaria acuagénica

3 "‘4":‘: Autoantigenos

Anticuerpos Lt e

anti-IgE gL,

R I
| &

Urticaria inducible

casos clinicos y se revisan de forma detallada
algunas de las urticarias fisicas comunes en
nuestro medio (figura 1).

Caso clinico 1

Se trata de una mujer de 22 afios con un cuadro
de habones pruriginosos de mas de cuatro afios
de evolucién. La paciente refirid6 que los habones
se presentaban casi a diario en cualquier parte de
cuerpo, aunque predominantemente en los brazos,
y que al rascarse sentia alivio por unos cuantos
minutos, pero menos de 5 minutos después
el prurito aumentaba y se formaban lesiones
elevadas “como si me hubieran golpeado con una
correa delgadita”.

Sefiald que con el uso de antihistaminicos se
calmaba el prurito, pero persistia la presencia de
los habones al rascarse o frotarse contra alguna
superficie, lo que la llevd a suponer que tenia aler-
gia a telas, colorantes, maquillajes y otras muchas
sustancias. Se le hizo la prueba de provocacion
(friccidn con un objeto romo tres veces en la cara
anterior del antebrazo), la cual resulté positiva para
urticaria dermografica. Se le aclaré la informacion
sobre su condicién, enfatizando las medidas de
evitacion, con lo cual se logré el control total del
prurito y la mejoria de los habones, aunque estos
siguieron presentandose de forma aislada (figura 2).
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Figura 1. Mecanismos fisiopatologicos propuestos
1- En el caso de la urticaria dermogréfica, la friccién de la piel puede liberar autoantigenos que son reconocidos por anticuerpos IgE
capaces de desencadenar una reaccion inmunoldgica.
2- Diferentes tipos de urticarias se han asociado con la presencia de ciertas infecciones, como las producidas por el virus de
Epstein-Barr y Helicobacter pylori, asi como con el uso de medicamentos como la progesterona o la atorvastatina.

3- En la urticaria por contacto con el frio, se han encontrado reacciones de autoanticuerpos IgM e IgG contra la IgE y sus receptores

de alta afinidad, FceRI.

~

4- En los diferentes tipos de urticaria se ha podido observar un incremento de histamina, de IL-18, TNF-a, PAF 4, y B-tromboglobulina,
entre otros, lo que resulta en leucocitosis y genera un ambiente propicio para las inflamaciones.
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Figura 2. Urticaria dermografica. En los pacientes con urticaria
dermografica los habones se presentan con roces que no
necesariamente son fuertes y, ademas de ser protuberantes,
son bastante pruriginosos.

Fotografia tomada en la IPS Universitaria, Universidad de Antioquia.
Reproducida con permiso del paciente.

Dermografismo sintomatico

La expresion ‘dermografismo sintomatico’ significa
“escribir en la piel” y la condicién que describe
también se denomina urticaria facticia o urticaria
dermografica. Constituye la urticaria inducida mas
frecuente (30 a 50 % de los casos de urticaria
inducida) (3,4); su duracion promedio es de 6,5
afos y afecta principalmente a adultos jévenes.
Se caracteriza por la apariciéon de prurito y edema
ante cualquier roce minimo en la piel. Se la debe
diferenciar del dermografismo simple, ya que este
no ocasiona prurito, suele durar menos de 10
minutos luego del estimulo y se presenta en el
20 % de la poblacion.

Para la prueba se utiliza algun objeto romo que no
cause dafio (una espatula de madera, un boligrafo
con la punta cerrada) o un dermografémetro,
instrumento disefiado para este fin (4,5), con el
cual se aplica un estimulo de friccion sobre la
piel de la persona mediante presiones definidas y
reproducibles. El instrumento tiene una punta de
acero liso de resorte de 0,9 mm de diametro y la
presion en la punta se puede variar girando un
tornillo en la parte superior; los ajustes de escala
de 0 a 15 son equivalentes a un rango de presién
de la punta de 20 a 160 g/mm?. La prueba se hace
aplicando una presion perpendicular en la piel
de la cara anterior del antebrazo y se considera
positiva si se forman habones pruriginosos en el
sitio de la friccion. La reaccion debe constatarse
a los 10 minutos. La superficie de la piel donde
se aplica la friccion debe estar integra y libre de
infecciones y el paciente no debe haber consumido

12

Biomédica 2016;36:10-21

antihistaminicos durante la semana previa a la
prueba, ya que la vida media de algunos farmacos
es prolongada (6,7).

Los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad
son desconocidos. Se ha postulado una asocia-
cion con ciertos medicamentos (progesterona,
atorvastatina), coninfecciones (hepatitis, infecciones
respiratorias y dentales) y con enfermedades
sistémicas (diabetes mellitus), pero la evidencia
es circunstancial y no se han hecho ensayos
controlados (8). Otro mecanismo propuesto es la
presencia de anticuerpos IgE especificos para
alérgenos generados por la exposicion de la piel a
la friccion. En un estudio sobre transferencia pasiva
(mediada por IgE), se han demostrado niveles
elevados de histamina después de las pruebas de
provocacion en pacientes con dermografismo (9).

El objetivo del tratamiento es eliminar los sintomas,
para lo cual es necesario evitar los estimulos de-
sencadenantes. Los antihistaminicos de segunda
generacion son el tratamiento farmacolégico de
primera linea y, cuando la dosis convencional no es
suficiente, puede ser necesario aumentarla hasta
cuatro veces. En varios ensayos controlados se ha
comparado el efecto de diversos antihistaminicos
con resultados heterogéneos, por lo que no es
posible afirmar que un antihistaminico en particular
sea superior a otro, ademas de que, en gran medida,
la reaccion parece depender de las caracteristicas
de cada paciente.

En los pacientes que no mejoran con las medidas
de evitaciéon y el uso de antihistaminicos, se han
propuesto otros tratamientos con ciclosporina,
montelukast y omalizumab (10). Metz, et al,
reportaron, en el 2011, el primer estudio de
serie de casos de urticaria inducible tratada con
omalizumab, con resultados satisfactorios (11).
Sin embargo, todavia no se han hecho ensayos
controlados para evaluar tratamientos diferentes
a los antihistaminicos.

Caso clinico 2

Se trata de una mujer de 18 afios que presentaba un
cuadro de habones pruriginosos desde hacia tres
afos, los cuales aparecian en cualquier parte del
cuerpo, aunque mas frecuentemente en la cadera y
en los hombros. La paciente referia que otro punto
frecuente eran los muslos y los antebrazos, y que
los habones eran, por lo general, simétricos.

Se le hizo la prueba de provocacion para urticarias
fisicas, la cual resultd positiva para la presion
luego de 20 minutos de cargar un peso de 7 kg. La
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paciente trabajaba como oficinista y los lugares en
los que aparecian lesiones frecuentes en brazos y
piernas correspondian a los puntos de presion en
el escritorio donde laboraba.

Con las medidas de evitacién (ropa holgada,
cambio de escritorio de trabajo), noté una reduccion
significativa del cuadro e, incluso, suspendio el
uso de antihistaminicos de forma regular y solo los
tomaba en caso de exacerbaciones (menos de una
vez al mes) (figura 3).

Urticaria por presion

Esta condicion se caracteriza por la aparicion de
angioedema, normalmente en el area expuesta a la
presion, y no tanto de habones. El edema producido
por la presion puede aparecer acompanado de
prurito, ardor o dolor y sintomas sistémicos como
malestar y artralgias, lo que compromete de
manera notable la calidad de vida de los afectados
y limita las actividades diarias (3). Se ha observado,
ademas, el aumento de reactantes de fase aguda
(eritrosedimentacién y proteina C reactiva, asi
como leucocitosis). Los hombres se ven afectados
dos veces mas que las mujeres y la edad de mayor
incidencia es alrededor de los 30 afios (12).

Figura 3. Urticaria por presién. La imagen muestra el caso de
una nifia con urticaria por presion cuyas lesiones aparecen al
dormir de medio lado.

Fotografia tomada en la IPS Universitaria, Universidad de Antioquia.
Reproducida con permiso de la paciente.

Urticaria inducible

Las situaciones que normalmente desencadenan
los sintomas son cargar bolsos en los hombros,
caminar con calzado apretado o permanecer
sentado en sillas no acolchadas. Los sintomas
suelen aparecer a los pocos minutos (<30 minutos),
pero también, entre cuatro y ocho horas después
del estimulo, y persistir durante varias horas,
en ocasiones mas de 24 horas. La condicion se
presenta concomitantemente con la urticaria cré-
nica espontanea hasta en 30 % de los pacientes
(13) y su duracion promedio es de 6 a 9 anos.

La fisiopatologia exacta de la enfermedad no se
conoce; sin embargo, se ha propuesto que los
mastocitos y la histamina intervienen por medio
de mecanismos no inmunolégicos, es decir, la
degranulacion no especifica de los mediadores
de los mastocitos. Ademas, entre los pacientes
afectados se ha observado un incremento del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de la
interleucina 1-beta (IL-1B) en suero y en las capas
basales de la epidermis no afectada. También,
se ha sugerido que los derivados del acido
araquidoénico estan implicados, pero esto no se
ha podido comprobar (12,14). También, se han
asociado otros neuropéptidos, como la sustancia P
y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina.
Ademas, en los afectados se han encontrado
niveles elevados del factor plaquetario 4 y de la
B-tromboglobulina comparados con los de sujetos
de control (15).

En cuanto a la histopatologia, en las primeras
fases se ha reportado una reaccion con edema
de la dermis, dilatacion de capilares y vasos
linfaticos, e infiltrado perivascular de neutroéfilos
y eosindfilos. En la fase tardia se ha observado
infiltrado mononuclear con eosindfilos, mastocitos,
macrofagos y células T CD4* e interleucina-5
(IL-5) (16,17).

Hay varias formas de hacer las pruebas diag-
nosticas; la mas utilizada es colgar un peso de
7 kg (0 10 % del peso corporal total del paciente)
en el hombro durante 10 a 15 minutos. Se evalua
la aparicion de una reaccién del tipo del habén
en diferentes periodos (de 30 minutos hasta 24
horas después del estimulo). Si se forma un
habon pruriginoso o que produce ardor, la prueba
se considera positiva (3).

El manejo de esta enfermedad puede ser dificil, pues
frecuentemente no mejora con los antihistaminicos.
Los antagonistas de leucotrienos han demostrado
su efectividad en el tratamiento segun un estudio
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de asignacion aleatoria en 36 pacientes distribui-
dos en tres grupos: desloratadina mas placebo,
desloratadina mas montelukast y placebo solo. En
los pacientes de los grupos activos se evidencié una
reduccion significativa en la formacién de habones,
comparados con el grupo tratado con placebo, y
en el grupo que recibid el montelukast la mejoria
fue significativamente superior a la de quienes
recibieron desloratadina sola (18).

En algunos articulos se propone que la coexistencia
de la urticaria por presion y la urticaria crénica
espontanea, es un factor de mal pronéstico en cuanto
a la gravedad y la duracion de la enfermedad. Con
base en algunos reportes de casos se ha sugerido
que el omalizumab es eficaz para el tratamiento
de esta condicion; sin embargo, no hay ensayos
controlados que sustenten su recomendacion,
al igual que la de otros medicamentos como
la dapsona, la cloroquina, la sulfasalazina, la
inmunoglobulina intravenosa y los agentes anti-
TNF, cuyos resultados son controversiales (19-21).

Caso clinico 3

Se trata de una mujer de 26 afios que presentaba
habones pruriginosos desde hacia un afio. La
paciente referia que se presentaban de forma
esporadica en el transcurso del dia, pero que su
aparicion era constante en la mafiana durante
el bano. Sefialaba que en varias ocasiones, al
bafiarse en rios o piscinas, habia presentado un
brote generalizado y dificultad respiratoria leve.
La paciente no referia haber tenido angioedema
con el consumo de bebidas frias. El uso de anti-
histaminicos redujo la aparicion de los sintomas,
aunque seguian apareciendo durante el bafio pero
de forma mas leve.

En las pruebas cutaneas de provocacién para
urticarias fisicas, la paciente reaccioné al estimulo
con agua a temperatura ambiente (22-24 °C) des-
pués de 15 minutos de exposicion. Se le dieron las
recomendaciones de evitacion, y se le explicd que
debia banarse exponiéndose al agua durante lapsos
cortos (menos de tres minutos) y por segmentos
corporales (brazos, térax, miembros inferiores,
etc.), para evitar asi la exposicion de superficies
corporales mas extensas al agua. No se restringio el
uso de jabones o sales. Con estas medidas y el uso
de antihistaminicos, la paciente no volvié a presen-
tar dificultad respiratoria y las recaidas cutaneas
sucedian solo ocasionalmente, cuando se exponia
mucho al agua, por ejemplo, “si me moja la lluvia
en la calle y estoy sin paraguas” (figura 4).
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Figura 4. Urticaria acuagénica. Paciente a quien se expuso al
contacto de una toalla himeda durante 20 minutos

Fotografia tomada en la IPS Universitaria, Universidad de Antioquia.
Reproducida con permiso del paciente

Urticaria acuagénica

Como su nombre lo indica, se produce por contacto
directo con el agua y debe diferenciarse de otras
formas de urticaria inducible, como la colinérgica y
la inducida por contacto con el frio. Esta condicién
fue descrita por primera vez por Shelley y Rawnsley
en 1964 (22). Es una condicion rara y son muy
pocos los casos descritos. Afecta un poco mas a las
mujeres, especialmente después de la pubertad, y
se ha reportado su asociacion con antecedentes
familiares: segun un reporte, tres generaciones
de una misma familia se vieron afectadas (23).
Los habones aparecen rapidamente después del
contacto con el agua, independientemente de su
temperatura, y el tiempo necesario de exposicion
es variable.

Las lesiones caracteristicas son habones peque-
fos, puntiformes, de 1 a 3 mm, predominantemente
perifoliculares, que pueden aparecer en cualquier
parte del cuerpo, aunque no suelen afectar las
palmas de las manos ni las plantas de los pies.
En apariencia, los habones son indistinguibles
de los causados por la urticaria colinérgica. En
un paciente se reporté la aparicion de habones
después de la exposicion al agua del grifo, a la
nieve y a la sudoracion, pero no asi al agua de
mar, lo que llevaria a pensar que la salinidad
puede ser importante para evitarla (24). Los
habones aparecen 20 o 30 minutos después
de la exposicion al agua y, aunque los sintomas
sistémicos son raros, si se han descrito. La
exposicion repetida puede llevar a la deplecion de
los mediadores (mecanismo de desensibilizacion)
y a la disminucion en la formacion de habones.
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Se sabe muy poco sobre la patogénesis de la
enfermedad. Shelley y Rawnsley propusieron que
el agua interactuaba con el sebo para formar una
sustancia capaz de causar la degranulacién de
los mastocitos (22). En su estudio, Chalamidas y
Charles describieron un caso en el que los parches
de sudor y sebo causaron considerable urticaria
en el sujeto evaluado (25) y, posteriormente,
Czarnetzki, et al., propusieron que el agua actuaria
como un transportador que favoreceria la entrada
de antigenos (26), mientras que otros autores
han propuesto que el agua hipoténica podria
desencadenar cambios en la presién coloido-
osmdtica e, indirectamente, provocar urticaria. Se
ha propuesto, ademas, que la reaccion con el agua
seria una reaccion colinérgica debido a la capacidad
de la escopolamina de inhibir la formacién de
habones cuando se aplica en la piel antes del
contacto con el agua (27). Ha sido dificil reproducir
este conjunto de hipétesis en medios controlados,
por lo que hasta el momento ninguna ha podido
explicar de manera exclusiva el mecanismo o los
mecanismos subyacentes de la enfermedad.

El tratamiento incluye el uso de antihistaminicos,
aunque el éxito es variable. Otra intervencion
consiste en evitar la inmersion en piscinas, rios y
lagos, pues esto incrementa el riesgo de presentar
reacciones sistémicas como la anafilaxia. Otros
medicamentos utilizados son el propranolol en
dosis de 10 a 40 mg por dia, los andrégenos
atenuados, como el estanozolol, la fototerapia ultra-
violeta B (UVB), y la fotoquimioterapia (28,29).

Caso clinico 4

Se trata de una mujer de 32 afios que desde
hacia cuatro presentaba un cuadro de habones
localizados o migratorios que podian aparecer
en cualquier parte del cuerpo. Durante la primera
consulta en Alergologia la paciente refirié que los
habones aparecian repetidamente en las manos
cuando sacaba productos de la nevera, y que
en dos ocasiones habia presentado brote en las
extremidades y el térax al entrar a habitaciones
con aire acondicionado. Aunque no ocurria
siempre, generalmente cuando visitaba regiones
frias notaba un empeoramiento de su condicion,
por lo que evitaba viajar y consumir productos
frios, con lo cual habia conseguido la remision
de los sintomas en los tres meses previos sin
necesidad de antihistaminicos, a pesar de las
recomendaciones médicas de continuar el trata-
miento para evitar cuadros graves en caso de
exposiciones inesperadas.

Urticaria inducible

Se decidié hacer la prueba cutanea de provocacién
para urticaria inducible y se observé la formacion
de un habdn con la exposicién a un cubo de hielo
después de 4 a 5 minutos. La paciente tolerd la
exposicion al agua a temperatura ambiente y a los
otros estimulos fisicos probados (calor, dermogra-
fismo, presion, ejercicio).

Urticaria por contacto con el frio

En esta condicion, aparecen edemas o habones
después del contacto de la piel con un estimulo
frio. Los sintomas ocurren pocos minutos después
de dicho contacto (con aire frio, liquidos frios,
etc.) y, generalmente, se restringen al area de piel
expuesta, aunque en ocasiones incluso el contacto
limitado durante poco tiempo puede llevar a reac-
ciones sistémicas, incluida la anafilaxia, como se
ha descrito en algunas series de casos (4,30-32).

La enfermedad puede presentarse en cualquier
edad, pero predomina en adultos jovenes y
mujeres, y su duracién promedio es de 4 a 7 afos.
Hasta 30 % de estas urticarias inducibles se debe
al frio, y sus mecanismos subyacentes son los
que mejor se conocen (33).

Otros sindromes descritos son las condiciones
hereditarias (autosdbmicas dominantes), entre las
que se encuentran la urticaria tardia familiar por
contacto con el frio, el sindrome autoinflamatorio
familiar por frio y la urticaria atipica por contacto
con el frio (34). Estas condiciones se deben a una
activacion del NLRP/3 del complejo del inflama-
soma debido a una mutacion de CIAS1/NLRP3 vy
a la liberacion de IL-1B (35). El papel central de la
IL-1B se demostrd por la mejoria notable de estos
pacientes con el uso de antagonistas de la IL-j,
como el canakinumab (36).

En la urticaria adquirida se han encontrado
niveles elevados de histamina, del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), de leucotrienos,
de prostaglandina D2 y del factor activador de
plaquetas (PAF) (37). En un estudio de nueve
pacientes se encontraron autoanticuerpos contra la
inmunoglobulina E (IgE) o contra el receptor de alta
afinidad de la IgE (FceRl), y se postulé que podrian
estar involucrados mecanismos autoinmunitarios
debido a que, al transferir suero de pacientes a
individuos sanos por inyeccion subcutanea, los
sujetos sanos desarrollaron habones (34).

La prueba de provocaciéon con este estimulo se
utiliza colocando objetos frios en la superficie
anterior del antebrazo. El método tradicional
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consiste en la prueba del cubo de hielo, en la cual
debe protegerse la piel de posibles danos por el
frio y el cubo de hielo debe estar dentro de una
bolsa plastica. El protocolo mas utilizado implica un
estimulo a una temperatura entre 0 y 4 °C durante
cinco minutos. La aparicién de habones y eritema,
asi como de prurito después del recalentamiento
de la piel, se considera un resultado positivo. Si la
prueba es positiva a los cinco minutos, se puede
repetir periddicamente en intervalos de un minuto
para identificar el tiempo minimo requerido para
que se presente la reaccion. Por el contrario, si la
prueba es negativa a los cinco minutos, se puede
repetir afiadiendo cada vez un minuto hasta un
maximo de diez minutos (34). La duracion maxima
u 6ptima para excluir la urticaria por contacto con
el frio no se ha determinado, pero generalmente la
exposicion es de 10 minutos como maximo.

Al igual que para todos los tipo de urticaria, el
tratamiento de eleccién son los antihistaminicos
de segunda generacion (38). No obstante, en
algunos casos ha sido necesario aumentar hasta
cuatro veces la dosis usual. Otros tratamientos con
omalizumab, anakinra o etanercept, asi como la
desensibilizacion al frio (bafios diarios con agua
fria para mantener el efecto protector), se han
utilizado con éxito en algunos pacientes (39-42).

Es importante aclarar que, aunque existe cierta
controversia al respecto, en varios articulos se
recomienda hacer el mayor niumero de pruebas
posibles en los pacientes con urticarias inducidas
para identificar los detonantes fisicos (el que se
sospecha y otros no determinados). Esto, sin
embargo, depende de la disponibilidad de los
recursos necesarios para las pruebas.

Caso clinico 5

Esta mujer de 43 afos de edad residente en
Quibdo laboraba en una finca bananera. Desde
hacia tres afos presentaba habones en todo
el cuerpo, cuya aparicion se exacerbaba en el
sitio de trabajo y durante las actividades fisicas.
En el ambiente laboral la paciente estaba ex-
puesta a altas temperaturas y debia usar ropa y
botas protectoras.

Se le hizo la prueba de provocacion para urti-
carias fisicas y resulté positiva en la prueba de
ejercicio, durante la cual la paciente presenté un
brote generalizado, asi como una caida de 20 %
registrada con el medidor de flujo pico. La paciente
refirié sentir ahogo vy dificultad respiratoria, por lo
que fue necesario aplicarle 0,5 mg de adrenalina
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por via intramuscular y controlar la anafilaxia
hasta que los sintomas cesaron completamente
40 minutos después.

Se le prescribié un tratamiento con la dosis maxima
de cetirizina (20 mg cada 12 horas), con el cual
pudo tolerar las actividades fisicas, incluso asistir
al gimnasio, y se la envi6 a valoracién por medicina
ocupacional, después de lo cual fue reubicada en
otro trabajo con la consecuente mejoria de los
sintomas (figura 5).

Urticaria colinérgica

Se caracteriza por la aparicion de habones y prurito
frente al aumento de la temperatura corporal, ya
sea de forma activa (ejercicio) o pasiva (bafio con
agua caliente) (43). Dado que esta asociada al
aumento de la temperatura, no esta claro si es
una condicion diferente a la urticaria por calor
o por ejercicio. El angioedema es raro y suelen
presentarse lesiones micropapulares entre 15 a 60
minutos después del aumento de la temperatura,
generalmente en la fase de reposo. La atopia y
la hiperreactividad bronquial se han asociado a la
condicion, y algunos pacientes pueden presentar
hipohidrosis (44,45).

En algunas series de casos, se ha estimado que
representa el 30 % de las urticarias inducibles y
que afecta a 5 % de los pacientes con urticaria
crénica. La enfermedad aparece comunmente en
la segunda o tercera década de la vida, es mas
frecuente en hombres y se han reportado casos de
afectacion familiar (45).

Figura 5. Urticaria colinérgica. El aumento de la temperatura
corporal resulta en un brote micropapular pruriginoso.
Fotografia tomada en la IPS Universitaria, Universidad de Antioquia.
Reproducida con permiso de la paciente
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El estrés emocional, y las bebidas y los alimentos
calientes o picantes, también se han determi-
nado como desencadenantes de los habones en
estos pacientes.

La manifestacion clasica es la aparicion de habo-
nes puntiformes con una zona grande de eritema
alrededor, y sensacién de hormigueo, picazéon o
ardor antes de que estos aparezcan, normalmente
en el tronco y el cuello, para luego extenderse
distalmente a la cara y las extremidades. En los
casos graves, la urticaria se puede acompanar de
hipotensién, angioedema y broncoespasmo.

Varias hipotesis se han propuesto sobre el
mecanismo fisiopatoldgico de la condicion y todas
apuntan al sistema nervioso colinérgico. En los
pacientes con urticaria colinérgica, la inyeccion de
metacolina intradérmica produce urticaria, la cual
se revierte con la administracion de atropina, y se
ha observado un numero elevado de receptores
muscarinicos en los mastocitos (46). Otra hip6-
tesis sugiere que podria existir un componente
inmunoldgico contra el sudor con la produccion de
anticuerpos IgE, lo cual se ha podido comprobar
por la reaccion cutanea que ocurre en estos
pacientes con la inyeccion de su propio sudor
diluido (47). En algunos estudios japoneses se ha
clasificado la urticaria colinérgica en cuatro grupos:
urticaria colinérgica con oclusién de poros, urticaria
colinérgica con hipohidrosis, urticaria colinérgica
con alergia contra el sudor y urticaria colinérgica
idiopatica (48).

Debido al gran numero de falsos positivos que
resultan al hacer la prueba del sudor, el método
mas utilizado hoy para hacer el diagnostico es
una prueba de ejercicio, que puede hacerse en
bicicleta estatica o en una banda sinfin. La prueba
se prolonga hasta desencadenar la sudoracion en
el paciente o aumentar en un 1 °C su temperatura,
y se contintia por 15 minutos mas. Se considera
que el resultado es positivo si aparecen habones
pruriginosos después de diez minutos de haber
suspendido el estimulo, o durante la prueba. Siuna
prueba de provocacioén es positiva, se debe hacer
una prueba pasiva, que consiste en un bafo con
agua caliente a 42 °C durante 15 minutos hasta
registrar un aumento de la temperatura corporal en
por lo menos 1 °C, esto para diferenciarla de la
urticaria inducida por el ejercicio (3).

En la prueba de provocacion se debe tener pre-
caucion con los pacientes que tienen condiciones
cardiacas de base, y debe recalcarse que no es

Urticaria inducible

necesario llevar al paciente a un esfuerzo maximo,
ya que con un estimulo leve o moderado se logra
el aumento de la temperatura y la sudoracién
de manera segura. Antes de las pruebas, deben
marcarse las lesiones preexistentes en la piel
(papulas de acné, entre otras).

La determinacion y la evitacion de los detonantes
conocidos constituyen el primer paso para controlar
la urticaria colinérgica. Los antihistaminicos son
los agentes de eleccion, preferiblemente los de
segunda generacion debido a su mayor seguridad.
En algunos estudios se ha demostrado la efectivi-
dad clinica de la cetirizina. Otros autores sugieren
que, cuando los antihistaminicos H, de segunda
generacion no surten efecto, debe emplearse la
hidroxicina, cuya eficacia es reconocida, aunque
con efectos adversos frecuentes, especialmente
la sedacién (2,49). Otros tratamientos probados
con relativo éxito en algunos casos incluyen el uso
de escopolamina, omalizumab y danazol, que por
sus efectos adversos solo deben considerarse en
casos resistentes, y siempre y cuando la legislaciéon
vigente permita su uso, pues la escopolamina, por
ejemplo, es ilegal en varios paises (50-52).

Caso clinico 6

Un obrero de la construccion de 23 afios de edad
consultdé por un cuadro clinico de ocho afos
de evolucion consistente en la formacion de
habones en todo el cuerpo, pero, especialmente,
en las extremidades superiores. El paciente
relatdé que las lesiones desaparecian durante
varios meses, incluso anos, y volvian a aparecer
por temporadas.

Sefal6 que en el momento de la consulta llevaba
cuatro meses con el compromiso cutaneo. Al
interrogarlo sobre sus actividades en la construc-
cién, dijo ocuparse del manejo de una perforadora
que, en ocasiones, no podia seguir accionando por
la aparicién de habones y edema en sus manos
minutos después de iniciar la actividad.

Se le hizo la prueba de provocaciéon de urticarias
fisicas por vibracién, utilizando un mezclador
de vortice durante diez minutos; se le pidié que
apoyara la mano sobre este y se observé una
reaccion positiva a los pocos minutos. A los 30
minutos se observé que los habones y el brote
micropapular se extendian por toda la mano,
el antebrazo y el brazo. El paciente requirié
reubicaciéon laboral y reportd una mejoria casi
completa, sin necesidad de usar antihistaminicos
de forma continua.
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Cuadro 2. Pruebas para el diagnéstico de urticarias inducibles
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Trastorno Estimulo desencadenante Prueba diagnostica Tratamiento
Dermografismo Rascado, presion, frote Friccion moderada en la Evitar la friccién, antihistaminicos
sintomatico piel con un objeto romo o de segunda generacion (hasta cuatro

Urticaria por presion

Urticaria colinérgica

Urticaria por contacto
con el frio

Urticaria acuagénica

Angioedema por
vibracion

Aplicacion de presion entre 15
minutos y 12 horas antes del
inicio de los sintomas

Aumento de la temperatura
corporal (ejercicio, agua
caliente, estrés emocional,
alimentos calientes o picantes)
Puede cursar con sintomas
sistémicos (urticaria
generalizada, disnea o
broncoespasmo, pérdida de
conciencia o anafilaxia).

Exposicion de la piel al aire
frio, liquidos frios y objetos
frios. Puede cursar con
sintomas sistémicos (urticaria
generalizada, disnea o
broncoespasmo, pérdida de
conciencia o anafilaxia).

Exposicion de la piel al agua a
cualquier temperatura. El grado
de salinidad del agua puede
ser importante.

Puede cursar con sintomas
sistémicos (urticaria
generalizada, disnea o
broncoespasmo, pérdida de
conciencia o anafilaxia).
Cortar el césped, montar

en motocicleta, paseos a
caballo, bicicleta de montafia,
exposicién a la vibracion

de maquinaria

con un dermografémetro
Colocar objetos sobre

el brazo o el hombro
durante 15 minutos
(pesode 7,5kg o 10 %
del peso del paciente)

Ejercicio en bicicleta
estatica o banda sinfin
hasta el punto de
sudoracion y continuar
por 15 minutos. Si la
prueba es positiva, dar
bafio con agua caliente
a 42 °C para elevar la
temperatura corporal en
al menos 1 °C

Prueba del cubo de
hielo: cubrir un cubo

de hielo con una bolsa
plastica y aplicarlo sobre
la piel por 5 minutos. Si
es negativa, aumentar
el tiempo de exposicion
hasta 10 minutos con
intervalos de un minuto
Aplicacion de compresas
deaguaa35°Cenla
parte superior del cuerpo
durante 30 minutos

Sostener un mezclador
de vortice contra la piel
durante 10 minutos

veces la dosis habitual)

Evitar la presién en zonas de
contacto (pretina del pantalén,

ropa ajustada, etc.)

Uso de antihistaminicos de segunda
generacion hasta cuatro veces la dosis
usual y 10 mg/dia de montelukast.

¢ Omalizumab?

Antihistaminicos de segunda
generacion (hasta cuatro veces

la dosis usual)

Uso de hidroxicina en casos resistentes
Desensibilizacion (induccion de
tolerancia parcial)

¢ Omalizumab?

Evitar inmersion en piscinas y lagos, y
consumo de bebidas y alimentos frios.
Uso de antihistaminicos de segunda
generacion (hasta cuatro veces

la dosis usual)

Descartar sindromes autoinflamatorios
y crioglobulinemias secundarias

Evitar la exposicion prolongada
(mas de 10 minutos)

Bafio por segmentos corporales y
de corta duracién (brazos, térax,
miembros inferiores)

Evitar piscinas, lagos, etc.

Uso de antihistaminicos de segunda
generacion (hasta cuatro veces

la dosis usual)

Evitar el estimulo o actividad
desencadenante (manejo de maquinas,
conduccién de motocicleta, etc.)
Uso de antihistaminicos de segunda
generacion (hasta cuatro veces

la dosis usual)

Angioedema por vibracién

El angioedema por vibracion (urticaria vibratoria)
consiste en la apariciéon de prurito y edema después
de la aplicacion de un estimulo vibratorio en la piel.
Esta condicion fue descrita por Patterson, et al.,
por primera vez en 1972 (53), pero los reportes de
€asos son escasos Y, generalmente, se relacionan
con la ocupacion del paciente (54).

Comunmente, el angioedema vibratorio se desen-
cadena al cortar el césped, viajar en motocicleta,
y montar a caballo o en bicicleta de montafia.
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Las profesiones de mayor riesgo incluyen la de
operador de martillo neumatico, la de mecanicoy la
de carpintero, asi como las labores con moledoras
de metal.

Los pacientes se quejan de prurito, generalmente
local, eritema e hinchazoén a los pocos minutos
de la exposicion a la vibracion, pero también,
hay pacientes con cuadros sistémicos. Los sin-
tomas tienen mayor intensidad a las 4 o 6
horas de exposicion y desaparece en menos de
24 horas.
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Todavia no se tiene claro cual es la patogenia de
esta urticaria. Se ha demostrado que se produce
una elevacion de la histamina y degranulacion
de mastocitos, pero los ensayos de transferencia
pasiva han sido negativos. La mayoria de los autores
estan a favor de un mecanismo de hipersensi-
bilidad no inmunolégica. La estimulacion directa
por la vibracion podria llevar a la degranulacion y
liberacién local de histamina (54).

El diagnédstico se establece aplicando un estimulo
vibratorio intenso (normalmente con un mezclador
de voértice o una silla de masajes) sobre el
antebrazo durante diez minutos y manteniendo
el area evaluada bajo observacion durante 4 a 6
horas. La prueba se considera positiva si el area
se torna eritematosa, pruriginosa y edematosa
alrededor de la circunferencia del antebrazo (4,5).
Sin embargo, a diferencia de las otras pruebas
para urticaria inducida, que son muy confiables,
en un estudio se evalud este estimulo en sujetos
sanos y se encontré una reaccion similar en siete
de los 20 evaluados (55).

El tratamiento de eleccion es la evitacion de estos
estimulos, aunque para algunas personas esto
no es factible debido a su profesién. El tratamiento
de los sintomas se hace con antihistaminicos,
aunque los resultados no siempre son satisfac-
torios (56,57).

En el cuadro 2 se resumen los estimulos desen-
cadenantes y las pruebas que se sugieren para el
diagnéstico de las urticarias inducibles.

Conclusion

Las urticarias inducibles tienen un gran impacto en
la poblacion afectada. En esta revision se ofrece
una actualizacion practica para su diagnéstico. La
mayoria de estas urticarias pueden ser detectadas
por el médico de atencién primaria y, en algunos
casos, las pruebas confirmatorias pueden hacerse
durante la consulta (por ejemplo, para la urticaria
dermografica). Sin embargo, en los casos graves
con antecedentes de reaccién sistémica, como
la anafilaxia (especialmente en la urticaria por
contacto con el frio y en la urticaria colinérgica),
es recomendable remitir al paciente a un médico
especializado en el tema que cuente con las
herramientas necesarias para el manejo de las
reacciones adversas durante las pruebas de
provocacion. Es importante indicar a los pacientes
que estas urticarias se presentan usualmente en
los sitios de contacto, pero que puede darse el
caso de una reaccion generalizada.
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La tuberculosis es un problema grave de salud publica a nivel mundial. La Organizacién Mundial de la
Salud estimaba que en el 2012 se habian presentado 8,6 millones de casos nuevos y 1,3 millones de
muertes a causa de la enfermedad. En Colombia, la incidencia en 2011 fue de 24 casos por 100.000
habitantes. No hay informacion sobre la tuberculosis en las mujeres gestantes y la infeccién congénita se
considera una enfermedad rara, de dificil diagnéstico, que genera alta mortalidad y puede confundirse
con la adquirida después del nacimiento. La tuberculosis se ha relacionado con la infeccion por el virus
de la inmunodeficiencia humana en madres y neonatos.

Por otra parte, los casos de sifilis congénita han aumentado en el mundo y, en Colombia, la prevalencia
es de 2,5 casos por 1.000 nacimientos, en tanto que, en el Instituto Materno Infantil-Hospital La Victoria,
la frecuencia es de un caso por 57 nacimientos.

Se presenta el caso de un recién nacido en tratamiento para sifilis congénita que presentd
microcalcificaciones detectadas en una ecografia transfontanelar, lo que alerté sobre la existencia
de otro agente infeccioso. La prueba de PCR fue negativa para citomegalovirus, asi como los titulos
de IgM para toxoplasma, rubéola y herpes | y Il. Dado el antecedente de un tratamiento incompleto
para tuberculosis en la mujer gestante, se sospech6 la presencia de infeccion por el bacilo de la
tuberculosis. No se encontraron bacilos acido-alcohol resistentes en tres muestras de jugo gastrico,
y la prueba de PCR-IS6110 fue positiva en liquido cefalorraquideo y en orina, pero no en sangre. El
recién nacido recibié tratamiento con penicilina cristalina durante 10 dias, asi como con isoniacida,
rifampicina, pirazinamida y estreptomicina. Actualmente se le hace seguimiento clinico.

Palabras clave: recién nacido, tuberculosis, sifilis congénita, ultrasonografia, reacciéon en cadena de
la polimerasa, coinfeccion.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2509
Cerebral microcalcifications in a newborn with congenital tuberculosis

Tuberculosis is a serious public health problem worldwide. In 2012, the World Health Organization
estimated 8.6 million new cases and 1.3 million deaths due to the disease. In 2011, the incidence
in Colombia was 24 cases per 100,000 inhabitants. There is little information about tuberculosis in
pregnant women, and congenital infection is considered a rare disease that is difficult to diagnose,
leads to high mortality, and may be confused with tuberculosis acquired after birth. In addition, it has
been associated with HIV infection in mothers and infants.

Moreover, there is increasing incidence of congenital syphilis in the world. In Colombia, the prevalence
is 2.5 cases per 1,000 births and its frequency in the Instituto Materno Infantil-Hospital La Victoria is
one case per 57 births.

We report the case of a newborn under treatment for congenital syphilis and in whom microcalcifications
were found in a transfontanelar ultrasound. This finding warned about the existence of another infectious
agent. PCR was negative for cytomegalovirus, and IgM titers for toxoplasma, rubella and herpes | and
Il were also negative.
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Tuberculosis congénita

After learning about a history of incomplete treatment for tuberculosis in the mother, we suspected
the presence of an infection by the tubercle bacillus in the newborn. No acid-fast bacilli were
demonstrated in three gastric juice samples. The IS6110 PCR assay was found positive in
cerebrospinal fluid and urine, but not in blood. The newborn was treated with crystalline penicillin
for 10 days along with isoniazid, rifampicin, pyrazinamide and streptomycin. The patient is currently

under clinical monitoring.

Key words: Infant, newborn; tuberculosis,syphilis, congenital; ultrasonography, polymerase chain

reaction, coinfection.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2509

La tuberculosis continda siendo un grave problema
de salud publica en el mundo. La Organizacion
Mundial de la Salud estimaba que en el 2012
se habian presentado 8,6 millones de casos
nuevos y 1,3 millones de muertes a causa de la
enfermedad (1). Segun el Ministerio de Salud,
en el 2011, la incidencia en Colombia fue de 24
casos por 100.000 habitantes y, en la poblacion
indigena, de 61 casos por 100.000 habitantes;
alrededor de 3 % de los casos se reportaron en
menores de cinco afios (2).

No existe informacién sobre la infeccion por el
bacilo de la tuberculosis en las mujeres gestantes,
y la infeccién congénita se ha considerado una
enfermedad rara, dificil de diagnosticar, que genera
mortalidad elevada y puede confundirse con la
adquirida después del nacimiento; la enfermedad
se ha asociado con la infeccién por el HIV en
madres y neonatos (3).

No hay evidencia de que la gestacion tenga
un efecto adverso sobre la tuberculosis ni que
constituya un factor de riesgo para su desarrollo;
sin embargo, el parto es un momento critico para
investigar a las mujeres gestantes en situacion
de riesgo de contraer la enfermedad (4), pues,
al menos, tres cuartas partes de las madres de
neonatos con tuberculosis congénita adquieren
la infeccion tuberculosa primaria durante su
gestacion y su diagnostico se hace después
del parto, cuando se diagnostica la tuberculosis
congeénita en los recién nacidos (5).

Los recién nacidos hijos de madres con tubercu-
losis, tienen mas riesgo de ser prematuros, de
presentar limitaciones en su crecimiento y de morir;
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estos efectos adversos pueden modificarse con el
diagndstico y el tratamiento tempranos en la mujer
gestante (6).

La infeccion congénita y la posnatal temprana
tienen manifestaciones y prondstico similares y, en
ocasiones, es dificil distinguir una de otra, por lo
que se ha sugerido utilizar el término perinatal que
abarca a las dos (7).

Segun Cantwell, se considera que un caso se
trata de tuberculosis congénita cuando se cumple,
al menos, una de las siguientes condiciones: a)
lesiones tuberculosas detectadas en la primera
semana de vida; b) demostracion del complejo
primario hepatico o de granulomas hepaticos
caseosos; c¢) confirmacion de tuberculosis en la
placenta o en el aparato genital femenino materno,
y d) exclusién de transmision posnatal (8).

En la mujer gestante, la bacilemia tuberculosa
puede ocasionar infeccion de la placenta o
del aparato genital materno, por lo tanto, la
infeccion fetal puede darse por via hematégena,
por aspiracion o ingestion del liquido amniético
contaminado, o por contacto directo cuando el feto
atraviesa el canal del parto (8).

En el recién nacido las manifestaciones clinicas
pueden presentarse alrededor del vigésimo dia de
vida; las mas frecuentes son la hepatomegalia, la
esplenomegalia, o ambas, presentes en 65,6 %, la
fiebre en 64,4 %, la dificultad respiratoria en 63,8 %,
la letargia o la irritabilidad en 39,7 % y la tos en
35,5 % de los casos. Los hallazgos de laboratorio
se confunden con los ocasionados por una sepsis
de origen bacteriano comun, hay leucocitosis
con predominio de neutrdfilos y salida de formas
jévenes, trombocitopenia y aumento de la proteina
C reactiva.

La radiografia de térax es anormal en la mayoria
de los casos (93 %), y los hallazgos mas frecuentes
incluyen tuberculosis miliar, presencia de nédulos,
neumonia lobar, intersticial o bronconeumonia (5).
El lavado bronquial es util para recolectar muestras
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para el diagnostico cuando hay compromiso
pulmonar. La prueba de la tuberculina en el
neonato suele ser negativa.

El diagnostico definitivo de la tuberculosis im-
plica demostrar la presencia de Mycobacterium
tuberculosis; la PCR permite el diagnéstico directo
a partir de muestras clinicas y es un método de
laboratorio rapido y sensible (9,10) que, con el
cultivo, es el método diagnéstico de referencia y
constituye una forma segura de detectar el bacilo.
En la mayoria de los estudios se ha utilizado como
blanco de la PCR la secuencia de insercion 1S6110,
presente en multiples copias en el genoma de la
mayoria de las cepas de M. tuberculosis (9).

Para el tratamiento de los recién nacidos con
tuberculosis se utilizan 10 a 15 mg/kg por dia de
isoniacida, 10 a 20 mg/kg por dia de rifampicina,
15 a 30 mg/kg por dia de pirazinamida y 20 a 30
mg/kg por dia de estreptomicina o 15 a 25 mg/kg
por dia de etambutol durante dos meses, seguidos
de isoniacida y rifampicina durante 4 a 10 meses,
dependiendo de la gravedad del cuadro clinico.
Por el riesgo de neuritis Optica, se prefiere la
estreptomicina al etambutol (8,11).

Informe del caso

Se trata de un recién nacido de sexo masculino,
fruto de la segunda gestaciéon de una madre de 44
afos, de raza negra, farmacodependiente, cuyos
examenes de laboratorio en el momento del parto
arrojaron los siguientes resultados: prueba rapida
para HIV, negativa; de IgG para toxoplasma,
positiva, y de IgM, negativa; antigeno de superficie
para hepatitis B, negativo; prueba de VDRL en
sangre, reactiva en dos diluciones, y prueba
treponémica rapida, positiva.

El nacimiento fue atendido en el hospital. La
prueba de Apgar en el neonato fue de 7 en el primer
minuto, de 8 a los 5y de 9 a los 10 minutos. Su
peso fue de 2.530 g (por encima del percentil 10),
la talla, de 49 cm (por encima del percentil 50),
y el perimetro cefalico, de 33 cm (por encima del
percentil 25). Con el test de Capurro se establecid
una edad de gestaciéon de 38 semanas y el peso
era adecuado segun la curva de Lubchenco. No
se encontraron alteraciones en el examen fisico.

Con un diagnéstico de posible caso de sifilis
congénita, se hospitalizé al paciente y se inicié su
tratamiento con penicilina cristalina. Se hicieron
examenes de laboratorio, con los siguientes
resultados: la prueba de VDRL en sangre fue
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reactiva en 8 diluciones, en el cuadro hematico
el nivel de hemoglobina fue de 20 g/dl, el de
hematocrito de 55 %, el volumen de leucocitos fue
de 29.400 por mm?3, el porcentaje de segmentados,
83 %, el de linfocitos, 14 %, el de monocitos, 3 %, y
el recuento de plaquetas, de 238.000 por mm3. Se
registraron 66 Ul/ml de aspartato aminotransferasa
(AST), 3,94 mg/dl de bilirrubina total, 3,53 mg/dl
de indirecta, y la glucemia fue de 102 mg/dl. El
resultado del examen parcial de orina fue normal,
asi como la radiografia de huesos largos.

Al tercer dia de vida se le practico al paciente
una puncion lumbar, y se encontraron 77,7 mg/dl
de proteinas, 13 leucocitos por mm?® y 98 % de
linfocitos; la prueba de VDRL en liquido cefalorra-
quideo no fue reactiva.

En la ecografia transfontanelar que se practico al
quinto dia de vida, se informé: “sistema ventricular
de caracteristicas normales sin signos de hidro-
cefalia ni hemorragia; estructuras de la linea media
sin modificaciones; plexos coroideos y surcos
caudo-talamicos con caracteristicas ecograficas
usuales. No hay colecciones liquidas en la cisura
interhemisférica. Se observan lesiones puntiformes
hiperecogénicas nucleobasales y periventriculares
bilaterales que no dejan sombra acustica posterior,
en escasa cantidad. Estos hallazgos sugieren
microcalcificaciones secundarias a compromiso
infeccioso” (figura 1).

Con base en estos hallazgos, fue necesario
descartar una infecciéon debida a otro agente.
Los resultados de los estudios serologicos fueron
de 1gG positiva e IgM negativa para toxoplasma,
citomegalovirus, rubéola y herpes I; para herpes
II, IgG e IgM negativas; la PCR para citomegalo-
virus tomada a los siete dias de vida, fue negativa.
Los resultados de la valoracién oftalmolégica
fueron normales.

Al conocerse que la madre habia recibido tra-
tamiento antituberculoso incompleto (42 dias)
durante la gestacion, se hicieron estudios para
descartar la presencia de tuberculosis en el
recién nacido: las tres muestras de jugo gastrico
tomadas para verificar la presencia de bacilos
acido-alcohol resistentes fueron negativas; la
ecografia abdominal y la radiografia de térax
fueron normales, y no se hicieron tomografias ni
se aplicé la prueba de tuberculina.

Se enviaron muestras de sangre, de orina y de
liquido cefalorraquideo destinadas a la PCR para M.
tuberculosis, la cual fue positiva en orina y en liquido
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Figura 1. Ecografia transfontanelar: las flechas muestran lesiones
puntiformes e hiperecoicas, indicativas de calcificaciones, de
localizacion bilateral periventricular y en nucleos basales.

cefalorraquideo, mas no en sangre (figura 2). Las
tres muestras se cultivaron en medio Ogawa-Kudoh
y los cultivos fueron negativos.

Se inici6 el tratamiento con isoniacida, rifampicina,
pirazinamida y estreptomicina. A los 36 dias de
vida se le dio de alta al paciente, con tratamiento
ambulatorio supervisado.

En la consulta de seguimiento al cuarto mes de
vida, se encontré un lactante con peso de 7.430 g
(por encima del percentil 50), talla de 64 cm (por
encima del percentil 50) y perimetro craneal de 41
cm (por encima del percentil 15); tenia las manos
empufadas, mal control cefalico, el reflejo de
Landau era negativo y no tenia sostén lateral. En
los examenes de laboratorio de control, la prueba
de VDRL en sangre no fue reactiva, las amino-
transferasas, las bilirrubinas, los nitrogenados vy
el cuadro hematico fueron normales; se verificd
que el esquema de vacunacion era el estipulado
para la edad, y que el tratamiento con isoniacida
y rifampicina se habia aplicado. La valoracion
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MPM 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 2. Electroforesis de los productos de la PCR-IS6110
en un gel de agarosa al 2 % coloreado con bromuro de etidio.
MPM: marcador de peso molecular (1 kb); carril 1: control
positivo, ADN de la cepa de M. tuberculosis H37Rv; carril
2: control negativo; carril 3: control de inhibidores en liquido
cefalorraquideo; carril 4: liquido cefalorraquideo; carril 5:
control de inhibidores en orina; carril 6: orina; carril 7: control
de inhibidores en sangre; carril 8: sangre.

por fisiatria evidencié que el desarrollo neuroldgico
correspondia al de un nifio de dos meses y medio,
por lo que se solicitd una resonancia magnética
de cerebro y se remitié al paciente a terapias y
a neuropediatria.

En el control a los seis meses,el peso del paciente
fue de 8.940 g (por encima del percentil 85), la talla
de 68 cm (por encima del percentil 50) y el peri-
metro craneal de 44 cm (por encima del percentil
50); la disminucioén del tono persistia, tenia sostén
cefalico y sonreia, pero todavia no tenia defensas
laterales ni reflejo de Landau. El paciente continuaba
recibiendo isoniacida y rifampicina. La resonancia
magnética cerebral no mostro alteraciones.

Los siguientes fueron los datos de la historia clinica
materna: una ecografia obstétrica hecha a las
10 semanas de edad de gestacion fue normal. A
las 26 semanas de gestacion fue hospitalizada
con diagnostico de neumonia adquirida en la
comunidad y la baciloscopia fue positiva, con
mas de 10 bacilos acido-alcohol resistentes. La
serologia para HIV y el antigeno de superficie para
hepatitis B, fueron negativos; la determinacién de
albumina fue de 2,3 g/dl y la ecografia obstétrica
fue normal. La paciente se sometié a tratamiento
antituberculoso durante 42 dias.

A las 33 semanas de gestacion, se practicé una
ecografia obstétrica que fue normal, la prueba de
VDRL fue reactiva en 8 diluciones, y la baciloscopia
de control fue negativa. Se le dio tratamiento
con penicilina benzatinica y no se documenté
el tratamiento para sifilis del compafiero de la
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paciente. En el momento del parto, la prueba de
VDRL fue reactiva en dos diluciones y se reinicio
el tratamiento para tuberculosis.

En un control a los tres meses del parto, la
paciente refirid mala tolerancia al tratamiento anti-
tuberculoso. La prueba de VDRL de control fue
reactiva en ocho diluciones, el resultado de la
prueba de VSG fue de 28 mm/hora y la radiografia
de tdérax revel6 fibroatelectasia apical bilateral
con cavitaciones. Dada la condicién de habitante
de la calle de la madre, de su drogadiccion y
desnutricion, y del diagnéstico de tuberculosis y
de nueva infeccion por Treponema pallidum, se
formuld penicilina benzatinica y se continu6 el
tratamiento para la tuberculosis.

Discusion

La historia clinica que se presenta corresponde,
segun los criterios de Cantwell, a un caso
de tuberculosis congénita, diagnosticado por
PCR en muestras de liquido cefalorraquideo y
orina tomadas al tercer y al octavo dia de vida,
respectivamente, en un recién nacido hijo de una
madre de raza negra, habitante de la calle con
antecedentes de farmacodependencia y desnutri-
cion, que fue hospitalizado por cumplir con los
criterios del diagnostico de sifilis congénita:
la prueba de VDRL evidencidé cuatro veces la
cantidad de los titulos maternos y un aumento
en los niveles de la aspartato aminotransferasa,
lo que era indicativo de la coexistencia de dos
infecciones consideradas como problemas de
salud publica.

La coexistencia de estas dos infecciones se ha
descrito en otras ocasiones. En un estudio en
Baltimore en pacientes que asistian a la clinica
de tuberculosis, se encontrd6 que 9 % de ellos
tenia antecedentes de sifilis y que 13,6 % habia
hecho, por lo menos, una visita a la clinica de
enfermedades de transmision sexual, frecuencias
que aumentaban en la poblacion negra a 13,6 y
16,5 %, respectivamente; por ello, la deteccion
cruzada de sifilis y tuberculosis seria un mecanismo
para la identificacién de nuevos casos e incremen-
taria la eficiencia del sistema de salud (12).

En los recién nacidos, la valoracién inicial de las
estructuras intracraneales mediante ultrasonogra-
fia transfontanelar es el método diagndstico mas
usado desde la década de los ochenta (13),
aunque su sensibilidad y su especificidad son bajas
para el diagnostico del compromiso neurolégico
de enfermedades infecciosas (14).
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En este caso, el hallazgo de calcificaciones pun-
tiformes periventriculares y en nucleos basales,
escasas, en la ecografia transfontanelar, advirtio al
equipo médico sobre la existencia de otro agente
infeccioso diferente a T. pallidum, pues se sabe
que este no ocasiona calcificaciones cerebrales,
lo que obligd a descartar una infeccion por toxo-
plasma, citomegalovirus, rubéola o herpes | y Il,
las cuales originan calcificaciones cerebrales en el
periodo perinatal (15-18). Tampoco se documenté
ningun episodio de hipoxia isquémica, pues se
sabe que, cuando estos se presentan en neonatos
a término y prematuros, aparecen calcificaciones
en los ganglios basales, la corteza cerebral y el
hipocampo (19).

El compromiso del sistema nervioso en la tubercu-
losis se describié en 1825 (20). Esta forma, la mas
grave de la enfermedad, se presenta en cerca
de 1 % de los casos, con una gran morbilidad y
mortalidad (21). En los casos de tuberculosis
congénita, la mortalidad se ha asociado con el
hallazgo de lesiones intracraneales (5).

El compromiso del sistema nervioso se clasifica
en formas meningoencefélicas, formas espinales
y lesiones expansivas intracraneales (22). En este
paciente, dicho compromiso podria corresponder al
primero de los dos pasos de un modelo descrito en
el cual habria una siembra en el sistema nervioso
central por via hematégena y se formaria el foco
que posteriormente creceria y maduraria en un
tubérculo caseoso que, al romperse, ocasionaria
tuberculosis meningea (21).

A pesar de que las condiciones del paciente hacian
pensar en un resultado adverso (6), se presume que
el curso clinico se vio favorecido por tratarse de un
neonato a término, sin restriccion de crecimiento
y sin manifestaciones sistémicas, en quien se
instauro el tratamiento temprano y cuya madre tuvo
resultados negativos para HIV y recibio tratamiento
antituberculoso durante 42 dias antes del parto
ante el resultado positivo de la baciloscopia hacia
la semana 24 de gestacion (23).

El diagnéstico de la tuberculosis congénita de loca-
lizacién cerebral es dificil, pues no es frecuente
encontrar el bacilo en el extendido de liquido
cefalorraquideo y se necesitan varias semanas
para cultivarlo; pero, incluso si ambas pruebas
son negativas, el diagndstico no se puede excluir.
La PCR es de utilidad para el diagnéstico de la
tuberculosis extrapulmonar (24), a pesar de que
se han informado resultados contradictorios en
cuanto a su sensibilidad y especificidad (25).
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En el presente caso, los cultivos fueron negativos.
La falta de concordancia entre el resultado de la
PCR en sangre y el de la prueba en orina y liquido
cefalorraquideo, puede explicarse por la variacion
de la sensibilidad y la especificidad de la secuencia
IS6110, pues se ha informado que en algunas mues-
tras extrapulmonares la sensibilidad puede ser nula,
sobre todo cuando el extendido es negativo (25).

Al revisar la historia clinica de la madre durante
la gestacion, no se registré ningun hallazgo que
pudiera hacer sospechar el compromiso en el feto.
En la literatura cientifica se encuentran multiples
publicaciones sobre casos de tuberculosis en
mujeres gestantes, especialmente extrapulmonar,
en muy pocos de los cuales se describen los
hallazgos en el feto. Se ha descrito retardo del
crecimiento intrauterino y prematuridad, hepa-
tomegalia y sindrome de dificultad respiratoria
neonatal atribuibles a la tuberculosis, sin que
se hubiera sospechado su presencia (26). Se
encontré un informe sobre derrame pleural sin otros
hallazgos de eritroblastosis fetal, en el caso de una
mujer gestante en quien se descartd infeccion por
toxoplasma, por citomegalovirus, rubéola y herpes
simple, y en el que el neonato fallecio y el diagndstico
se hizo post mortem mediante PCR (27).

En este caso, la descripcion y el seguimiento
del curso clinico en la madre fue dificultoso, no
solamente por la coexistencia de infecciones (sifilis
y tuberculosis), sino por la presencia de factores
econdmicos, sociales y nutricionales desfavorables
(consumo de sustancias psicoactivas, condicion de
habitante de la calle y desnutricién), cuya impor-
tancia como factores sociales determinantes en el
curso de la tuberculosis es bien conocida (28).

Son pocos los casos de tuberculosis congénita
que se han reportado en nuestro pais, y el
que aqui se presenta constituye una llamada
de atencién para fomentar su busqueda en la
poblacion de gestantes con infeccion por T.
pallidum, consumidora de sustancias psico-
activas y habitante de la calle, la cual crece
constantemente y esta en alto riesgo de contraer
otra de las llamadas infecciones emergentes.
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Introduccion. Las escalas de esfuerzo percibido cuantifican la sensacién causada por los cambios
metabdlicos durante el ejercicio. Debido a su inmadurez cognitiva, los nifios necesitan instrumentos
adaptados, motivo por el cual se desarrollé la escala de medicién de esfuerzo percibido infantil,
EPInfant.

Objetivo. Determinar la validez y confiabilidad de la escala EPInfant durante una prueba de ejercicio
de intensidad gradualmente creciente.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio de corte transversal. Se seleccionaron nifios de dos grupos
de edad por categoria de desarrollo cognitivo: de 8 a 12 afios (operaciones concretas) y de 13 a
15 afios (inteligencia formal). Todos respondieron el test de Chester y se registraron su frecuencia
cardiaca, la carga de trabajo y el esfuerzo percibido durante la prueba. Los coeficientes r de Pearson y
de correlacion intraclase se emplearon para determinar la validez y la confiabilidad.

Resultados. De 75 nifios participantes, 35 (18 hombres) se clasificaron en el grupo de operaciones
concretas y 40 (20 hombres) en el de inteligencia formal. En los cuatro grupos la frecuencia cardiaca
y el esfuerzo percibido se incrementaron durante la prueba (p<0,0001). El esfuerzo percibido se
correlaciond con la frecuencia cardiaca en los grupos de operaciones concretas e inteligencia formal
en hombres y mujeres: r=0,73, r=0,58, r=0,43 y r=0,62, respectivamente (p<0,0001). Los modelos
de regresion fueron significativos en los cuatro grupos. En el subgrupo perteneciente a la etapa de
operaciones concretas, el coeficiente de correlacion intraclase fue de 0,88 (0,82-0,92) en hombres y
de 0,94 (0,91-0,96) en mujeres.

Conclusion. La escala EPInfant resulté valida para medir el esfuerzo percibido durante el ejercicio
en nifios y nifias con distintos niveles de madurez cognitiva, y fue confiable en los nifios del grupo de
operaciones concretas.

Palabras clave: reproducibilidad de resultados, validez de las pruebas, estudios de validacién como
asunto, tolerancia al ejercicio, esfuerzo fisico, cognicion, nifio, adolescente.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2720
Initial validation of the scale of perceived exertion (EPInfant) in Chilean children

Introduction: Perceived exertion scales quantify the sensation caused by metabolic changes during
exercise. Children need tailored tools due to their cognitive immaturity such as the EPInfant scale
recently developed in Chile.

Objective: To determine the validity and reliability of the EPInfant scale in children during a graded
exercise test.

Materials and methods: We conducted a cross-sectional study for which we selected healthy children
younger than 18 years and grouped them according to Piaget's stages of cognitive maturity: Concrete
operations (8-12 years) and formal intelligence (13-15 years). The Chester step test was used and
heart rate, workload and perceived exertion were recorded during the test. Pearson r and intraclass
correlation coefficients were used to assess validity and reliability, respectively.

Results: 75 children were admitted, 35 (18 male) from the concrete operations group and 40 (20 male)
from the formal intelligence group. In the four groups, heart rate and perceived exertion increased
significantly with exercise intensity (p<0.0001). Perceived exertion was correlated with heart rate in both
the concrete operation and the formal intelligence groups and in males and females (r=0.73, r=0.58,

Contribucion de los autores:
lvan Rodriguez-Nufez: medicion de variables
Ambos autores participaron en el andlisis estadistico y la redaccion del manuscrito.
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r=0.43, r=0.62, respectively; p<0.0001). Regression models were significant in all groups (p<0.0001).
In the concrete operations group the intraclass correlation coefficient was 0.88 (0.82-0.92) in men and

0.94 (0.91-0.96) in women.

Conclusion: EPInfant scale was a reliable and valid instrument to measure perceived exertion
during exercise in children with different levels of cognitive maturity, and it was reliable in the concrete

operations group of children.

Key words: Reproducibility of results, validity of tests, validation studies as topic, exercise tolerance,

physical exertion, cognition, child, adolescent.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2720

Las escalas de medicion del esfuerzo percibido se
utilizan comunmente para cuantificar la sensacion
causada por los cambios metabdlicos que ocurren
durante el ejercicio. Las escalas existentes se
desarrollaron y validaron inicialmente para la
poblacién adulta (1-3). La escala numérica de
Borg tiene una orientacion vertical ascendente de
6 a 20 puntos y fue disefiada para proveer datos
perceptuales lineales con el ritmo cardiaco y la
carga de trabajo. El propdsito de esta distribucion
numeérica es asociar el grado de esfuerzo percibido
(multiplicado por diez) con la frecuencia cardiaca
durante el ejercicio (1).

La escala de Borg se ha utilizado en diversos
contextos como herramienta para cuantificar el
esfuerzo percibido y para reproducir la intensidad
del ejercicio (4-7). En este modelo se observa que,
a medida que la intensidad del ejercicio crece de
forma constante, también aumenta la percepcion
del esfuerzo asociado al estrés fisioldgico en
respuesta a la intensidad progresiva del trabajo, lo
que evidencia la correlacion positiva entre ambas
variables (1,8).

Sin embargo, los nifios no tienen la madurez
cognitiva suficiente para entender los descripto-
res numéricos de estrés fisiolégico disefiados
para adultos, ya que su desarrollo cognitivo
no constituye un proceso lineal sino que se
caracteriza por cuatro periodos distintos, de los
cuales el de operaciones concretas (8-12 afos)
y el de inteligencia formal (13 hasta la adultez),
corresponden al grupo de sujetos que utiliza
mas frecuentemente el esfuerzo percibido como
variable de medicion durante el ejercicio (8).
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En virtud de lo anterior, se han desarrollado ins-
trumentos adaptados a los nifios, los cuales han
demostrado un rendimiento aceptable en cuanto a
sus propiedades psicométricas (9-15). Son escasas
las escalas adecuadas en idioma espafol. En
Chile, se han elaborado algunas para cuantificar
el esfuerzo percibido en nifios (16,17), las cuales
son adaptaciones arbitrarias de la escala de
Borg, pero hasta ahora no se han hecho estudios
para determinar sus propiedades psicométricas
y hay discrepancias sobre la utilidad clinica de
los resultados (18), por lo que se desarrollé un
nuevo instrumento para evaluar la percepcion
del esfuerzo en poblacion infantil, denominado
escala de medicidon de esfuerzo percibido infantil
(EPInfant). Este instrumento se disefid mediante
una metodologia orientada a disminuir potenciales
fuentes de error sistematico, y sus descriptores
verbales e ilustraciones visuales se adaptaron para
nifios con diversos niveles de desarrollo cognitivo.
Sin embargo, su rendimiento no se habia valorado
durante una prueba de ejercicio de intensidad
gradualmente creciente.

En este marco, el objetivo del presente estudio fue
determinar la validez y la confiabilidad de la escala
EPInfant en nifios chilenos durante una prueba de
ejercicio de intensidad creciente en escalén.
Materiales y métodos

Disefio

Se hizo un estudio de corte transversal en el
cual la valoracion del esfuerzo percibido se
bas6 en el paradigma de estimacion perceptual
durante un protocolo de ejercicio de intensidad
gradualmente creciente. Para la evaluacion de
la validez se consideré un paradigma de criterio
concurrente mediante la correlacion entre el
criterio de referencia (frecuencia cardiaca) y la
variable concurrente dada por la percepcion del
esfuerzo. Ademas, en un subgrupo de la muestra
se empled un disefio de prueba-reprueba, con el
fin de valorar la confiabilidad entre observadores
del instrumento. En este subgrupo se hicieron dos
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pruebas de ejercicio con una semana de intervalo
entre ellas, en las cuales el esfuerzo percibido fue
medido por un segundo evaluador capacitado.

Poblaciéon

Mediante un muestreo no probabilistico por
conveniencia, se seleccionaron sujetos sanos,
menores de 18 afos y de ambos sexos, matricu-
lados en dos colegios publicos de la ciudad de
Concepcion, Chile. Antes del inicio del protocolo de
estudio, se les practicé un examen fisico toracico
a cada uno de los sujetos y se les pidié completar
una lista de chequeo destinada a descartar la
presencia de alguna enfermedad cardiorrespiratoria
concomitante. Se excluyeron los sujetos con déficit
cognitivo, los obesos y aquellos con enfermedades
neuromotoras que les impidieran hacer ejercicio.
Los sujetos se clasificaron en dos grupos de edad
de acuerdo con las etapas del desarrollo cognitivo
descritas por Piaget (8): operaciones concretas
(8-12 anos) e inteligencia formal (13-15 afios).

Tamafo de la muestra

Se considerd un coeficiente de correlacion r de
Pearson de 0,43, registrado como el mas bajo
en este estudio en el subgrupo de hombres con
inteligencia formal, por lo cual, considerando un
contraste de hipétesis con planteamiento bilateral,
un riesgo de error de tipo | de 5 % y una potencia
estadistica de 80 %, la muestra minima estimada
fue de 40 sujetos.

Escala de medicién de esfuerzo percibido
(EPInfant)

La escala EPInfant es un instrumento desarrollado
para cuantificar el esfuerzo percibido general en
la poblacion infantil con base en un protocolo de
elaboracién y validacién de contenido. El proceso
metodolégico de su disefio se dividid en tres
etapas. En la primera, se conformd un panel de
cinco profesionales expertos con mas de cuatro
afios de experiencia y con al menos un curso de
posgrado en areas disciplinares dedicadas a la
salud y la educacion del nifio (dos kinesidlogos, dos
psicélogos y un médico pediatra broncopulmonar),
que hicieron recomendaciones para el disefio de la
escala. En la segunda etapa, se revisaron articulos
cientificos relacionados, con el fin de identificar los
instrumentos con mas altos coeficientes de validez
de criterios que aportaran elementos metodoldgicos
a la elaboracion de la nueva escala. En la tercera
etapa, se evalud la validez de contenido, cuyo
indice general fue mayor de 0,95.

Validacion inicial de la escala EPInfant en nifios chilenos

La escala EPInfant posee descriptores numéricos,
verbales e ilustraciones que muestran a un nifo que
hace ejercicio continuo con intensidad creciente
y cuya expresion facial cambia de acuerdo con la
intensidad del esfuerzo percibido. Ademas, cuenta
con barras verticales de color rojo cuya tonalidad
aumenta a medida que su longitud crece exponen-
cialmente (de izquierda a derecha) (figura 1).

Protocolo de induccién

Una semana antes de la prueba de ejercicio, se hizo
una sesion de induccidn en la que se registraron
la edad, el sexo y las variables antropométricas.
El peso y la estatura se determinaron usando una
balanza analoga. Cada participante se familiarizé
con la prueba de ejercicio y recibid instrucciones
sobre la escala. El panel de instrucciones de uso
de la escala se detalla en el cuadro 1.

Prueba de ejercicio

Se llevé a cabo la prueba de escalon de Chester,
que es una prueba de intensidad creciente y
continua validada en sujetos sanos y que se aplica
en distintos contextos (19-22). La prueba consiste
en subir y bajar un escalén de 20 cm de altura a una
velocidad creciente indicada por una sefal sonora.
Tiene cinco niveles segun la cantidad de ciclos
(cada uno equivalente a un ascenso y un descenso
con ambos pies), que la persona debe realizar en un
minuto: nivel 1, 15 ciclos; nivel 2, 20 ciclos; nivel 3,
25 ciclos; nivel 4, 30 ciclos, y nivel 5, 35 ciclos. Cada
nivel tiene una duracion de dos minutos, es decir
que la duracion total de la prueba es de 10 minutos.
La carga de trabajo (Watts) se calcula mediante la
siguiente férmula: altura del escalén (m) x nimero
total de ciclos x peso (kg) x 0,16357 (22).

La prueba puede ser suspendida por el sujeto en
presencia de sintomas (disnea o maxima fatiga
de piernas),o por el evaluador, cuando el sujeto
no puede mantener el ritmo durante un lapso de
15 segundos.

Antes de iniciar la prueba, el sujeto debe
permanecer en reposo durante 10 minutos,
tiempo en el cual se registra la saturacién de
oxigeno, el esfuerzo percibido utilizando la escala
EPInfant, la frecuencia cardiaca con un monitor
cardiorrespiratorio de marca Polar®, y la frecuencia
cardiaca maxima calculada mediante la férmula de
Tanaka: [208 - (0,7 x edad)] (23).

Durante la prueba se registraron el esfuerzo
percibido, la frecuencia cardiaca y la saturacion
de oxigeno en los ultimos 20 segundos de cada
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Estoy muy cansado,
necesito detenerme.

Estoy bastante
cansado.

Estoy cansado,
el ejercicio comienza
a costarme.

Estoy un poco
cansado.

No estoy cansado,
el ejercicio es facil.

£

Figura 1. Escala de medicion de esfuerzo percibido infantil (EPInfant)

Cuadro 1. Recomendaciones para la aplicacion de la escala de medicion de esfuerzo percibido infantil, EPInfant

La escala EPInfant es un instrumento disefiado para cuantificar el nivel de esfuerzo corporal global percibido en nifios y
adolescentes (menores de 18 afios) durante el ejercicio fisico.

Debe hacerse una induccion antes del inicio del ejercicio fisico, explicandola en términos sencillos apropiados para la edad
cognitiva del sujeto.

Si el nifio o nifia no sabe leer, se sugiere dar instrucciones para la interpretacién del esfuerzo percibido mediante las
ilustraciones de nifios haciendo ejercicio.

Para una adecuada medicion de la percepcion de esfuerzo, el sujeto debe contestar a la siguiente pregunta: ; Cuan cansado
te encuentras durante el ejercicio? La pregunta debe ir dirigida a valorar la percepcion de esfuerzo corporal global, incluidas
la fatiga de piernas y la disnea.

A continuacion se da un ejemplo de instruccion apropiada:

Antes, durante y después del ejercicio, te preguntaré cuan cansado te encuentras.

Debes utilizar los nimeros, las palabras o los nifios para indicarme tu nivel de cansancio durante la actividad.
Observa al nifio que se encuentra al inicio de la escala, si te sientes como él, significa que no te encuentras cansado.
Observa a los nifios que se encuentran en el centro de la escala (niveles 5y 6), si te sientes como ellos, significa que
te encuentras cansado pero puedes seguir haciendo ejercicio.

Observa al nifio que se encuentra al final de la escala, si te sientes como él, significa que te encuentras muy cansado
y no puedes seguir haciendo ejercicio.

Puedes utilizar cualquiera de los nimeros, frases o imagenes de nifios de la escala, para decirme cuan cansado te
sientes. No existe una respuesta correcta o incorrecta.
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minuto. Para determinar la frecuencia cardiaca
media, en cada nivel se calculé el valor medio
entre el primer y el segundo minuto de cada etapa
de la prueba.

Una semana mas tarde, un subgrupo de sujetos
del grupo de operaciones concretas (17 hombres
y 14 mujeres) hizo una segunda prueba en la que
el esfuerzo percibido fue medido por un segundo
evaluador para determinar la confiabilidad entre
observadores.

Consideraciones éticas

El estudio fue autorizado por ambos estable-
cimientos educativos y aprobado por el Comité
Cientifico de la Universidad San Sebastian
de Chile. Los padres de los nifios firmaron un
consentimiento informado, asi como los nifos
mayores de 12 afos antes de participar en
el estudio.

Plan de andlisis

Se hizo un analisis exploratorio de los datos
utilizando el paquete estadistico MedCalc 14,8, v,
posteriormente, se aplicod la estadistica descriptiva
calculando el promedio y la desviacion estandar
para las variables cuantitativas. Se utilizé un
ANOVA y un analisis post hoc mediante el método
de Scheffé para evaluar la diferencia entre los
grupos, asi como un ANOVA para medidas
repetidas, con el fin de valorar las diferencias de
las medias de la frecuencia cardiaca, la carga de
trabajo y el esfuerzo percibido entre los distintos
niveles de intensidad de la prueba.

Se utilizo el coeficiente de correlacion r de Pearson
para evaluar la asociacion entre el esfuerzo per-
cibido y la frecuencia cardiaca, y un analisis de
regresion lineal para la construccion del modelo
de estimacion de la frecuencia cardiaca a partir del

Validacion inicial de la escala EPInfant en nifios chilenos

esfuerzo percibido. Los coeficientes de correlaciéon
se sometieron a la transformacion z de Fisher, con
el fin de valorar la diferencia entre los niveles de
correlacion segun sexo y grupo de edad.

La confiabilidad entre observadores se evalud
mediante el coeficiente de correlacion intraclase
y el método de Bland-Altman, de los cuales
el primero corresponde a la proporcion de la
variabilidad total que no es producida por error de
medicion y el segundo muestra la diferencia media
entre las mediciones a lo largo de las categorias
de la escala. Los resultados se expresaron en
valores absolutos y con un intervalo de confianza
(IC) de 95 %. Se considerd significativo un valor
de p<0,05.

Resultados
Caracterizacion de la muestra

En el estudio participaron 75 nifios y adolescentes
sanos, de los cuales 35 tenian entre 8 y 12 afios de
edad (etapa de operaciones concretas) y 40, entre
13 y 15 anos (etapa de operaciones formales).
En el cuadro 2 se precisan las caracteristicas
generales de la muestra.

Respuesta fisiologica durante el test de Chester

Todos los participantes hicieron la prueba; no
obstante, tres de las mujeres (una del grupo
de operaciones concretas y dos del grupo de
inteligencia formal) completaron solo cuatro de
los cinco niveles. Se observaron diferencias
significativas entre los grupos en cuanto a la
magnitud de la intensidad de trabajo en cada nivel
(cuadro 3). Los hombres y las mujeres de 13 a 15
anos desarrollaron una mayor carga de trabajo que
los de 8 a 12 afios (p=0,0001). En ambos grupos
de edad los varones desarrollaron una mayor carga
de trabajo que las mujeres (p=0,0001).

Cuadro 2. Caracteristicas generales de la muestra y resultados al final del test de Chester

Grupo de 8 a 12 afios

Grupo de 13 a 15 afios

Hombre (n=18) Mujer (n=17) Hombre (n=20) Mujer (n=20)
Edad (afos) 10,0+0,7 8,8+1,0 14,2+0,8 14,1+0,8
Peso (kg) 41,0£8,4 31,245,6 62,2+8,9 55,7+8,9
Estatura (cm) 144,8+10,7 133,816,9 173,511 167,317
Frecuencia cardiaca maxima 200,9+0,92 201,5+0,79 197,9+0,57 198,0+0,56
tedrica (latidos por minuto)
Frecuencia cardiaca maxima 160,2+15,1 165,2+14,0 150,3+17,1 171,2411,4
(latidos por minuto)
Esfuerzo percibido maximo 6,7+1,8 7,312,2 2,8t1,4 3,842,3

Los resultados se expresan en promedios y desviacion estandar.
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Cuadro 3. Carga de trabajo durante el test de Chester
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Grupo de 8 a12 afios Grupo de 13 a15 afios p*
Niveles Hombre Mujer Hombre Mujer <0,0001
[ (W) 20,4 (18,3-22,5) 15,3 (13,8-16,8) 30,9 (29,0-32,9)° 27,3 (25,2-29,3) <0,0001
11 (W) 27,3 (24,5-30,1) 20,4 (18,5-25,3) 41,2 (38,6-43,8) 36,4 (33,7-39,2)° <0,0001
I (w) 34,2 (30,6-37,7) 25,9 (23,2-28,6)° 51,6 (48,3-54,8)° 45,5 (42,1-48,9)° <0,0001
IV (W) 41,1 (36,8-45,3)° 30,5 (27,7-33,4)° 61,9 (58,0-65,8) 54,6 (50,5-58,7)° <0,0001
V (W) 47,9 (42,9-52,9) 35,5 (32,3-38,6)° 72,2 (67,6-76,7) 61,0 (58,0-64,0)° <0,0001

Los resultados se expresan en promedios y el intervalo de confianza fue de 95 %
Hubo una diferencia estadisticamente significativa entre la carga de trabajo de los grupos (p<0,0001). Se hizo un ANOVA de medidas repetidas.

* Se hizo un ANOVA.

2y b hubo una diferencia estadisticamente significativa entre las parejas (prueba de Scheffé).

Se evidenciaron diferencias significativas entre
los grupos con respecto al esfuerzo percibido y
la frecuencia cardiaca alcanzada al final de la
prueba (p=0,001). En este contexto, en el analisis
post hoc se constaté que las mujeres del grupo
de inteligencia formal alcanzaron una mayor
frecuencia cardiaca maxima que los hombres del
mismo grupo de edad; los hombres y las mujeres
del grupo de operaciones concretas alcanzaron
un mayor nivel de esfuerzo percibido al final de la
prueba, comparados con aquellos pertenecientes al
grupo de inteligencia formal (p=0,0001) (cuadro 2).
Ademas, en hombres y mujeres de ambos grupos
de edad se observé que tanto la frecuencia cardiaca
como el esfuerzo percibido se incrementaron de
forma significativa de acuerdo con los niveles
de intensidad desarrollados durante la prueba
(p<0,0001). En la figura 2 (A'y B) se aprecian las
medias de la frecuencia cardiaca y el esfuerzo
percibido, y sus respectivas desviaciones estandar
en cada nivel del test de Chester.

Validez de la escala EPInfant

El esfuerzo percibido se correlacion6 positiva-
mente con la frecuencia cardiaca en los cuatro
grupos estudiados (p=0,0001). Sin embargo, en
los hombres de 13 a 15 afios se observd un menor
nivel de correlacién entre la frecuencia cardiaca
y el esfuerzo percibido que en los del grupo de
8 a 12 anos del mismo sexo (p=0,003). En el
cuadro 4 se detalla la matriz de correlacién entre
el esfuerzo percibido y la frecuencia cardiaca
durante el test de Chester en cada subgrupo de la
muestra estudiada.

Por otra parte, todos los modelos de regresion fueron
estadisticamente significativos. En el cuadro 5 se
muestran las ecuaciones utilizadas para estimar
la frecuencia cardiaca a partir del esfuerzo perci-
bido en cada subgrupo de la muestra estudiada
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y, en las figuras 3 y 4 (A y B), se observan los
modelos de regresién del esfuerzo percibido y la
frecuencia cardiaca.
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Figura 2. Respuesta fisiolégica durante el test de Chester en
la muestra total. A. Respuesta de la frecuencia cardiaca. B.
Respuesta del esfuerzo percibido (EPInfant). Los resultados se
expresan en promedios y desviacion estandar.

Hubo una diferencia estadisticamente significativa entre las
medidas repetidas de las variables a lo largo del test en todos
los subgrupos estudiados (p<0,05). Se empled un ANOVA de
medidas repetidas.
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Cuadro 4. Matriz de correlaciones entre el esfuerzo percibido
(EPInfant) y la frecuencia cardiaca durante el test de Chester

Muestra rde |c95%* p
Pearson

Hombre (8-12 afios) 0,73 0,65-0,79*  0,0001

Mujer (8-12 aiios) 0,58 0,46-0,68 0,0001

Hombre (13-15 afios) 0,43 0,30-0,53*  0,0001

Mujer (13-15 afios) 0,62 0,52-0,70 0,0001

IC: intervalo de confianza
Hubo diferencia estadistica entre los niveles de correlacion.

Cuadro 5. Ecuaciones de regresion para la estimacion de la
frecuencia cardiaca a partir del esfuerzo percibido (EPInfant)

Muestra Ecuacién p

Hombre (8-12 aiios) FC =-7,28 + 0,085EP 0,0001
Mujer (8-12 afios) FC =-4,61 + 0,067EP 0,0001
Hombre (13-15 afios) FC =-1,87 + 0,023EP 0,0001
Mujer (13-15 afios) FC =-4,81 + 0,045EP 0,0001

FC: frecuencia cardiaca
EP: esfuerzo percibido medido mediante la escala EPInfant

En cuanto a la confiabilidad entre observadores,
el coeficiente de correlaciéon intraclase global
calculado fue de 0,88 (0,82-0,92) en hombres vy
de 0,94 (0,91-0,96) en mujeres. En la figura 5 se
muestra el analisis de las diferencias individuales
del esfuerzo percibido hecho mediante el método
de Bland y Altman, en el cual se observa que el
promedio de la diferencia del esfuerzo percibido
fue de 0,9 (—1,8 a 3,6) en ambos sexos.

Discusidn

Los principales hallazgos del estudio fueron
los siguientes: la escala EPInfant mostré una
correlacién positiva con la frecuencia cardiaca y

un gran nivel de confiabilidad durante una prueba
de ejercicio de intensidad creciente en escalon.

La escala es un instrumento que incluye des-
criptores gréaficos apropiados para las distintas
etapas de madurez cognitiva de sujetos menores
de 18 anos, razon por la cual se estudiaron dos
grupos de edad establecidos segun la clasificacion
de Piaget (8).

Por otra parte, las cargas de trabajo desarrolladas
durante la prueba fueron significativamente dis-
tintas entre sujetos del mismo sexo y distinta edad
(cuadro 2), lo cual responde a que el calculo de
la carga (Watts) durante la prueba se hizo en
funcion de la estatura y el peso (21). En la muestra
estudiada, los sujetos del grupo de 13 a 15 afios
tenian mayor estatura y peso que los del grupo
de 8 a 12 anos.

Validacion inicial de la escala EPInfant en nifios chilenos

Con respecto a la respuesta fisiolégica durante
el test de Chester, solo las mujeres del grupo de
inteligencia formal alcanzaron una frecuencia car-
diaca significativamente superior al resto de los
sujetos. Ninguno de los subgrupos supero el umbral
de 90 % de frecuencia cardiaca maxima teorica
(grupo de 8 a 12 afos: 79,7 % y 81,9 %; grupo
de13 a 15 afios: 75,9 % y 86,4 %, en hombres y
mujeres, respectivamente). Esto sugiere que la
prueba de ejercicio se comporté como una prueba
de intensidad gradualmente creciente ‘submaxima’,
como ya se ha descrito en la literatura cientifica. En
una muestra de adultos jovenes sanos (con edad
promedio de 22,4 afos), Buckley, et al., observaron
que la frecuencia cardiaca al final de la prueba de
ejercicio alcanzo el 81,1 % de la frecuencia cardiaca
maxima; ademas, la percepcion del esfuerzo llegé
a 14,2 puntos en la escala de Borg (6 a 20), lo cual
equivale a un 71 % del valor maximo teorico (19).
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Figura 3. Analisis de regresion lineal de la frecuencia cardiaca
en funcion del esfuerzo percibido (EPInfant) durante el test de
Chester en los sujetos pertenecientes a la etapa de operaciones
concretas (8-12 afios). A. Hombres. B. Mujeres. Laraya continua
representa la linea de regresion y la segmentada representa el
intervalo de confianza de 95 %.
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En este estudio ningun grupo supero los 8 puntos
de esfuerzo percibido. Se debe considerar que
durante la etapa de induccién se enfatizé en que
la escala EPInfant pretende medir el esfuerzo
percibido general y no local (por ejemplo, fatiga
de piernas); por este motivo, es de esperarse que
una prueba de escaldn, cuyo estimulo fatigante
va dirigido principalmente a la musculatura de las
piernas, produzca una percepcion de esfuerzo
general inferior a la percepcion de esfuerzo
en las extremidades inferiores. En 40 nifios de
ambos sexos entre los 10 y los 11 afios de edad,
Robertson, et al., constataron que el esfuerzo
percibido general fue inferior a la percepcion de
fatiga en las piernas durante una prueba de escalon
de intensidad creciente (24). En su estudio, el nivel
general de esfuerzo percibido y el de fatiga en las
piernas al final de la prueba, fueron cercanos a 8 y
9, respectivamente, lo que es similar a lo observado
en este estudio en el grupo de 8 a 12 afos.

Vale la pena destacar que en ambos grupos de edad
se utilizdé una altura unica del escalén (20 cm), lo
cual puede explicar el hecho de que los participan-
tes del grupo de 8 a 12 afios experimentaran un
mayor esfuerzo percibido que los sujetos del otro
grupo, puesto que al tener una menor estatura
respecto a la altura del escalén se produjo un
mayor estrés fisioldégico durante el ejercicio. Esto
concuerda con lo descrito por Yelling, et al., quienes
observaron mayores niveles de esfuerzo percibido
en nifios de 11 y 12 afos que en aquellos de 14 y
15 durante una prueba de intensidad creciente en
escaldn con altura unica (25).

El esfuerzo percibido se correlacioné positivamente
con la frecuencia cardiaca durante el test de
Chester. Cabe senalar que en el paradigma de
validacién concurrente, la frecuencia cardiaca se ha
utilizado ampliamente como criterio de referencia
en estudios de validez de escalas de medicion de
esfuerzo percibido en poblaciones diversas y con
distintas modalidades de ejercicio, principalmente
en trotadora y bicicleta (11-14,23,25). No obstante,
son escasos los estudios en que se han evaluado
las propiedades psicométricas de la medicion de
esta variable en una prueba de escalén (24,25).
En el estudio de Robertson, et al., se observo la
existencia de una fuerte correlaciéon positiva entre
la percepcion de esfuerzo y la frecuencia cardiaca
durante una prueba de escaléon de intensidad
gradualmente creciente en hombres y mujeres de
10 y 11 afos (r=0,88 y r=0,83, respectivamente)
utilizando la escala OMNI para evaluar el esfuerzo
percibido (24).



Biomédica 2016;36:29-38

Por su parte, Yeilling, et al., observaron una correla-
cion débil en nifios entre los 11 y 12 afos de edad,
y entre moderada y fuerte en nifas de 14 y 15 afios
(25). En este estudio, pese a que los niveles de
correlacion observados fueron distintos en cada
grupo de edad y sexo (entre 0,43y 0,73), fue posible
generar un modelo de regresion muy significativo
(p<0,0001) para la estimacién del estrés fisiologico
(frecuencia cardiaca) a partir del esfuerzo percibido
en los cuatro grupos estudiados, lo que sugiere la
existencia de un importante grado de dependencia
entre la percepcion del esfuerzo, medido mediante
la escala EPInfant, y el estrés fisiolégico durante el
ejercicio de intensidad creciente.

Por otra parte, se registré un alto nivel de con-
fiabilidad entre observadores, tanto en hombres
como mujeres del grupo de 8 a 12 afios. Estos
resultados concuerdan con los reportados por
Leung, et al., quienes constataron un alto nivel de
confiabilidad (coeficiente de correlaciéon intraclase
mayor de 0,80) en la medicion del esfuerzo
percibido en nifios entre los 10 y 11 afios, durante
una prueba de ejercicio de intensidad creciente en
cicloergémetro (26).

Estos resultados representan el primer estudio de
validez de la escala EPInfant desde su disefio. En
este contexto, aun es necesario verificar su validez en
funcion de otras variables fisioldgicas consideradas
como patrones de referencia: volumen de oxigeno,
trabajo respiratorio, ventilacion por minuto y nivel
de lactato, entre otras. Ademas, queda por verificar
su rendimiento en otras modalidades de ejercicio,
como la bicicleta, la trotadora y la prueba de campo.
El conocimiento de sus propiedades psicométricas
en distintos contextos permitira su recomendacion
tanto en el ambito clinico como en el deportivo.

Por ultimo, se puede concluir que la escala
EPInfant es un instrumento valido para medir el
esfuerzo percibido durante el ejercicio en nifios y
nifas con distintos grados de madurez cognitiva.
Ademas, se registré un alto nivel de confiabilidad
entre observadores en el grupo de 8 a 12 afos.
Estos resultados instan a continuar evaluando su
rendimiento en distintos contextos.
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Produccion y evaluacion del antigeno recombinante TES-30 de
Toxocara canis para el inmunodiagndéstico de toxocariasis
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Introduccion. Toxocara canis es un nematodo patégeno de canidos que accidentalmente puede ser
transmitido alos humanos. Apesar de laimportancia de la serologia para el diagnéstico de esta zoonosis,
los kits diagnodsticos usan antigenos crudos de excrecién-secrecion, en su mayoria glucoproteinas que
no son especificas de especie, por lo cual pueden presentarse reacciones cruzadas con anticuerpos
generados contra otros parasitos.

Objetivos. Producir el antigeno recombinante TES-30 de T. canis y evaluarlo para el inmunodiagndstico
de la toxocariasis.

Materiales y métodos. Se cloné el gen que codifica TES-30 en el vector de expresion pET28a (+),
usando oligonucledtidos de cadena sencilla unidos mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). La proteina rTES-30 se purificd por cromotografia de afinidad (Ni?*). La reaccién seroldgica
de rTES-30 se evalué mediante immunoblot. Teniendo en cuenta que no existe una prueba de
referencia, se observd el comportamiento del antigeno en comparacién con la prueba de rutina para
el inmunodiagnostico de la toxocariasis, es decir, la técnica ELISA convencional con antigenos de
excrecion-secrecion.

Resultados. EI rTES-30 se produjo a partir de un cultivo de Escherichia coli LB, con un rendimiento de
2,25 mg/ly 95 % de pureza. La concordancia de la reaccion entre el immunoblot rTES-30 y la ELISA
convencional, fue de 73 % (46/63) y de 100 % con los 21 sueros no reactivos. De los 21 sueros con
diagnostico de otras parasitosis, 19 fueron reactivos con ELISA, mientras que tan solo siete fueron
positivos con el immunoblot rTES-30. La concordancia entre la ELISA y el immunoblot fue moderada
(indice kappa de 0,575; IC,,, 0,41-0,74).

Conclusiones. Los datos presentados respaldan la utilidad del immunoblot rTES-30 para la confirmacion
de los posibles positivos por ELISA, no solo en los estudios epidemiolégicos, sino también, como
candidato para el desarrollo de pruebas diagndsticas de la toxocariasis ocular en Colombia.

Palabras clave: Toxocara canis, toxocariasis/diagnostico, antigeno, pruebas inmunolégicas.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2617

Production and evaluation of the recombinant antigen TES-30 of Toxocara canis for the
immunodiagnosis of toxocariasis

Introduction: Toxocara canis is a pathogenic nematode of canines which can be accidentally transmitted
to humans. Although serology is the most important diagnostic tool for this zoonosis, diagnostic kits use
crude excretion/secretion antigens, most of them being glycoproteins which are not species-specific
and may cross-react with antibodies generated against other parasites.

Objectives: To produce the rTES-30 recombinant antigen of Toxocara canis and evaluate it in the
immunodiagnosis of toxocariasis.

Materials and methods: The gene that codes for TES-30 was cloned in the expression vector
pET28a (+) using single-stranded oligonucleotides united by PCR. The protein rTES-30 was purified
by Ni2* affinity chromotography. Seroreactivity of rTES-30 was evaluated by immunoblot. Given that
there is no gold standard test, the behaviour of the antigen was compared with the method that
is routinely used to immunodiagnose toxocariasis, i.e., the conventional ELISA technique using
excretion/secretion antigens.
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Results: The rTES-30 was produced from an Escherichia coli LB culture which yielded 2.25 mg/L of
the antigen with a purity of 95%. The results obtained showed 73% (46/63) concordance of reactivity
between the rTES-30 immunoblot and the conventional ELISA, and 100% concordance with the non-
reactive sera (21). Nineteen of the 21 sera positive for other parasitoses reacted with ELISA, while only
seven of these were positive with the rTES-30 immunoblot. Concordance between the ELISA and the
immunoblot was moderate (kappa coefficient: 0.575; 95% CI: 0.41- 0.74).

Conclusions: The data presented show the potential of the rTES-30 inmunoblot for confirmation of
possible ELISA positives, not only in epidemiological studies, but also as a candidate for the development
of diagnostic tests for ocular toxocariasis in Colombia.

Key words: Toxocara canis, toxocariasis/diagnosis, antigen, immunologic tests.
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La toxocariasis es una infecciéon parasitaria cuyo
agente etiolégico es un nematodo perteneciente
al género Toxocara, el cual incluye mas de 30
especies descritas. Como especies con potencial
patégeno para el humano, se han descrito Toxocara
canis (Werner 1782) y T. cati (Schrank 1788), las
cuales parasitan perros y gatos, respectivamente.
La especie de mayor importancia epidemioldgica
es T. canis por varias razones: i) la mayoria de
las larvas encontradas en casos humanos se
han identificado como T. canis; ii) los huevos de
T. canis se recuperan con mayor frecuencia en
las muestras de tierra que los huevos de T. cati,
y iii) los estudios epidemioldgicos indican que el
contacto con los perros es un importante factor
de riesgo, lo que no sucede con el contacto con
los gatos (1).

El ser humano es un huésped accidental (paraté-
nico) del parasito si ingiere los huevos larvados de
Toxocara spp. Los nifios estan especialmente en
riesgo, ya que estan mas expuestos a los huevos
larvados del parasito al jugar en cajas de arena
0 parques publicos potencialmente contaminados
debido al manejo inadecuado en estos sitios de
las heces de perros y gatos infectados (2). Otro
mecanismo de dispersiéon de los huevos es por
aguas contaminadas que luego son consumidas
directamente o al ingerir vegetales contaminados
(3-5).

Una vez ingeridos, las enzimas digestivas ayudan
a disolver la cubierta de los huevos larvados de
Toxocara spp., lo que permite la eclosién de las
larvas en el intestino. Estas larvas penetran la
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mucosa intestinal y migran por via sanguinea a
diferentes 6rganos, generalmente, el higado, el
pulmén, el cerebro o el 0jo, en cuyos tejidos las lar-
vas permanecen latentes y quedan encapsuladas,
dando origen a la formacion de granulomas. La
reaccion inflamatoria asociada genera eosinofilia
e inflamacién, hemorragia y necrosis localizada
alrededor del granuloma. Aunque algunas de
las larvas pueden ser eliminadas por el sistema
inmunitario, la mayoria solo detiene su creci-
miento, pero permanece metabdlicamente activa.
Cabe resaltar que, a diferencia de lo que ocurre en
el perro, los humanos no desarrollan los parasitos
adultos, ya que el parasito no es capaz de continuar
con las siguientes fases de desarrollo (6-8).

Existen dos sindromes que han sido bien docu-
mentados en la literatura cientifica internacional
desde el primer reporte en los afios 50: el sindrome
de larva migrans visceral, que se manifiesta en
forma generalizada, y el sindrome de larva migrans
ocular (actualmente denominado toxocariasis
ocular), que se manifiesta en forma localizada, es el
mas frecuente y puede derivar en ceguera en 64 %
de los casos (3,9,10). Sin embargo, el espectro de
la patogenia de la toxocariasis humana ha dado
lugar a la descripcion de otras formas clinicas que,
aunque menos conocidas, han cobrado importancia
clinica en los ultimos afios (3,9-12).

En Colombia, al igual que a nivel internacional, la
prevalencia y la incidencia de la toxocariasis son
dificiles de estimar debido a que sus manifestacio-
nes clinicas son inespecificas, a la inexistencia de
una prueba diagndstica definitiva que, ademas,
pueda utilizarse en estudios epidemioldgicos
a gran escala, asi como a la escasa formacion
del personal de atencion en salud humana y
veterinaria en el manejo de esta parasitosis, y
la ausencia de un sistema nacional de registro y
control. Esta situacion pone en evidencia el riesgo
actual que ofrece el nematodo patégeno T. canis
para la salud publica colombiana. La infeccion por
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T. canis en perros es de distribucién mundial y su
prevalencia varia entre 0 y 99,4 %, dependiendo
de la ubicacion geogréfica (11,13,14). Las tasas
de seroprevalencia en humanos en América Latina
oscilan entre 2,5y 63,2 % (15-20).

En Colombia se han realizado estudios puntuales
de toxocariasis; el primer caso confirmado de
larva migrans visceral fue descrito por Correa,
et al., en 1966 (21). Uno de los pocos estudios
seroepidemiolégicos hechos en el pais fue el de
Agudelo, et al., de la Universidad Nacional, sede
Bogota, en 1990, en una poblacién de bajos
recursos economicos de la capital colombiana.
En este estudio se utilizd la prueba ELISA con
antigenos de excrecidn-secrecion y se encontro
que 47,5 % de las personas presentaban titulos de
anticuerpos positivos para Toxocara spp. (22). En
otro estudio llevado a cabo en el 2000 en la localidad
de Ciudad Bolivar de Bogotd, se demostré 7,3 %
de seropositivos en un grupo de 193 nifios entre 4 y
14 afios de edad, procedentes de establecimientos
educativos (23).

En otro estudio en la ciudad de Medellin, se
reportd una seroprevalencia de 63,3 % en un
grupo de 30 individuos entre los 0 y 17 afios de
edad con manifestaciones oculares relacionadas
con larva migrans ocular, remitidos de los centros
oftalmolégicos de Medellin. Sin embargo, de
acuerdo con los criterios clinicos, epidemiolégicos y
serologicos, la frecuencia de toxocariasis ocular fue
de 20 %. En este estudio se ultilizé la técnica ELISA
con antigenos de excrecidn-secrecion (2). Entre los
afos 1996 y 2002, se reportd una seroprevalencia
de IgG anti-T. canis de 16,2 % en suero y de
10 % en humor vitreo, en pacientes remitidos
al Instituto Nacional de Salud con sospecha de
larva migrans ocular y visceral, de toxocariasis
o toxoplasmosis. Del total de muestras positivas
en suero, 15,9 % correspondié a pacientes con
impresion diagnostica de toxocariasis ocular; 50 %,
de toxocariasis visceral; 25 %, de toxoplasmosis;
11,6 %, de toxocariasis o toxoplasmosis, y 11,6 %
correspondié a pacientes que ingresaron sin
datos (24). Estas pruebas ELISA se hicieron tam-
bién con antigeno de excrecidn-secrecion de larvas
L, de T. canis.

El diagnostico de la toxocariasis se basa en
la sospecha clinica, teniendo en cuenta los
antecedentes de geofagia y de contacto con
perros, y un cuadro clinico de leucocitosis y
eosinofilia, y, principalmente, reaccion seroldgica a
antigenos de T. canis. La técnica serologica mas
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utilizada actualmente es la ELISA con antigenos
de excrecion-secrecion (25-27), los cuales se
originan en los 6rganos secretorios del parasito
(la glandula esofagica y el poro secretor); dado
que generalmente corresponden a glucoproteinas
que no son especificas de especie, pueden
presentarse reacciones cruzadas con anticuerpos
generados por otras enfermedades o contra otros
parasitos (28).

En los estudios moleculares de los antigenos de
excrecidn-secrecion, se han podido caracterizar
e identificar los genes que codifican varias de
sus proteinas mas importantes. Es asi como
los antigenos TES-26, TES-30 y TES-120 se
han convertido en la alternativa recombinante
para este antigeno. El TES-30 se ha evaluado
exitosamente en varios paises (29-31), incluido
Brasil. Sin embargo, en Colombia ain no se
ha evaluado ninguno de estos antigenos en su
funcién de proteinas recombinantes alternativas
a los antigenos de excrecion-secrecion. En
este trabajo se produjo y se purificé el antigeno
recombinante rTES-30 de T. canis y se evalud
su reaccion con sueros de individuos sanos
(parasitologicamente negativos), pacientes con
otras parasitosis y pacientes con sospecha clinica
de toxocariasis ocular. Asimismo, se compararon
estos resultados con los obtenidos mediante
la prueba convencional ELISA con antigeno de
excrecion-secrecion.

Materiales y métodos

Disefio del gen sintético que codifica la proteina
rTES-30

El disefio del gen sintético que codifica para la
proteina rTES-30 de T. canis, se hizo a partir de la
secuencia del gen tes30 reportada en el GenBank
(numero de acceso AB009305). Inicialmente, se
identific6 un péptido de sefalizacién putativo
de 21 aminoacidos en la region N-terminal de
tes30 (signal P 4.1). Esta secuencia se conservo
inicialmente en el gen sintético y, posteriormente,
se optimizo la region codificante para la expresion
recombinante en Escherichia coli. Utilizando el
algoritmo del Graphical Codon Usage Analyser
(GCUA), se identificaron los codones de baja
frecuencia (segun la tabla de uso de codones de E.
coli). En la secuencia original de tes30, los codones
AGG, CAA, TGT, AGG, AGA, poco frecuentes en
E. coli, se reemplazaron por los codones CGC,
CAG, TGC, CGT, CGC, respectivamente (codones
sinénimos y de mayor frecuencia).
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Una vez optimizada la region de codificacion, se
disefio la estrategia para la sintesis y el ensamblaje
del gen sintético que codifica para tes30. Para
ello, se disefaron seis oligonucledétidos de ADN
de cadena sencilla, a partir de los cuales se
ensamblaria el gen sintético completo. Inicialmente,
la secuencia optimizada se dividi®6 mediante
simulacion computacional en los fragmentos
principales N y C, para facilitar el disefio de los
oligonucledtidos. Para la sintesis de cada frag-
mento, N o C, se sintetizaron dos oligonucleétidos
correspondientes a las cadenas complementarias
(Tc30Nfw-Tc30Nrv para el fragmento N y Tc30Cfw-
Tc30Crv para el fragmento C), los cuales contenian
una regioén de solapamiento y una complementaria
de 18y 19 pares de bases, respectivamente (region
de alineamiento), que permitiria el alineamiento y
sintesis por elongacién con la Taq ADN polimerasa.
Ambos fragmentos serian posteriormente fusiona-
dos mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) con los oligonucledtidos externos TcfusNfw-
BamHI y TcfusCrv-HindlIl.

La construccion del gen sintético se llevo a cabo de
la siguiente forma: el fragmento N se sintetizd por
elongacion con Taq ADN polimerasa a partir de los
oligonucleostidos alineados Tc30Nfw en sentido 5’-
ACCCCAACAACCACACGGCGCATGATCGCCG
CAATCGTCGTTTTGTTATGTCTCCACCTCTCCG
CCACCAATGCTTGCGCCACCAACAATGACTGT
GGTATTTTCCAAGTGTGCGTTAACAACGTCTG
CGTTGCCAATAACCAAGGATGCAATCCGCCTT
GTGTGCCTCCGCAGGTTTGCGTTGCACCA-3’
y Tc30Nrv en antisentido 5-GTGCACCAGTCGC
TAGCCTGGTTGAAAAGGAAGCGTCCAGGTAGA
GAGGCGATATAGCAATTGTTGTTGAACGGCGT
CCAATTGGGTGGGCAGGCACGTGGTCTTGTA
GTTGTAACGCCTGGAGCTGCAGTTGTAGTGGC
TGCCGGTGGAGGGGCGACACACATTGGT
GCAACGCAAACCTG-3' de 189 y 182 bases,
respectivamente. Ambos oligonucleétidos se mez-
claron con una concentracion final de 0,08 uM
en la reaccion de elongacién con las siguientes
condiciones: 1 minuto a 95 °C, 20 segundos a
55 °C y 2 minutos a 72 °C (0,05 mM de dNTP,
1,5 mM de MgCl2, 2,5 U/100 ul de Taq pol). De la
misma forma, la sintesis del fragmento C se hizo
usando los oligonucleétidos Tc30Cfw en sentido
5'-CAGGCTAGCGACTGGTGCACACAGACTGG
CTCAAGAGTTGTGTGGTTCGACCAGTCGACT
GTAGGAAACTTCGGCAGCGAACTGAACTTCG
TCAACAGTTTCGCTCTCGGTCGTGGAGTAAC
CCGTTACTGGATAGGAGTGAACAGACAGTT
CGGCCAGTGGGTGTTTACG-3’, de 171 bases,

42

Biomédica 2016;36:39-51

y Tc30Crv en antisentido 5-GA GAGGGCGCTT
GCATACGAAGCCTTGTGGAGTCGTAAACAAAC
TTCCGCATGGGGCATCATCCCATTGGC
CGAGGAAGTTCGCGTAATTAACGAACGCACAC
GTGACGTTGGAACCACAGCATCCGTCCGGTT
GACTAGGACGCCAGTTCGAAAATATCACTGGA
CTTCCATTCGTAAACACCCACTGGCCG-3, de
193 bases, mediante un ciclo de elongacion con
Taqg ADN polimerasa y bajo las mismas condiciones
en las que se hizo la elongacion del fragmento N.

Por ultimo, se hizo una de fusién con Pfu ADN
polimerasa usando como molde 1 ul de la mezcla
de los fragmentos N y C elongados en la reaccion
anterior con las siguientes condiciones: 1 ciclo
durante 1 minuto a 95 °C, 25 ciclos durante 40
segundos a 94 °C, 40 segundos a 55 °C, 1 minuto
a 72 °Cy un ciclo de 5 minutos a 72 °C (0,2 mM de
dNTP, solucién tampén Pfu 1X, 0,2 uM de TcfusNfw-
BamHI, 0,2 uM de TcfusCrv-Hindlll, 2U/50 pl de
Pfu ADN polimerasa, 1 yl de ADN). En la PCR de
fusion se utilizaron los oligonucleodtidos TcfusNfw-
BamHI 5- CCGGATCCACCCCAACAACCACACG
GC-3', de 27 bases y TcfusCrv-Hindlll 5’- CCC
AAGCTTGAGAGGGCGCTTGCATACGA-3, de 29
bases, los cuales contenian las dianas de restric-
cion BamHI y Hindlll para facilitar la clonacién en
el vector de expresion pET28a (+).

Todos los oligonucledtidos de cadena sencilla
de ADN fueron sintetizados por la empresa IDT
(Skokie, lllinois, USA). Tras la clonacion inicial
en el vector de expresion pET28a, se generd
una segunda version del gen sintético rTES-30
que excluia la region del péptido de sefializa-
cion previamente identificado. Esto se logro al
‘subclonar’ en el mismo vector de expresion el
fragmento amplificado mediante PCR con el
oligonucledtido interno TcfusN-NSP-fw-BamHI 5'-
CCCGGATCCGCCACCAATG CTTGCGCCA-3’
y el previamente descrito TcfusCrv-Hindlll. El
constructo definitivo del rTES-30 sin péptido
de sefializacion se denomindé pET28a-rTES-30-
NSP. Los constructos sintetizados se verificaron
mediante secuenciacion capilar segun el método
de Sanger (Macrogen).

Expresion y evaluacion de la solubilidad de
la proteina rTES-30 en diferentes cepas de
Escherichia coli

Para la expresion de la proteina recombinante se
utilizé la cepa de E. coli BL21(DE3) de la empresa
Novagen (Darmstadt, Alemania), transformada con
protocolos estandar de choque térmico y cloruro
de calcio (32). Los cultivos para la induccién se
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hicieron en medio liquido Luria Bertani (LB) con
suplemento de 50 pg/ml de kanamicina durante
15 horas a 37 °C, con agitacion constante de 240
rom. Pasadas las 15 horas, se cambid el medio,
posteriormente, se diluyé el cultivo a 1:50 con
medio fresco y las bacterias se cultivaron hasta
alcanzar una densidad optica de 0,5 a 0,7 medida
a 600 nm, y garantizando que las bacterias se
encontraran en fase logaritmica de crecimiento.
Después, se afiadié el inductor isopropil-B-D-1-
tiogalacto-pirandsido (IPTG) (Fermentas, Lituania),
en una concentracion final de 0,5 mM.

Para evaluar la induccion, se tomaron alicuotas
de 500 pl en los tiempos indicados en cada experi-
mento: bacterias de control sin inducir (0O horas),
lisado de bacterias a las 2 horas de induccion y a
las 5 horas de induccidn, las cuales se centrifugaron
a 4.000 RCF durante 5 minutos. Los sedimentos
de bacterias se suspendieron de nuevo en 100
pI de solucion tampén desnaturalizante proteinas
(2,5 ml de tris 0,5M pH 6,8, 5 ml de glicerol a
36 %, 0,4 gde SDS, 0,4 ml de azul de bromofenol al
0,4 %, 0,1 ml de beta-mercaptoetanol y 0,2 ml de
agua ultrapura). La muestra se sometio a ebullicion
a 100 °C durante 5 minutos y, finalmente, se separé
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato sédico (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE)
al 12 %.

Para evaluar la solubilidad de la proteina recom-
binante, las bacterias inducidas se centrifugaron a
4.000 RCF durante 25 minutos; luego se descarto el
sobrenadante, se pesé el sedimento resultante y se
agrego solucion tampon de lisis en una relacion de
15 ml de solucién tampdn de sonicacion (50 mM de
NaH,PO,, 300 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, pH
de 8,0 ajustado con NaOH) por gramo de bacterias.
La sonicacion se hizo con una amplitud de 70 % y
pulsos de 59 segundos a intervalos de 10 segundos
de descanso, para un tiempo final de 35 minutos. El
lisado de bacterias se mantuvo en hielo durante el
procedimiento efectuado en el sonicador VibraCell
Sonics® (130 Watts). El lisado se centrifugé a 10.000
RCF y 4 °C durante 20 minutos. Posteriormente,
se separod el sobrenadante del sedimento y estos
productos se evaluaron mediante SDS-PAGE con
gel separador al 12 %.

Solubilidad de los cuerpos de inclusién y
purificacion de la proteina rTES-30

Los cuerpos de inclusion con la rTES-30 se
sometieron a tres lavados, asi: en el primero, con
una solucion de 100 mM de NaH,PO,, 10 mM
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de tris HCI, 10 mM de imidazol, un pH de 8,0 y
centrifugacion a 4.500 rpm y 4 °C durante 20
minutos; en el segundo, con 100 mM de NaH,PO,,
10 mM de tris HCI, 10 mM de imidazol, 4 M de
urea, 10 mM de 2-mercaptoetanol, triton X100 al
1 %, pH de 8,0 y centrifugacion a 4.500 rpmy 4 °C
durante 20 minutos; y en el tercero, con 100 mM de
NaH,PO,, 10 mM de tris HCI, 10 mM de imidazol,
pH de 8,0 y centrifugacién a 4.500 rpm y 4 °C
durante 20 minutos. Para hacer el seguimiento entre
cada lavado, se tomo una alicuota que se analiz
mediante SDS-PAGE con gel separador al 12 %.
Al final, la solubilidad de los cuerpos de inclusion
se hizo con una solucién tampon desnaturalizante
que contenia 10 mM de tris HCI, 10 mM de imidazol
y 8 M de urea con un pH de 8,0.

La muestra se dejo asi durante toda la noche a
25 °C y 90 rpm vy, al cabo de este tiempo, se le
sometié a centrifugacion a 8.000 RCF e incubacion
durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante y el
sedimento se evaluaron mediante SDS-PAGE con
gel separador al 12 %. La proteina solubilizada
con la urea (sobrenadante) se cuantificé por
absorcion a 280 nm, usando un espectrofotdmetro
NanoDrop 2000c®. La purificacion de la rTES-
30 se hizo mediante cromatografia de afinidad
por metales inmovilizados con Ni?* (Immobilized
Metal-lon Affinity Chromatography, IMAC), en un
cromatografo Biologic Duoflow System® de BioRad,
usando columnas Bio-Scale Mini Profinity (BioRad,
CAT#732-4610) de 1 ml. Este experimiento se
desarrollé bajo condiciones desnaturalizantes con
8 M de urea y se eluyé con cambios de pH. Las
fracciones obtenidas en la purificacion se eva-
luaron mediante SDS-PAGE con gel separador
al 12 % y mediante electroforesis capilar en un
sistema Experion-BioRad®, para determinar la
pureza de las fracciones proteicas obtenidas. Las
fracciones seleccionadas se congelaron para su
posterior uso en el immunoblot.

Immunoblot

Para la evaluacién de la proteina recombinante
mediante immunoblot comparada con la prueba
ELISA (TES), se utilizaron sueros que se encon-
traban almacenados a -80 °C desde el 2007, asi:

Grupo 1: 63 sueros de pacientes remitidos al Grupo
de Parasitologia de la Universidad de Antioquia,
con sospecha clinica de toxocariasis ocular, entre
2007 y 2013, y que habian resultado reactivos
mediante la técnica ELISA (Ag TES nativos). Estos
sueros se etiquetaron como sueros reactivos.
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Grupo 2: 21 sueros de personas asintomaticas cuyo
estudio coproldgico y parasitolégico seriado resultd
negativo. Estos sueros se analizaron, ademas,
mediante ELISA en el Grupo de Parasitologia y se
les etiquetd como sueros negativos.

Grupo 3: 21 sueros de pacientes con parasito-
sis intestinales como ascariasis, tricocefalosis,
estrongiloidiasis y teniasis, y otras infecciones
no intestinales como la toxoplamosis ocular.
Estos sueros se analizaron también mediante
la prueba ELISA implementada en el Grupo de
Parasitologia.

La SDS-PAGE se hizo en minigeles segun el
método descrito por Laemmli en 1970 (33),
usando 10 ug de proteina total. La transferencia
de proteinas a la membrana de nitrocelulosa se
ajusté al método convencional (Mini-Transblot de
Bio-Rad). Finalizada la transferencia, la membrana
de nitrocelulosa se tifnd con rojo de Ponceau para
observar su eficiencia. El gel se tifié con azul de
Coomassie para verificar si la transferencia habia
sido completa.

La reaccion inmunoenzimatica se hizo con una
primera incubaciéon de una hora y media a 37 °C
y con ligera agitacion de 1,5 ml de suero diluido
a 1:50 con tris salino mas leche al 1 %. Luego, se
hizo una segunda incubacioén con 1,5 ml de anti-
IgG humana peroxidasa (Sigma) diluida a 1:500 en
tris salino mas leche al 1 % durante una hora y con
ligera agitacion. Para revelar la reaccion, se afiadio
el sustrato diaminobencidina mejorada con metal
(Pierce). La interpretacion se baso en la observacion
de una banda en la membrana de nitrocelulosa
de aproximadamente 28 kDa, correspondiente a
rTES-30, y el resultado se expresé en términos de
reaccion: reactivo o no reactivo, segun la presencia
o ausencia de la banda, respectivamente.

Prueba ELISA con antigeno TES

El antigeno TES se preparé en el Grupo de
Parasitologia diluyéndolo en solucion tampon
de carbonato-bicarbonato con pH de 9,6 hasta
alcanzar una concentracion de 1 ug/ml, y con este
se sensibilizaron las placas de ELISA. Se incubd
toda la noche a 37 °C en agitacion. Al siguiente dia,
las placas se lavaron tres veces y luego se bloqued
con PBS-T mas leche descremada (Colanta®)
al 5 % (PBST-L) durante 90 minutos a 37 °C.
Posteriormente, se afiadieron en tres ocasiones los
sueros diluidos a 1:20 en PBST y leche descremada
(1 % p/v). El suero se incubd durante una hora a
37 °C en agitacion. A continuacion, se repitieron los
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tres lavados con PBST y se agregd a cada pozo
anti-lgG humana marcada con peroxidasa (Sigma)
diluida a 1:8.000 en PBS-T-L al 2,5 % y se incubd
durante una hora a 37 °C. Se lavo y se agrego a
cada pozo sustrato de ortofenilendiamina (OPD)
y se incubd durante 20 minutos mas a 37 °C. La
reaccion se detuvo con la adicion de 2,5 M de
H,SO,. Por ultimo, se midi6 la absorbancia en un
lector de placas de ELISA a una densidad 6ptica
de 490 nm.

Resultados

Sintesis y clonacion del gen sintético que
codifica la proteina rTES-30 de Toxocara canis

De acuerdo con la estrategia descrita en la meto-
dologia y resumida en la figura 1, se sintetiz6 la
region codificante del gen de la proteina rTES-
30. La figura 2 muestra el resultado de una
electroforesis en gel de agarosa con los productos
de la hibridacion y elongacién de los fragmentos N
(353 bp) y C (345 bp), al igual que el producto final
de la PCR de fusion en la que se observo claramente
la secuencia codificadora de ADN sintética de 695
bp. Esta se cloné en el vector pET28a en los sitios
de restriccion BamHI y Hindlll.

En la version inicial, el gen se sintetizd y se clono
completo, incluidos los codones que codifican el
péptido de sefalizacion. Los péptidos de senaliza-
cion en eucariotas pueden afectar negativamente
la expresion heterdloga en E. coli, razén por la cual
se hizo una PCR con el oligonucleétido interno
TcfusN-NSP-fw-BamHI y el ya descrito TcfusCrv-
Hindlll, para amplificar la versién del gen tes30,
excluyendo la secuencia correspondiente al péptido
de sefializacion (figura 3). El fragmento amplificado,
de 633 pb sin el péptido de senalizacion, se
‘subclond’ en el pET28a (pET28-rTES-30-NSP), el
cual se utilizé en todas las etapas de este trabajo.

Expresion y purificacién del rTES-30

Para la expresion de la rTES-30 se utilizé la cepa
bacteriana BL21 (DE3) y el vector pET28a. Este
sistema permitid agregar dos colas de histidina a
la proteina blanco para su posterior purificacion
en columnas de Ni?* inmovilizado, y para hacerla
inducible con el analogo de la lactosa IPTG. La
induccion de la rTES-30 a una temperatura de
37 °C y una concentracién de inductor de 0,5 mM,
expreso, a partir de la primera hora, una banda de
aproximadamente 29,5 kDa, correspondiente a la
masa molecular relativa esperada para la rTES-30.
La acumulacion de la proteina recombinante con-
tinud durante las siguientes horas del experimento
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Figura 1. El gen optimizado se dividié en la simulacién computadorizada en los fragmentos N y C, los cuales se sintetizaron
a partir de oligonucledtidos sintéticos (lineas de color azul) que contenian una regiéon complementaria de 18 y 19 pares de
bases, respectivamente (region de fusion de color azul claro). Los fragmentos N y C se unieron por PCR de fusion usando los
oligonucledtidos externos (flechas de color gris) y la region complementaria en la zona de fusién de 20 pares de bases entre el
extremo 3’ del fragmento N y el extremo 5 del fragmento C (rectangulo central de color azul claro). El gen sintético obtenido,
correspondiente al rtes-30 optimizado de 695 pares de bases, presentaba las dianas de restriccion BamHI y Hindlll en los extremos,

lo que permitié su clonacion dirigida en el vector de expresion pET28a (+).

y a las cinco horas se observé una acumulacion
aceptable para la recoleccion (figura 4). Los
analisis posteriores de la solubilidad de la rTES-
30 mostraron que la proteina se encontraba toda
en el sedimento, lo que indicaba su acumulacion
insoluble en cuerpos de inclusion (figura 4).

Dada la naturaleza insoluble de la rTES-30 en
este sistema, se procedié a aplicar un protocolo
de purificacion por cromatografia en condiciones
desnaturalizantes, utilizando urea y columnas de
afinidad con Ni-NTA. La elucién de la proteina
se hizo mediante cambios en el pH en diferentes
pasos. Los resultados obtenidos de la separacion
electroforética de las diferentes fracciones de la
cromatografia en geles SPS-PAGE tefidos con
azul de Coomassie, mostraron una union eficiente
de la rTES-30 a la columna. Ademas, se observo

una gran pureza de la proteina recombinante en
estos mismos geles (figura 5). Los resultados de
la cuantificacion demostraron un rendimiento en
la purificacién de 2,25 mg de rTES-30 por litro
de LB cosechado. Los analisis detallados de las
fracciones purificadas de la rTES-30 mediante
electroforesis capilar de proteinas, mostraron un
grado de pureza de 95 % y una masa molecular
relativa observada de 28,7 kDa (figura 6).

Evaluacion seroldgica: comparacion del
immunoblot rTES-30 con ELISA (TES)

Una vez obtenida la proteina recombinante rTES-
30 de T. canis, se procedié a hacer los ensayos
de immunoblot. La observacion de una banda
de alrededor de 25 kDa en las membranas de
nitrocelulosa, confirmd la reaccion de los sueros
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1000 pb
750 pb
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Figura 2. Sintesis y ensamblaje del gen tes30 de Toxocara
canis. En la electroforesis se observan los fragmentos Ny C
del tes30 (carriles 2 y 3) y el producto de la amplificacion del
gen sintético tes30, obtenido mediante PCR de fusién con Pfu
ADN polimerasa, usando los oligonucleétidos TcfusNfw-BamHI
y TcfusCrv-Hindlll (carril 5). Los fragmentos N y C del tamafio
esperado se obtuvieron a partir de reacciones de alineamiento
y extension con oligonucledtidos sintéticos de ADN de cadena
sencilla. Los carriles 1 y 3 muestran el marcador de peso
molecular de 1 kb y el control negativo de la PCR de fusion.

1000 pbp —>
750 pb —

500 pb —>-

250 pb —>

Figura 3. Amplificacion del gen tes30 con exclusiéon de la
secuencia correspondiente al péptido de sefalizacion (carril 2).
Los carriles 1 y 3 muestran el marcador de peso molecular de 1
kb y el control negativo de la PCR.
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ensayados frente al antigeno rTES-30 (figura 7).
En esta figura se observaron en la membrana unas
bandas adicionales que podrian corresponder a
proteinas contaminantes de E. coli purificadas
de manera simultanea en la cromatografia, o a
fragmentos truncados de rTES-30. Alrededor de
los 55 kDa se observo, igualmente, la reaccién
de los sueros, la cual podria corresponder a otra
proteina contaminante o a dimeros de la rTES-
30 no desnaturalizados apropiadamente. No se
observé reaccion en el suero del paciente que
hacia parte del grupo de controles negativos.
Se observaron diferentes patrones de reaccion
en cada uno de los sueros de los pacientes
con sospecha clinica de toxocariasis ocular
evaluados, asi como en aquellos con diagndstico
parasitolégico de ascariasis. En el caso de esta
ultima parasitosis, no se pudo establecer con
certeza que se tratara de una reaccion cruzada,
debido a que el estudio se llevé a cabo en una
zona endémica de varios parasitismos.

Actualmente, no existe una prueba de referencia
para confirmar la toxocariasis; por lo tanto,
se recurrid6 a una aproximacion estadistica
comparando el immunoblot de la rTES-30 pre-
sentado en este estudio con el ELISA-TES, cuyos
resultados se expresaron en términos de reaccion:
reactivo o no reactivo.

KDa 1 2 3 4 5 6
116 — .. PR—
66.2 — —-—----:
—— ——
45 — . - =
35 ) T - —
.
25 — . —
18.4 —
- —
- - -
14.4 — W —r e
e — — —

Figura 4. Induccién y prueba de solubilidad rTES-30NSP de
Toxocara canis. Carril 1. Marcador de peso molecular. Carril 2.
Células de E. coli BL21 (DE3) de control sin inducir (O horas).
Carril 3. Lisado de células de E. coli BL21 (DE3) dos horas
después de la induccion. Carril 4. Lisado de células de E. coli
BL21 (DE3) cinco horas después de la induccion. Evaluacién
de la solubilidad: carriles 5 y 6. Carril 5. Fraccion insoluble.
Carril 6. Fraccion soluble. El gel representa patrones de bandas
obtenidos a partir de tres experimentos independientes.
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rTES-30 de Toxocara canis para el inmunodiagndstico de toxocariasis

10 1 12 13 14 15 16 17

Figura 5. Purificaciéon por cromatografia de rTES-30 NSP de Toxocara canis. Marcador de peso molecular (carriles 1y 10). Carril 2.
Lisado con rTES-30 en solucién tampén de 8 M urea y pH de 8,0 (fraccion soluble). Carril 3. Fracciones con las proteinas del lisado
que no fueron retenidas en la columna de afinidad (flow through, FT). Carriles 4-9. Fracciones de la cromatografia correspondientes
al lavado de la columna (pH: 6,5). Carriles 11-17. Fracciones de elucién con rTES-30 purificada (pH: 5,9-4,5). Los geles representan
patrones similares de bandas obtenidos en tres experimentos independientes.
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Figura 6. Electroforesis capilar rTES-30 NSP de Toxocara canis. A. Marcador de peso molecular que revelé nueve proteinas
recombinantes purificadas con pesos moleculares entre 10 y 260 kDa. B. Electroferograma con la proteina rTES-30 de Toxocara
canis con un peso molecular experimental de 28,7 kDa. El pico 1,20* por debajo de la rTES-30 corresponde al marcador interno

del sistema.

Después de analizar los resultados obtenidos, se
encontré que de los 63 pacientes con sospecha
clinica y reactivos segun la prueba ELISA-TES
(criterio de inclusién en el estudio), 46 fueron
reactivos por immunoblot. Ademas, todos los
sueros de los pacientes de control negativos con
resultado de ELISA no reactivo, también fueron
no reactivos por immunoblot. De los 21 sueros de

pacientes con diagnéstico de otras parasitosis, 19
tuvieron resultado reactivo en ELISA, y solo siete
de ellos en el immunoblot. En este ultimo grupo,
habia cinco sueros de pacientes con diagnéstico de
toxoplasmosis, y tres de ellos resultaron reactivos
en la prueba ELISA, en tanto que el immunoblot
en la rTES-30 no presentd reacciéon con ninguno
de los cinco sueros.
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Figura 7. Inmunoblot con las pruebas de reaccion al antigeno
rTES-30 de Toxocara canis. Carril 1. Marcador de peso
molecular. Carril 2. Suero N° 1 del grupo de sueros negativos.
Carriles 3-15. Reaccién de los sueros de pacientes con sospecha
clinica de toxocariosis ocular. En las ftirillas se observan los
diferentes patrones de reaccion individuales frente al antigeno
rTES-30. Carriles 16 y 17. Reaccion de los sueros de pacientes
con diagnostico de ascaridiasis

Para el analisis estadistico comparativo, se tuvieron
en cuenta los dos primeros grupos: 1) sueros de
pacientes con sospecha clinica de toxocariasis
ocular, y 2) sueros de pacientes de control nega-
tivos. Se analizaron 84 muestras, de las cuales
54,7 % (46/84) tuvo un resultado reactivo por
immunoblot, mientras que 45,3 % (38/84) no fue
reactivo. Con ELISA, 75 % (63/84) tuvo un resultado
reactivo y 25 % (21/84) no fue reactivo (cuadro
1). Se hallé6 una concordancia moderada entre el
ELISA y el immunoblot, con un indice kappa de
0,575 (IC.,,, 0,41-0,74).

Discusion

95%

En este estudio se logrd producir localmente y de
forma recombinante en E. coli la proteina rTES-
30 de T. canis a partir de un gen sintético. La
implementacion del método para producir genes
sintéticos demostré ser una herramienta rapida y
costo-efectiva para la sintesis de genes eucariotas
de menos de 1 kb, dado que su sintesis requiere
una infraestructura de poca complejidad.

Igualmente, se logré desarrollar un protocolo de
purificacion eficiente para dicha proteina recom-
binante. El protocolo de purificacion por afinidad
de tipo IMAC aplicado en este estudio, permitio la
purificacion eficiente de la proteina recombinante
antigénica rTES-30. Para la eluciéon de las
proteinas retenidas en las columnas de afinidad,
se puede utilizar un competidor de la interaccién
con el metal, el cual puede ser histidina o imidazol,
0 un cambio en el pH de la solucidon tampdn de
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Cuadro 1. Resultados de la reaccion de la prueba ELISA-TES
y el immunoblot (IB) rTES-30. Del total de muestras analizadas
(84), 54,7 % (46/84) tuvo un resultado positivo de reaccién por
immunoblot, mientras que 45,3 % (38/84) no fue reactivo. En
el ELISA con antigenos TES, 75 % (63/84) tuvo un resultado
positivo de reaccion y 25 % (21/84) no fue reactivo. Se hallé una
concordancia moderada entre ELISA y el immunoblot (indice
kappa: 0,575).

ELISA-TES Total
Si No
IB rTES-30 Si 46 0 46
No 17 21 38
Total 63 21 84

cromatografia. En este caso, se lograron buenos
resultados haciendo uso del cambio de pH en las
soluciones tampodn, ya que la proteina se eluye
eficientemente al bajar el pH de la solucion
tampén a 4,5.

Con este trabajo se demostré que la rTES-30 de
T. canis es un antigeno promisorio en los estudios
de inmunodiagnodstico de la toxocariasis ocular
humana en Colombia. Ademas, es un antigeno
que puede presentar menos falsos positivos que
la prueba ELISA-TES empleada actualmente
para el diagndstico y es una herramienta comple-
mentaria para el diagnéstico diferencial frente a
la toxoplasmosis ocular.

Diversos autores han determinado, clonado y
secuenciado los genes que codifican diferentes
antigenos de las larvas de T. canis (29-31,34-36).
En ese sentido, se han publicado trabajos acerca
de la produccién de proteinas recombinantes deri-
vadas de los antigenos de excrecion-secrecion
(rTES), con el fin de utilizarlos en nuevas pruebas
diagndsticas. En estos estudios se han reportado
altos valores de sensibilidad (>90 %) al hacer uso
del antigeno recombinante. En el 2000, Yamasaki,
et al., desarrollaron una prueba con 100 % (9/9)
de sensibilidad (IgG-ELISA-rTES-30). En 2009,
Mohamad, et al., encontraron una sensibilidad de
92,3 % (24/26) al detectar 1IgG4, y en 2009, estos
mismos autores encontraron una sensibilidad de
93,3 % (28/30) con la prueba IgG4-ELISA-rTES-
30USM. En este estudio se encontré que 73 %
(46/63) de los pacientes reactivos en el ELISA-
TES, lo fueron también en el immunoblot rTES-
30 (29,30).

Es importante resaltar que nuestros datos no
son comparables porque los sueros analizados
como reactivos mediante ELISA para toxocariasis
no eran casos confirmados de pacientes con la
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enfermedad, lo que constituye una debilidad de
las investigaciones sobre esta enfermedad a
nivel mundial.

Wickramasinghe, et al., desarrollaron una prueba
ELISA IgG-rTES-30 y la compararon con la ELISA
IgG (TES), y reportaron 13,4 % (19/142) de
reaccion cruzada con el antigeno recombinante,
y 55,6 % (79/142), con el antigeno TES. Las
reacciones cruzadas se presentaron por casos de
gnatostomiasis, paragonimiasis y espirometriosis,
en los que se detectaron niveles elevados de
anticuerpos. Ademas, con el antigeno recombi-
nante hubo reacciones negativas de muestras de
suero de pacientes infectados con Ascaris spp. y
Ancylostoma spp. (37).

A pesar de la reacciéon encontrada en los sueros
de pacientes con estrongiloidiasis y ascariasis, no
se puede afirmar categéricamente que sea una
reaccion cruzada, debido a que estos sueros eran
de pacientes provenientes de zonas endémicas
para la toxocariasis, por lo que no se puede
descartar de forma categoérica una reaccion contra
este parasito.

Otros autores han reportado un aumento en
la especificidad al hacer uso de los antigenos
recombinantes frente al antigeno TES. En el 2000,
Yamasaki, et al., reportaron 55,6 % (79/142) de
reaccion cruzada con el antigeno TES, reaccion
que disminuyd a 3,4 % (19/142) cuando se hizo
uso del recombinante. Resultados similares
fueron reportados por Norhaida, et al., en 2008,
quienes encontraron 44,3 % (51/115) de reaccion
cruzada con el antigeno TES y una reaccion de
10,4 % (12/115) con el antigeno recombinante
(29,38).

Uno de los hallazgos mas importante de este
estudio fue la ausencia de reaccion cruzada
con Toxoplasma gondii. De los cinco sueros de
pacientes con diagnostico de toxoplasmosis,
ninguno presentd reaccion con el immunoblot-
rTES-30, mientras que con ELISA (TES) se
presentd reaccion con tres de los cinco sueros
evaluados. Dado que la toxoplasmosis es uno los
diagnosticos diferenciales mas importantes con
respecto a la toxocariasis ocular, el immunoblot-
rTES-30 ofrece la posibilidad de discriminar con
mas precision entre ambas enfermedades en
nuestro medio.

Los resultados obtenidos en los pacientes con
helmintiasis, correspondieron a 17 sueros reactivos
con la técnica ELISA-TES que no lo fueron con

rTES-30 de Toxocara canis para el inmunodiagnéstico de toxocariasis

el immunoblot rTES-30. Este fendmeno posible-
mente se debié a reacciones cruzadas con los
antigenos TES de Toxocara y debe estudiarse con
mayor profundidad.

En 1999, Loukas, et al., demostraron que la proteina
TES-32 (sinénimo de la TES-30), que corresponde
a la lectina de tipo C-1, fue reconocida en nueve
sueros de pacientes con sospecha de toxocariasis
(39). En una evaluacion posterior, en 12 %
(26/215) de los sueros de nifios de Pernambuco,
Brasil, se reconocié el antigeno Tc-CTL-1 (TES-
32) (40). Cabe senalar que en ambos estudios
el antigeno recombinante utilizado (Tc-CTL-1) se
expreso en los cuerpos de inclusion de bacterias y
requirio la solubilidad con 8 M de urea. Este mismo
comportamiento de la proteina recombinante se
observo en este estudio, ya que se logré su expre-
sion por haberse acumulado exitosamente en los
cuerpos de inclusién en E. coli.
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Introduccion. La variabilidad genética del polimorfismo del gen APOE se considera un importante
factor asociado a la predisposicion a las enfermedades que afectan el metabolismo lipidico, a las
enfermedades coronarias y a la enfermedad de Alzheimer, entre otras. En este sentido, es util conocer
este factor de riesgo en diferentes poblaciones y grupos étnicos.

Obijetivos. Analizar el polimorfismo del gen APOE y determinar las frecuencias alélicas y genotipicas
de una muestra representativa de la poblacion de Barranquilla, Colombia.

Materiales y métodos. Se hizo en Barranquilla un estudio descriptivo y comparativo de 227 individuos
no relacionados.

Resultados. El alelo €3 se presenté con mayor frecuencia (85 %), seguido del alelo €4 (13 %) y, con
menor frecuencia, el alelo €2 (1,8 %). Los genotipos observados fueron los siguientes: €3/e3 en 71,8 %,
€3/ed en 24,2 %, €2/e3 en 2,2 %, €2/e4 en 1,3 % y €4/e4 en 0,4 %. El genotipo €2/e2 no se encontrd en
este estudio. La muestra representativa de la poblacion estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Conclusiones. Las frecuencias alélicas €3 y el genotipo €3/e3 encontrados en la poblacién estudiada,
fueron similares a lo informado por la literatura cientifica en paises como Brasil, México y Colombia, y
en algunos grupos étnicos amerindios colombianos. No se encontré el genotipo €2/€2, resultado que
coincide con otras poblaciones estudiadas a nivel mundial. La frecuencia del alelo €4 y sus genotipos
asociados en esta poblacion, podria estar relacionada con la presencia de enfermedades como la
hipercolesterolemia, el infarto de miocardio y la enfermedad de Alzheimer.

Palabras clave: apolipoproteinas E, polimorfismo genético, poblacion, alelos, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2612

APOE gene polymorphism analysis in Barranquilla, Colombia

Introduction: The genetic variability presentin the APOE gene polymorphism is considered an important
factor associated with predisposition to diseases affecting lipid metabolism, as well as heart diseases
and Alzheimer’s disease, among others. Understanding it as a risk factor in different populations and
ethnic groups is a useful tool.

Objective: To analyze the APOE gene polymorphism and determine allelic and genotypic frequencies
of a representative sample of population from Barranquilla, Colombia.

Materials and methods: We performed a descriptive and comparative study. The sample size was 227
unrelated individuals from Barranquilla, Colombia

Results: The most frequent allele was the €3, with 85%, followed by the €4 allele (13%) and €2 (1.8%).
The genotypes found were: €3/€3: 71.8%, €3/e4: 24.2%, €2/€3: 2.2%, €2/€4: 1.3% and €4/¢4: 0.4%. The
€2/e2 genotype was not found in this study. The sample exhibited the Hardy-Weinberg equilibrium.
Conclusion: The frequency of the €3 allele and the €3/e3 genotype was similar to that reported in the
literature in countries like Brazil, Mexico, Colombia, and in some Colombian Amerindian ethnic groups.
The €2/€2 genotype was absent. This result is consistent with those found in other population groups
worldwide. The frequency of the €4 allele and the genotypes associated in this population could be related
to the presence of diseases such as hypercholesterolemia, myocardial infarction and Alzheimer.

Key words: Apolipoproteins E; polymorphism, genetic; population; alleles; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2612
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La variabilidad genética se asocia con factores
de riesgo para la aparicion o la proteccion frente
a enfermedades en los individuos y a nivel
poblacional. Ciertas enfermedades como las car-
diovasculares y las neurodegenerativas, entre
otras, constituyen un problema de salud publica.
Varios genes se relacionan con el desarrollo de
dichas enfermedades, entre los cuales uno de los
mas estudiados es el APOE, reconocido por su
importancia en el metabolismo de las lipoproteinas.

En los humanos, este gen se localiza en el brazo
largo del cromosoma 19 (19q13.2), contiene 4
exones, 3 intrones y se ubica junto al grupo de los
genes APOCI y APOCII (1-3). Presenta tres alelos
principales: €2, €3 y €4, que se transmiten en
forma codominante, codifican para tres diferentes
isoformas de proteinas llamadas apolipoproteinas
E2, E3 y E4, y se diferencian por un cambio de
nucledtido C/T en el exdn 4 en las posiciones 112
y 158 de la secuencia aminoacidica, donde hay un
cambio de arginina o cisteina (4-6). La isoforma
APOE2 presenta residuos de cisteina (TGC) en
la posicion 112 y 158; la APOE3 presenta cisteina
(TGC) en la posicién 112 y arginina (CGC) en
la posicion 158, en tanto que la APOE4 presenta
arginina (CGC) en las dos posiciones y origina, a
Su vez, seis genotipos: €2/e2, €3/ €3, €2/€3, €3/¢e4,
e2/ed y €d/ed (7).

El gen APOE codifica la apolipoproteina E, la cual
hace parte de una gran variedad de lipoproteinas
como los quilomicrones, la lipoproteinas de muy
baja densidad, las de baja densidad y las de alta
densidad, de gran importancia en el transporte y
regulacion metabdlica lipidica, puesto que actuan
de ligando hacia los receptores hepaticos e
intervienen en la homeostasis de la glucosa y el
colesterol (8,9). Las diferentes isoformas de este
gen modifican la estructura proteica y su afinidad
por la unién al receptor hepatico, lo que afecta el
catabolismo lipidico (10) (Mata RM, Garcia LE,
Herrera PE. Determinacion del genotipo de la
apolipoproteina E (APOE) en poblacién mexicana
para su aplicacién en Alzheimer tardio. Memorias,
Asociacion Mexicana de Bioquimica Clinica.
México, D. F., marzo de 2007;32(Suplemento
A). p. 79). La sintesis de la apolipoproteina E se
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lleva a cabo principalmente en el higado, aunque
se ha encontrado también en otros tejidos como
el rindn, el intestino, el cerebro, los macréfagos,
las génadas y el bazo. Se ha reportado que en el
sistema nervioso, principalmente en el cerebro,
esta apolipoproteina es sintetizada y secretada
por los astrocitos, y que juega un papel principal
en el transporte lipidico en el sistema nervioso
central y las neuronas (9).

En estudios de diferentes poblaciones se ha
demostrado la relacién del polimorfismo del gen
APOE vy la variacion en los niveles plasmaticos
de lipidos y el riesgo de desarrollar ciertas
enfermedades (11). La isoforma mas comun en
la poblacion es la apolipoproteina E3, la cual es
funcional y, entre otras caracteristicas, parece
estar relacionada con la longevidad humana (6).
La APOE2 es la isoforma mas rara y tiene un papel
protector, ya que permite el metabolismo de las
lipoproteinas de baja densidad, pero se relaciona
también con la aparicion de hiperlipidemia de
tipo Ill, puesto que no favorece el metabolismo
de los quilomicrones; la isoforma APOE4 es el
principal factor determinante de las diferencias en
el colesterol plasmatico en una poblacion y se la
considera como factor de riesgo genético asociado
también a la enfermedad de Alzheimer (12,13)
(Botero LE, Suarez JC, Toro AE, Patifio AJ, Salazar
G, Rodriguez JC, et al. Genotipo ApoE, diabetes y
otras comorbilidades en pacientes con enfermedad
de Alzheimer. latreia. 2010;23(4-S). Memorias del
XI Congreso Colombiano de Genética Humana.
Medellin, octubre 6-8, 2010).

El objetivo de este trabajo fue conocer las fre-
cuencias alélicas y genotipicas de la poblacién
de estudio, analizar su distribucién genotipica y
comparar los resultados con otras poblaciones
relacionadas. El conocimiento de este componente
genético puede ser una herramienta de interés
médico para identificar factores de predisposicion
genética a enfermedades, lo que permitiria
implementar programas de prevencion.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo y comparativo de
227 individuos representativos de Barranquilla,
todos ellos voluntarios no relacionados y similares
en cuanto a la constituciéon fenotipica mestiza. El
calculo de la muestra se obtuvo por el promedio
de la prevalencia del alelo mas comun a nivel
mundial, el €3 (82 %), con un nivel de confianza
de 95 % y 5 % de precisién. Los parametros de
inclusion fueron los siguientes: individuos entre
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los 18 y los 60 afios de edad pertenecientes
a la poblacion de Barranquilla que firmaran el
consentimiento informado aprobado por el Comité
de Etica en Investigacion en el Area de la Salud
de la Universidad del Norte. Como parametros de
exclusion se tuvieron en cuenta enfermedades
como la hipertension, la diabetes, la hipercolestero-
lemia, la enfermedad de Alzheimer, asi como la
falta de claridad sobre si habia antecedente de
dichas enfermedades.

Genotipificacién del gen APOE

De todos los pacientes se obtuvo una muestra de
5 ml de sangre periférica en tubo vacutainer con
EDTA. EI ADN gendmico se obtuvo mediante el kit
comercial UltraClean TM Blood DNA Isolation Kit®
(Mo Bio Laboratories, Inc.).

Para la determinacion de los diferentes alelos se
amplificd una regién del exén 4 del gen APOE
que contiene los sitios polimoérficos 112 y 158 y
es donde ocurren las sustituciones de nucleétidos
que dan origen a las diferentes isoformas del
APOE, mediante los iniciadores especificos F4 5”.-
ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3" hacia
adelante y F6 5".-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCA
AGGA-3" hacia atras (Invitrogen Life Technologies,
USA), descritos por Hixson y Vernier (14).

La amplificacion se hizo en el equipo ICycler®
(BioRad), bajo las siguientes condiciones: una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 minutos,
seguida de 30 ciclos con una desnaturalizacion
a 95 °C durante 45 segundos, una hibridacién a
62 °C durante 30 segundos, una extension a 72 °C
durante 30 segundos y una elongacion final a
72 °C durante 7 minutos. Se procedié entonces a
la digestién de las muestras con cinco unidades de
la endonucleasa de restriccion Hhal (Gibco-BRL,
Rockville, MD, USA) durante 16 horas a 37 °C. Los
fragmentos obtenidos se separaron por electrofore-
sis en gel de poliacrilamida al 8 % durante 4 horas
a 60 voltios, y se observaron los diferentes patrones
de bandas caracteristicos de cada genotipo de
acuerdo con lo reportado por Hixson, et al. (14).

Andlisis estadistico

El analisis de las frecuencias alélicas y genotipicas
se hizo mediante conteo directo. Posteriormente,
se utilizé la prueba de ji al cuadrado para verificar
si las frecuencias observadas de los genotipos
guardaban concordancia con las esperadas bajo la
hipotesis de Hardy-Weinberg y el test de desequi-
librio de ligamiento con el programa estadistico
Arlequin, version 3,1.
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Resultados

Los resultados obtenidos demostraron la presencia
del polimorfismo estudiado en el gen APOE de la
poblacién estudiada en Barranquilla, con base
en las muestras de 227 individuos: 123 mujeres
y 104 hombres.

Las frecuencias alélicas relativas de los alelos €2,
€3 y €4 fueron 1,8, 85 y 13 %, respectivamente.
Los genotipos encontrados fueron los siguientes:
€3/e3 (71,8 %), €3/e4 (24,2 %), €2/€3 (2,2 %), €2/€4
(1,3 %) y €4/e4 (0,4 %), y no se reportd el genotipo
€2/e2 (cuadro 1).

Las frecuencias encontradas concordaron con
las esperadas segun la ley de Hardy-Weinberg:
p=0,13893 para la posicion 112 y p=1,000 para
la posicion 158 del gen APOE. Por otra parte, los
resultados analizados mediante el desequilibrio de
ligamiento mostraron una segregacion indepen-
diente de ¥?=0,53317 (p=-0,46528; p>0,05).

Discusidén
Frecuencias alélicas del gen APOE en
Barranquillay otras poblaciones

Los resultados obtenidos en esta investigacion
demostraron la presencia del polimorfismo estu-
diado en la poblacién objeto en Barranquilla, en la
que el alelo mas frecuente fue el €3 (85 %), seguido
del alelo €4 (13 %) y del €2 (1,8 %).

Alelo €3

Como se ha reportado, el alelo €3 es el mas
frecuente a nivel mundial. En el grupo Xavante de
Brasil se encontré una frecuencia muy alta (98 %)
e, igualmente, en la poblacién mestiza de Peru
(93,9 %); en Costa Rica y Corea la frecuencia fue
de 91 %, en tanto que valores similares a los de la
poblacion estudiada (85 %) se han reportado en
poblacion de Bogota (85,2 %), asi como en México
(89,4 %) y Hungria (83,8 %), entre otros (11,15)
(Mata RM, Garcia LE, Herrera PE. Determinacién
del genotipo de la apolipoproteina E (APOE)
en poblacién mexicana para su aplicacion en

Cuadro 1. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas del
gen APOE en la poblacién estudiada de Barranquilla

Alelos n (%) Genotipos n (%)
€2 4 (1,8) €3/e4 55 (24,2)
€3 193 (85) €3/e3 163 (71,8)
€4 30 (13) €2/e3 5 (2,2)

€2/e4 3 (1,3)
ed/ed 1 (0,4)
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Alzheimer tardio. Memorias, Asociacion Mexicana
de Bioquimica Clinica. México, D. F., marzo de
2007;32 (Suplemento A). p.79). El alelo €3 es
considerado como el alelo salvaje en la mayoria
de las poblaciones a nivel mundial y juega un
papel fundamental en el metabolismo, puesto
que interviene en la homeostasis lipidica. En este
sentido, en la medida en que una poblacién tenga
una frecuencia elevada de este alelo, los riesgos
de enfermedades que afecten el perfil lipidico
seran menores.

Alelo €2

Diversos estudios poblacionales reportan una
frecuencia baja de este alelo. En este estudio en
Barranquilla, se reporté una frecuencia de 1,8 %,
la cual es similar a la encontrada en Brasil (2
%) y algo menor que la de Perd (1,1 %); no se
ha reportado en paises como Ecuador, en los
nativos de Australia ni en poblaciones indigenas
de Venezuela (15-18). Por el contrario, se han
encontrado frecuencias elevadas en Sudafrica
(Wentworth: 19 %), Uganda (15 %), Dinamarca
(12,7 %), y en comunidades negras del Cauca y
del Chocé en Colombia (20 %) (19), lo cual difiere
totalmente de lo reportado en la literatura cientifica
en general.

El alelo €2 juega un papel protector frente a la
disminucion de las lipoproteinas de baja densidad
y se asocia con la aparicion de la hiperlipidemia
de tipo lll, puesto que la apolipoproteina codificada
por este alelo no se une con facilidad al receptor
hepatico, lo que afecta el metabolismo de los
quilomicrones asociados con enfermedades meta-
bdlicas. En este estudio su frecuencia fue baja,
lo que de alguna forma afecta a la poblacién por
su papel en la disminucion de las lipoproteinas de
baja densidad.

Alelo &4

El alelo €4 se ha reportado en mayor frecuencia
en Brasil (waiwai, 47 %), Ecuador (28 %), Nigeria
(25 %), Sudafrica (27 %), Australia (26 %), y en las
poblaciones de los nukak (37,5 %) y los coreguaje
(41 %), en Colombia. Por otro lado, en Perl (5 %)
y en poblaciones asiaticas de la India (0 %), Corea
(5 %) e Irdn (5 %), se ha registrado una baja
frecuencia de este alelo en comparacién con las
poblaciones africana y europea.

En estudios en Groenlandia se ha reportado una
frecuencia de 22,9 % para este alelo, porcentaje
alto comparado con otras poblaciones como la
de Finlandia, Japon y la de los amerindios, entre

Polimorfismo del gen APOE en la poblacion de Barranquilla

otros (19). Se cree que la poblacion de los waiwai
en Brasil, de los pigmeos y los khoisan en Africa,
y de los coreguaje y los nukak en Colombia,
presentan las frecuencias mas altas del alelo €4
observadas en el mundo (47, 40,7, 37, 41y 37 %,
respectivamente) (20-22).

La presencia del alelo €4 se considera un factor de
riesgo genético para la aparicion de enfermedades
cardiovasculares, como el infarto de miocardio,
y de la enfermedad de Alzheimer (23-25), por
lo que su estudio puede servir de tamizacion
inicial en los programas de prevencion de las
hiperlipidemias y de la enfermedad de Alzheimer
cuando su frecuencia sea muy significativa en las
poblaciones estudiadas.

Frecuencia genotipica del gen APOE en
Barranquillay otras poblaciones

El genotipo mas frecuentemente reportado en este
estudio fue el €3/e3, presente en 163 individuos
(71,8 %), seguido de los genotipos €3/e4 en
24,2 %, €2/e3 en 5 %, €2/e4 en 1,3 % y c4/e4
en 0,4 %. El genotipo €2/e2 no se encontrd en
la poblacion del estudio. En otros paises como
México, en donde los genotipos encontrados
fueron el €3/e3 (80,5 %), el €3/e4 (12,5 %) (es
decir, la mitad de la frecuencia obtenida en este
estudio), el €2/e3 (5,0 %), el €2/e4 (1,4 %), y el €4/
¢4 (0,4 %), no se encontré el genotipo £2/¢2, asi
como tampoco en Ecuador (cayapas), Australia,
(nativos), Brasil (xavante), San Basilio, Bogota, o
en las poblaciones embera, tule, yuco, coreguaje,
nuqui y nukak (17,18). En estudios llevados a cabo
en Colombia, Arango, et al., (26) reportaron en el
area urbana de Medellin, Colombia, los genotipos
e2/e2 (0,2 %), €2/3 (6,8 %), €2/e4 (0,6 %), €3/€3
(85,0 %), €3/e4 (7,2 %) y 4/¢4 (0,3 %). Asimismo,
en escolares de Quindio, Colombia, se encontraron
los genotipos €3/e3 (90,8 %), €3/e4 (3,2 %) y €2/€3
(5,6 %) (13). Como se ha reportado en diversas
poblaciones suramericanas, no se encontraron
los genotipos homocigotos para e4/e4 y g2/e2
(18,21). Por otra parte, en un estudio en Bogota
se reportaron los genotipos £2/e2 (0,7 %), €2/¢3
(8,2 %), €2/e4 (1,4 %), €3/e3 (74,0 %), €3/e4 (14,9 %)
y €4/ ¢4 (0,7 %), con las siguientes frecuencias
alélicas: €2 (5,5 %), €3 (85,6 %) y €4 (8,9 %) (27).

Por ultimo, en una poblacién del Valle del Cauca
conformada por 140 individuos sanos, se encontra-
ron las siguientes frecuencias genotipicas: €3/ €3
(70,7 %), €3/e4 (21,4 %), €2/e3 (5,7 %), €2/e4
(0,7 %), €4/e4 (1,4 %), €2/e4 (0 %), con las
siguientes frecuencias alélicas: €2 (3,2 %), €3
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(84,3 %) y €4 (12,5 %) (Rivera-Franco N, Perdomo
V, Barreto G. Analisis de polimorfismos asociados
al gen de apolipoproteina E y su distribucion en
poblaciones del surooccidente y centro colombiano.
Revista Asociacién Colombiana de Ciencias
Biolégicas. 2012;24(Supl.1):73. Memorias, XLVII
Congreso Nacional de Ciencias Bioldgicas, Cali,
octubre de 2012).

En la poblacién de diferentes paises se ha
encontrado diversidad genotipica, pero también,
algunas similitudes importantes. Svobodova, et
al., (28) estudiaron las frecuencias genotipicas y
alélicas en la poblacion de Mongolia y reportaron
los siguientes genotipos: €2/€2 (0 %), €2/€3 (5,7 %),
€2/ed (1,7 %), €3/€3 (65,3 %), €3/e4 (25,4 %) y €4/
€4 (1,9 %), con las siguientes frecuencias alélicas:
€2 (3,7 %), €3 (80,8 %) y €4 (15,5 %). Asimismo,
en Hungria se reportaron los genotipos €3/e3
(65,2 %), €3/e4 (15,9 %), €2/e3 (15,2 %), €2/e2
(2,3 %), €2/e4 (1,0 %) y €4/e4 (0,4 %), con las
siguientes frecuencias alélicas: €2 (10,4 %), €3
(80,7 %) y €4 (8,7 %9. Estos resultados reflejan
la diversidad alélica y genotipica de diferentes
poblaciones, pero también, la conservacion de
cierto grado de similitud en aquellas relacionadas
ancestralmente (17,18,27) (Rivera-Franco N,
Perdomo V, Barreto G. Andlisis de polimorfismos
asociados al gen de apolipoproteina E y su
distribucion en poblaciones del suroccidente y
centro colombiano. Revista Asociacion Colombiana
de Ciencias Biolégicas. 2012;24 (Supl.1):73.
Memorias, XLVIlI Congreso Nacional de Ciencias
Biologicas, Cali, octubre de 2012).

Polimorfismo del gen APOE y enfermedad

El estudio del gen APOE ha demostrado defi-
nitivamente un acentuado polimorfismo entre
poblaciones, variabilidad genética que se refleja
en la predisposicion a ciertas enfermedades.

En los estudios de Torres, et al., (29) se reporto
que los niveles de triglicéridos presentaban una
tendencia al aumento (p<0,05) en los individuos
con el genotipo €3/e4 (172,1+16,9), en compara-
cién con quienes presentaban el genotipo £2/€3
(148,7+32,1). Por otro lado, en la poblacién de
Cali se reporté una correlacion negativa entre los
niveles de triglicéridos y el genotipo APOE, pero
si hubo significacion estadistica en la relacion
entre el genotipo €2/e3 y el nivel de colesterol,
en comparacion con los genotipos €3/e€3 y €3/
€4 (Rivera-Franco N, Perdomo V, Barreto G.
Analisis de polimorfismos asociados al gen de
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apolipoproteina E y su distribucién en poblaciones
del suroccidente y centro colombiano. Revista
Asociacion Colombiana de Ciencias Bioldgicas.
2012;24(Supl.1):73. Memorias, XLVII Congreso
Nacional de Ciencias Biologicas, Cali, octubre
de 2012). En otros estudios se ha observado un
incremento del colesterol total, de las lipoproteinas
de baja densidad y de los triglicéridos, asociado
a los genotipos del gen APOE, en particular en
aquellos con el alelo €4 (29,30) (Mosquera M,
Aguilar C, Pradilla A. Genotipo APOE y aso-
ciacion con el perfil lipidico en sujetos de 18 a
39 anos. Colombia Médica. 2008;39(Supl.2):1.
Resumenes, V Congreso Internacional y VI
Congreso Colombiano de Genética Humana, Cali,
septiembre 6y 7, 2007).

En forma similar, en algunos estudios en Brasil
se ha reportado que el alelo €4 se asociaba en
mayor medida con la elevacion del colesterol
total en la poblacién estudiada (31). Asimismo,
en una poblacion de Croacia se determiné que el
gen APOE estaba involucrado en la aparicién de
la obesidad, especialmente el alelo €2, datos que
contradicen los de otros estudios (32).

Con respecto a las enfermedades metabdlicas, los
estudios genéticos han reportado que los individuos
con el genotipo €3/e4 presentan un incremento
de los niveles de lipoproteinas de baja densidad,
y que la presencia del alelo €4 probablemente
predispone a la aparicion de enfermedades de las
arteriales coronarias (33).

En cuanto a la enfermedad de Alzheimer, en
algunos estudios se ha reportado que no existe
una diferencia significativa entre casos y controles
en cuanto a la presencia del alelo €3, pero que si
hay significacion estadistica para los alelos €2 y
€4. Asimismo, los genotipos €3/e4 y €4/e4 se han
relacionado con la aparicién de la enfermedad
de Alzheimer (34,35). En otros estudios no se ha
encontrado una asociacion entre los genotipos de
este gen y las funciones cognitivas, lo cual podria
abrir un nuevo campo de investigacion (36).

Se puede considerar, entonces, que el polimorfismo
del gen APOE es un importante biomarcador de la
vulnerabilidad o de la proteccion frente a ciertas
enfermedades relacionadas.

En el presente estudio se demostr6 que las
frecuencias alélicas de €3 y del genotipo €3/e3
en la poblacion estudiada, eran similares a las
informadas en otros estudios efectuados en Brasil,
México y Colombia. Al igual que lo reportado en
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otras poblaciones, el genotipo €2/€2 no se encontrd
en la poblacién estudiada en Barranquilla. Por
ultimo, los alelos y los genotipos encontrados,
principalmente el alelo €4 y el genotipo e4/¢e4,
podrian estar relacionados con la presencia de
ciertas enfermedades como la hipercolesterole-
mia, el infarto del miocardio y la enfermedad de
Alzheimer, como quedo evidenciado en la literatura
cientifica revisada.
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Adverse drug reactions in Colombian patients, 2007-2013:
Analysis of population databases
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Introduction: Recognizing adverse drug reactions (ADRs) is becoming more important in clinical practice.
Objective: To determine the frequency of adverse drug reactions and ADR suspicions among
the population affiliated to the Colombian health system and to describe the drugs, reactions and
associated variables.

Materials and methods: We revised ADRs and ADRs suspicion databases from drugs dispensed
by Audifarma, S.A., both for inpatient and outpatient care from 2007 to 2013. Variables included ADR
report date, city, drug, drug’s Anatomical Therapeutic Classification (ATC), ADR severity, ADR type,
ADR classification and ADR probability according to the World Health Organization’s definitions.
Results: We obtained 5,342 reports for 468 different drugs. The ATC groups with the most reports were
anti-infectives for systemic use (25.5%), nervous system agents (17.1%) and cardiovascular system
drugs (15.0%). The drugs with the highest number of reports were metamizole (4.2%), enalapril (3.8%),
clarithromycin (2.8%), warfarin (2.5%) and ciprofloxacin (2.4%). The most common ADR, classified
following the World Health Organization adverse reaction terminology, were: skin and appendages
disorders (35.3%), general disorders (14.2%) and gastrointestinal system disorders (11.8%). Overall,
49.4% of the ADRs were classified as “moderate” and 45.1% as “mild”.

Conclusion: An increasing number of ADR reports were found coinciding with a worldwide tendency.
Differences between inpatient and outpatient ADR reports were found when compared to scientific
publications. The information on ADR reports, mainly gathered by the Instituto Nacional de Vigilancia
de Medicamentos y Alimentos — Invima, should be made public for academic and institutional use.

Key words: Drug-related side effects and adverse reactions, adverse drug reaction reporting systems,
pharmacovigilance, Colombia.
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Reacciones adversas a medicamentos en una poblacion colombiana, 2007-2013: analisis de
bases de datos

Introduccion. La deteccion de las reacciones adversas a medicamentos es cada vez mas importante
en la practica clinica.

Objetivo. Determinar la frecuencia de reacciones adversas a medicamentos y de los casos
sospechosos de tales reacciones, en la poblacién afiliada al Sistema General de Seguridad Social
en Salud de Colombia.

Materiales y métodos. Se revisaron las bases de datos sistematizadas de reportes de sospecha
de reacciones adversas a los medicamentos dispensados por la empresa Audifarma, S.A., para uso
ambulatorio y hospitalario, entre 2007 y 2013. Las variables contempladas fueron: la fecha de radicacién
del reporte, la ciudad, el medicamento, la clasificacion anatémica terapéutica del medicamento, la
gravedad, el tipo de reaccion adversa y su clasificacion, asi como la de su probabilidad de ocurrir,
segun las definiciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Resultados. Se obtuvieron 5.342 reportes de sospecha de reaccidon adversa a 468 medicamentos
diferentes. Los grupos con mas reportes fueron los farmacos antiinfecciosos de uso sistémico
(25,5 %) y los medicamentos para el sistema nervioso (17,1 %) y para el sistema cardiovascular
(15,0 %). Los medicamentos con mas reportes fueron: el metamizol (dipirona) (4,2 %), el enalapril
(3,8 %), la claritromicina (2,8 %), la warfarina (2,5 %) y la ciprofloxacina (2,4 %). Las reacciones
adversas a medicamentos mas frecuentes, segun la clasificacion de la terminologia sobre reacciones
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adversas de la OMS, fueron los trastornos de la piel y anexos (35,3 %), los trastornos generales
(14,2 %) y los trastornos del sistema gastrointestinal (11,8 %). El 49,4 % de las reacciones adversas a
medicamentos se catalogaron como moderadas y, el 45,1 %, como leves.

Conclusiones. Se encontré un incremento de reportes de reacciones adversas a medicamentos en los
ultimos afos, lo que concuerda con la tendencia mundial. Se evidenciaron diferencias entre los reportes
hospitalarios y de consulta ambulatoria. La informacion sobre los reportes de reacciones adversas a
medicamentos, sobre todo la recopilada por el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos (Invima), deberia ser publica para su uso académico e institucional.

Palabras clave: efectos colaterales y reacciones adversas relacionados con medicamentos, sistemas
de registro de reaccion adversa a medicamentos, farmacovigilancia, Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2781

Adverse drug reactions (ADR) are events that may
severely affect the health of people who consume
drugs for therapeutic, diagnostic or prophylactic
purposes (1). ADRs have been shown to be an
important worldwide cause of hospitalization and
death every year and are among the top ten
causes of death in the United States (2-5). Besides
compromising people’s health, ADRs generate
unexpected costs that affect the economy of health
systems, which is why the early identification,
prevention and resolution of ADRs are necessary
(5-7). Several authors have calculated the per-
centage of preventable ADRs, demonstrating that a
structured pharmacovigilance system could reduce
human and economic repercussions generated
by them (8,9).

In 2007, the World Health Organization (WHO)
stated the importance of pharmacovigilance by
releasing a resolution after the 27" Pan American
Sanitary Conference urging member states to
give priority to patient security by establishing and
strengthening the scientific systems needed to
improve security and attention quality (10).

The debate of active (search) and passive
(spontaneous report) monitoring is open, contem-
plating costs and countries capacity in accordance
with their own developmental level, with multiple
considerations about experiences in different
nations and the analysis of several classification
and reporting systems (11-13).

Locally, the Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos — Invima, the drug
regulator entity in Colombia, constituted its national
pharmacovigilance program in 1997, obtaining
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membership to the World Pharmacovigilance
Program in 2004 with the recognition of a national
initiative by the Uppsala Monitoring Center. Since
then, ADR reports have been sent to the WHO
collaborating center with regular feedback by
the way of experts focused on standardizing the
program. Trimestral bulletins with information
on ADR reports, pharmacovigilance research
and related news are published on its website
(9,14). In 2006, the Colombian Health Minister
established the Obligatory System of Health
Attention Quality Guarantee by means of Decree
No. 1011, making health institutions carry out
an audit for the improvement of health attention
quality by preventive actions and following-up drug
dispensation and administration (15). This shows
the importance of this topic in accordance to what
has been discussed and adopted worldwide.

In 2011, a review of the literature published on
research related to ADR detection in Colombian
patients found 13 papers, including inpatient
and outpatient populations monitored both pas-
sively and actively in institutions with different
complexity levels. Nonetheless, these were small-
scale studies with non-unified information (14). A
survey carried out in 2002 among pharmacology
teachers in the country showed that there was
no pharmacoepidemiology or pharmacovigilance
teaching culture in Colombia (16).

We aimed at determining the frequency of ADRs
and ADR suspicion in the Colombian health
system (SGSSS) population by means of the
ADR notification system owned by Audifarma,
S.A. (main drug dispenser in Colombia) from
January 2007 to March 2013, and at describing
associated variables.

Materials and methods

A retrospective cross-sectional study was conducted,
revising ADRs and ADR suspicion report databases
of the drugs dispensed by Audifarma, S.A., both for
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inpatient and outpatient populations, from January
1st, 2007 to March 1t, 2013, when it began to be
systematized information. Audifarma, S.A., is a
drug dispensation logistic operator covering over
6.2 million users of the SGSSS, corresponding to
32.6% of the population affiliated to the pay system.
The databases were completed by pharmaceu-
tical chemists associated with the company
who received the report of Negative Outcomes
Associated with Medication (NOM) including ADR
suspicions, and data were verified with the help of
a pharmacoepidemiologist if necessary. Databases
presented variations on yearly information, so
pertinent variables were manually standardized
to create specific compilations by periods and a
general compilation from 2007 to 2013 with all cases
included. As this is a database used by several
professionals across the country, information was
carefully checked and terms were standardized.

The general database included: ADR report date,
city, drug’s generic name, drug’s Anatomical
Therapeutic Classification System (ATC) (code
letter and first two digits), ADR severity (mild,
moderate, serious), ADR type according to Edwards
and Aronson (A, B, C, D, E, F) and ADR causality
category according to WHO-UMC (Certain, Likely,
Possible, Unlikely, Conditional, Unassessable).
ADRs were standardized in accordance with WHO
Adverse Drug Reaction Terminology (WHO-ART).
The 15 drugs with the highest number of reports
were classified and a list was created with the ADRs
reported for them. The first 15 ATC subgroups (code
letter and first two digits) were also extracted.

The study data were stored, processed, and
analyzed using IBM SPSS®, Statistics, version
21.0 (SPSS Inc., an IBM company, Chicago,
lllinois, United States); frequencies, percentages
and means were employed. The study protocol
was reviewed and approved by the bioethics
committee of the Universidad Tecnolbgica de
Pereira, Colombia.

Results

The 5,342 ADRs and ADR suspicion reports were
obtained from 55 cities, including 21 of the 32
departments in the country. The ten municipalities
with the most reports (Bogota, Barranquilla,
Cali, Pereira, Medellin, Barrancabermeja, Bello,
Manizales, Ibagué and Cartagena) accounted for
85.0% of the total. The number of reports per year
was: 2007: 198 reports, 2008: 205 reports, 2009:
383 reports, 2010: 661 reports, 2011: 1,397 reports,
2012: 2,099 reports, and January-February 2013:

Adverse drug reactions in Colombia

399 reports. The mean number of monthly reports
was 71. Altogether, 468 different drugs received at
least one notification; table 1 shows the ATC group
distribution for these.

ATC groups with the highest report numbers
were: Anti-infectives for systemic use (J) (n=1360,
25.5%), nervous system agents (N) (n=916,
17.1%), cardiovascular drugs (C) (n=802, 15.0%),
alimentary tract and metabolism drugs (A) (n=592,
11.1%), and antineoplastic and immunomodulating
agents (L) (n=530, 9.9%) (figure 1). Table 2 shows
the top 15 ATC subgroups (code letter and first
two digits).

The ATC group with the highest number of reports
was “Anti-infectives for systemic use” with 17.7
reports for each of the group’s drugs included in
the database, while “Dermatologicals” obtained the
lowest proportion, with 2.3 reports per drug.

The drugs with the highest number of reports were
metamizole (4.2%), enalapril (3.8%), clarithromycin
(2.8%), warfarin (2.5%) and ciprofloxacin (2.4%).
In the list of the 15 drugs with the highest
number of reports, there were four antibiotics
(clarithromycin, ampicillin/sulbactam, ciprofloxacin
and vancomycin), three antihypertensive drugs
(losartan, nifedipine and enalapril), three analgesics/
antipyretics (metamizole, diclofenac and tramadol),
two monoclonal antibodies (infliximab and
rituximab), one anticoagulant (warfarin), one antie-
metic (metoclopramide) and one anti-ulcer drug
(ranitidine) (table 3).

Table 1. Groups of drugs involved in adverse drug reactions
among Colombian patients according to the Anatomical and
Therapeutic Classification (ATC), 2007-2013

ATC group Frequency %
Nervous system (N) 77 16.5
Anti-infectives for systemic use (J) 73 15.6
Alimentary tract and metabolism (A) 59 12.6
Antineoplastic and immunomodulating 56 12.0
agents (L)

Cardiovascular system (C) 54 115
Blood and blood forming organs (B) 24 5.1
Musculoskeletal system (M) 23 4.9
Respiratory system (R) 23 4.9
Genitourinary system and 22 4.7
sex hormones (G)

Systemic hormonal preparations (H) 18 3.8
Dermatologicals (D) 14 3.0
Antiparasitic products, insecticides 13 2.8
and repellents (P)

Sensory organs (S) 8 1.7
Various (V) 4 0.9
Total 468 100.0
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Figure 1. Total reports of adverse drug reactions in Colombia according to the Anatomical and Therapeutic Classification (ATC),
2007-2013. A) Alimentary tract and metabolism, (B) blood and blood forming organs, (C) cardiovascular system, (D) dermatologicals,
(G) genito-urinary system and sex hormones, (H) systemic hormonal preparations, (J) anti-infectives for systemic use, (L) antineoplastic and
immunomodulating agents (M), musculoskeletal system, (N) nervous system, (P) antiparasitic products, insecticides and repellents,

(R) respiratory system, (S) sensory organs, (V) various.

Table 2. Reporting of adverse drug reactions attributed to the top 15 drug subgroups among Colombian patients according to the

Anatomical and Therapeutic Classification (ATC), 2007-2013

ATC Sub-group description Reports Percentage
Jo1C Beta-lactam antibacterials, penicillins 330 6.2
LO4A Immunosuppressants 306 5.7
JO1D Other beta-lactam antibacterials 300 5.6
NO02B Other analgesics and antipyretics 292 5.5
JO1F Macrolides, lincosamides and streptogramins 237 4.4
CO09A Agents acting on the renin-angiotensin system 230 4.3
BO1A Antithrombotic agents 208 3.9
NO2A Opioids 178 3.3
JO1X Other antibacterials 164 3.1
NO3A Antiepileptics 164 3.1
MO1A Antiinflammatory and antirheumatic products, non-steroids 157 2.9
C10A Lipid modifying agents, plain 139 2.6
JO1M Quinolone antibacterials 137 2.6
A02B Drugs for peptic ulcer and gastroesophageal reflux disease 127 2.4
LO1X Other antineoplastic agents 115 2.2

The most common ADRSs, classified following the
World Health Organization Adverse Reaction Ter-
minology (WHO-ART), were: Skin and appendages
disorders, general disorders and gastrointestinal
system disorders (table 4).

Table 5 specifically shows the most commonly
reported ADRs for the 15 drugs with the highest
number of reports.

For 3,292 reports (61.6% of the total), the severity of
the notified ADR was indicated. Most were classified
as “moderate” (n=1,626, 49.4%), followed by “mild”
(n=1486, 45.1%), while “severe” ADRs were less
common (n=176, 5.3%), even though there were

62

3 (0.1%) lethal reactions. Data for ADR type were
obtained for 3,233 (60.5%) of the reports, which
showed that type B (dose-independent) were the
most frequent (n=2,366, 73.2%), and just 782
(24.2%) were type A (dose-dependent). There were
also some natifications for type C (chronic) ADRs
(n=64, 2.0%), type F (failure of therapy) (n=9, 0.3%)
and type D or delayed (n=6, 0.2%).

Finally, 1,799 ADRs were classified as possible
(45.0%), followed by likely (n=1,479, 37.0%),
conditional (n=181, 4.5%), unlikely (n=170, 4.3%)
and definitive (n=166, 4.2%). A total of 198 ADRs
(5.0%) were unassessable.
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Table 3. List of the 15 drugs with the highest number of adverse drug reactions in hospitals and ambulatory reports among Colombian

patients, 2007-2013

ATC Drug Number of Incidence Number of Number of
reports x 1,000,000 hospital reports  ambulatory reports
inhabitants/year n (%) n (%)
N02BB02 Metamizole 225 0.73 175 (7.6) 50 (1.5)
C09AA02 Enalapril 203 0.65 40 (1.7) 163 (4.9)
JO1FA09 Clarithromycin 147 0.47 113 (4.9) 34 (1.1)
B0O1AA03 Warfarin 150 0.42 81 (3.5) 69 (2.1)
JO1MAO02 Ciprofloxacin 130 0.42 81 (3.5) 49 (1.5)
N02AX02 Tramadol 104 0.34 65 (2.8) 39 (1.2)
JO1CRO1 Ampicillin/sulbactam 101 0.33 86 (3.8) 15 (0.4)
C09CA01 Losartan 124 0.32 17 (0.7) 107 (3.3)
L04AB02 Infliximab 95 0.31 13 (0.6) 82 (2.5)
JO1XA01 Vancomycin 91 0.29 72 (3.1) 19 (0.5)
AO3FA01 Metoclopramide 88 0.28 52 (2.3) 36 (1.0)
C08CA01 Amlodipine 78 0.25 7(0.3) 71(2.2)
A02BA02 Ranitidine 77 0.25 60 (2.6) 17 (0.5)
MO1ABO05 Diclofenac 72 0.23 44 (1.9) 28 (0.8)
L01XC02 Rituximab 72 0.23 11 (0.5) 61 (1.9)

Table 4. The most common adverse drug reactions classified
according to the World Health Organization Adverse Reaction
Terminology (WHO-ART), Colombia, 2007-2013

System-organ class Frequency %
Skin and appendages disorders 1681 35.3
Body as a whole - general disorders 676 14.2
Gastrointestinal system disorders 562 11.8
Central & peripheral nervous 382 8.0
system disorders

Application site disorders 302 6.3
Respiratory system disorders 295 6.2
Cardiovascular disorders, general 247 5.2
Platelet, bleeding & clotting disorders 114 2.4
Musculoskeletal system disorders 77 1.6
Autonomic nervous system disorders 60 1.3
Heart rate and rhythm disorders 56 1.2
Reproductive disorders, female 51 1.1
Psychiatric disorders 48 1.0
Vision disorders 46 1.0
White cell and reticuloendothelial 31 0.7
system disorders

Urinary system disorders 30 0.6
Endocrine disorders 29 0.6
Special senses other, disorders 26 0.5
Liver and biliary system disorders 18 0.4
Vascular (extracardiac) disorders 11 0.2
Metabolic and nutritional disorders 11 0.2
Red blood cell disorders 3 0.1
Hearing and vestibular disorders 3 0.1
Reproductive disorders, male 2 0.0
Total 4,761 100
Discussion

An increasing number of yearly ADR reports were
found, a fact that coincides with a worldwide ten-
dency; differences between inpatient and outpatient

ADR reports were evident when compared to
scientific publications (17,18). No similar scientific
papers had been published in the region which is a
strength of this work.

Other studies in Colombia have used active
pharmacovigilance in hospitalized patients and
retrospective enquiries of medical attention due to
ADRs, but this work included both in- and outpatient
reports, and compared the frequency of adverse
drug reactions in hospitals and ambulatory settings
(14). A study in a hospital in Colombia found the
same three ATC groups as those found with the
highest number of reports in this case, but in the
opposite order, probably as a result of only taking
hospital ADR reports into account (19). Antibiotics,
which are usually associated with ADRs, were
the most common, but adverse reactions to
insulin and heparin, which are common in other
pharmacovigilance reports, were not frequently
reported in this study (1,19,20). Biotechnologic
drugs, such as infliximab and rituximab, also
presented an important number of ADR reports.
A press communiqué by Invima in 2013 reported
the risk of serious dermatological ADRs and
anaphylaxis due to rituximab and recommended
the notification of any type of adverse reaction
associated with this drug to the Institute (21).

Scientific literature usually exposes antibiotics as
the drugs that are most commonly associated with
ADR reports and, in this case, four of the top ten
drugs with the highest number of reports were of
that class, with ATC group J (anti-infectives for sys-
temic use) being first in the ADR report list (19,20).
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Table 5. The most commonly reported adverse drug reactions
attributed to the first 15 drugs with the highest number of reports
among Colombian patients, 2007-2013

Adverse reactions Frequency %

Dermatologic reaction 408 31.3
Phlebitis 138 10.6
Cough 101 7.7
Nausea/dizziness 78 6.0
Bleeding 68 5.2
Dyspnea 53 41
Leg edema 41 3.1
Headache 40 3.1
Emesis 37 2.8
Thoracic pain 33 2.5
Bleeding risk 21 1.6
Hot flush 20 1.5
Hypotension 18 1.4
Extrapyramidal symptoms 17 1.3
Presyncope 16 1.2
Epigastric pain 15 1.2
Tachycardia 15 1.2
Anxiety/excitement 14 1.1
Eyelid edema 10 0.8
Paresthesia 10 0.8

The most common ADRs in any context are usually
hypersensitivity reactions which mainly present as
dermatological allergic reactions and were the most
common in this report (19). A study carried out in
two health institutions in Pereira, Colombia, in 2005
showed that the most common ADRs were allergic
urticarial, hypoglycemia and acute gastritis. The
latter two were not reported in this case, showing
the difference between ADRs that occur in hospital
settings and those in the outpatient setting (1).

The information obtained in this work was from
a spontaneous report system, because the data
are conditioned to inter-individual factors and the
motivation of doctors and pharmaceutical chemists
that work with the affiliated population. Passive
pharmacovigilance has shown an important under-
reporting of the actual number of adverse events
(5,10,22). Spontaneous reports of ADR might be
useful for specific reactions or those with a temporal
relationship linking them to a specific drug, but
might be less helpful in other types of ADR such
as cancer development (7,10).

The percentage of ADR notification, according to
the 54 million drugs dispensed by Audifarma, S.A.,
in 2012, was 0.003%. Studies in Colombia showed
an ADR frequency of 0.03% and 6.8% among
hospitalized patients and 1.2% to 45% as a reason
for consultation/hospitalization. Taking this into
account, significant ADR underreporting occurred
in this population (1,14).
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A small percentage of ADRs were classified as
“definitive”, which is in accordance with other
reports and evidences the difficulty in determining
the absolute relationship of a drug with an event
(1,4,14). Failures in completing the on-line form
were detected for some items that were not availa-
ble for all cases. The WHO Pharmacovigilance
Center in Uppsala has established criteria to
guarantee the quality of ADR reports that should
be met by Audifarma (10).

Pharmacovigilance systems constitute a permanent
drug monitoring tool which can reduce the morbidity,
mortality and cost for health systems (23). The
number of ADR reports for a drug can increase if
there are specific warnings about it, which allows
health institutions to focus pharmacovigilance on
certain drugs. In the past, this behavior has allowed
the detection of drug security problems and has
resulted in their withdrawal from the market (4).
We considered 5.3% as a significant percentage
of severe ADRs, as it is above reports in Spain
(1.1%) and below those recorded in France and
Canada (9.6% and 24%, respectively) (24-26). The
differences may be due to the quality of reporting
systems (25).

Segura, et al., calculated that the cost of health
attention due to ADR in Colombia would reach
approximately 29.4 to 88.9 million dollars in 2010,
hence the pertinence of preventing their occurrence
(2). Another study from Colombia showed that the
average cost of care for each ADR case was US$
78.1 (range: US$ 32 - US$ 259) (1). A study found
that ADRs caused by anticoagulants, insulin and
corticosteroids accounted for over 80% of global
ADR attention cost, which shows the importance
of certain drug groups even when they are not
among those that are most commonly associated
with drug reactions (19). To deepen the dilemma,
national ADR information, collected by INVIMA, is
not published on academic media as a tool that
would allow improvements in decision making and
procurement for patient security (27).

We concluded, then, that the drug groups most
commonly related to ADRs in Colombia during
the study period were anti-infectives for systemic
use, cardiovascular drugs, nervous system agents,
alimentary tract and metabolism drugs and anti-
neoplastic and immunomodulating agents, the
latter being a novelty in our country but in line
with their growing use. Metamizole, enalapril and
clarithromycin were the drugs with the highest
number of reports, which is common in the case of
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the analgesic, but has led to discussion regarding
the frequency of the uncomfortable cough asso-
ciated with the antihypertensive drug. It was also
noteworthy that rituximab and infliximab, both
biotechnological drugs, were among the 15 drugs
with the highest ADR report number. Hypersensitivity
reactions in skin, followed by phlebitis associated
with intravenous antimicrobial use and cough, were
the most common ADRSs.

Among the limitations of this study we should
mention that information was obtained from
spontaneous ADR noatification, and this renders a
partial view of the events that could have happened.
Also, the data correspond to a percentage of the
Colombian population, so the results can only
be extrapolated to persons with similar SGSSS
affiliation characteristics.

The question could be asked about how much of
the information on ADR reaches patients, a fact that
seems to be underrated in most publications. The
knowledge about the most common ADRs in the
country could help patient communities to under-
stand the risk to which they are exposed by using
certain drugs (28). As there is little ADR notification
and reports, and national pharmacovigilance
programs in Colombia are deficient, we think
our results can provide knowledge on the drug
groups most commonly associated with ADRs in
the country, as well as information on the events
related to the administration of biotechnological
drugs, which is a topic that the enquiry on this kind
of undesired results must also focus upon. Work
needs to be done on the design of digital systems
to immediately record adverse reactions and give
feedback to prescribing doctors in order to prevent
related medication errors (29). In addition, due to
the importance of ADR notification with regard to
public health, the possibility of paying physicians
for each report they fill in has been suggested with
the aim of improving the quantity and quality of
the information received (30). Finally, we should
consider mandatory ADR reporting and have all
health workers report each event. People respon-
sible for health policies should create mechanisms
to promote ADR reporting among physicians, and
case investigation and timely notification among
insurers and health care providers.
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ARTICULO ORIGINAL

La separacion materna durante la lactancia altera los niveles basales
del sistema neuroendocrino en ratas adolescentes y adultas

Irene Riveros-Barrera, Zulma Duefas

Departamento de Ciencias Fisiologicas, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. En diversos modelos animales, incluido el de la separacién materna durante la lactancia,
se ha demostrado que las experiencias tempranas adversas, como el maltrato, el abandono materno
y el estrés psicosocial, pueden favorecer el desarrollo de algunas enfermedades mentales, pero no se
han descrito completamente varios de los cambios que se producen en el sistema neuroendocrino.
Objetivo. Determinar si la separacion materna durante la lactancia modificaba los niveles basales de
neurohormonas como la corticosterona, la corticotropina (ACTH), la oxitocina y la vasopresina (ADH),
en ratas jovenes (35 dias) y adultas (90 dias).

Materiales y métodos. Se separaron ratas Wistar de sus madres durante dos periodos de tres horas
diarias a lo largo de los 21 dias de lactancia. A los 35 y 90 dias se tomaron muestras de los grupos de
las ratas de control y de las separadas de la madre, para obtener el suero y posteriormente medir cada
una de las hormonas mediante un ensayo inmunoenzimatico.

Resultados. Las concentraciones de corticosterona fueron mayores en las hembras adultas de control
que en el resto de los grupos, y menores en los machos adultos de control. Las de ACTH fueron
mayores en los machos y hembras jovenes separadas de la madre que en los grupos de adultos.
Los niveles de oxitocina fueron significativamente mayores en las hembras adultas separadas de la
madre que en los otros grupos y significativamente menores en los machos adultos. En cuanto a la
vasopresina, los grupos separados de la madre tuvieron concentraciones menores, en comparacion
con los grupos de jovenes y adultos de control.

Conclusiones. Estos resultados muestran que el estrés temprano al que fueron sometidas las ratas,
produjo cambios en las respuestas del eje hipotalamo-hipoéfisis-suprarrenal, las cuales variaron segun
el sexo y la edad.

Palabras clave: lactancia materna, relacion madre-hijo, corticosterona, hormona liberadora de
corticotropina, oxitocina, arginina vasopresina, sistema hipéfiso-suprarrenal.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2830
Maternal separation during nursing alters basal neuroendocrine levels in juvenile and adult rats

Introduction: Work with different animal models including that of maternal separation during nursing
has shown that early adverse experiences such as abuse, maternal abandonment and psychosocial
stress may favor the development of various psychopathologies. However, several neuroendocrine
changes have not been completely described yet.

Objective: To establish whether maternal separation during nursing modifies the basal levels of
neurohormones such as corticosterone, ACTH, oxytocin and vasopressin in juvenile and adult rats
(aged 35 and 90 days, respectively).

Materials and methods: Wistar rats were separated from their mothers for two periods of 3 hours per
day during the 21 days of nursing. Once these rats had reached 35 and then 90 days of age, blood
samples were taken from both the separated and control groups to obtain serum for immunoenzymatic
assays and measure the levels of each of the hormones.

Results: Concentrations of corticosterone were higher in control adult females in comparison with the
rest of the groups and lower in the control adult males. Those of ACTH were higher in the separated
young males and females than in the adult groups. Oxytocin levels were significantly higher in the
separated adult females in comparison with the other groups and significantly lower in the adult males.
With respect to vasopressin, the separated groups had lower concentrations than the young and adult
control groups.

Contribucién de los autores:

Zulma Duenas: disefio del proyecto y los experimentos, y entrenamiento de Irene Riveros-Barrera
Irene Riveros-Barrera: desarrollo de todos los experimentos

Las dos autoras participaron en el analisis de datos y en la escritura del manuscrito.
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Conclusions: These results show that the early stress to which rats were submitted produced changes
in the basal responses of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, that these responses were distinct in
males and females and that they also differed according to age.

Key words: Breast feeding, mother-child relations, corticosterone, corticotropin-releasing hormone,
oxytocin, arginine vasopressin, pituitary-adrenal system.
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La relacién temprana entre madre e hijo y el
cuidado de los padres con el recién nacido, afectan
el desarrollo fisioldgico, cerebral y emocional del
individuo, asi como su comportamiento (1). En
los estudios clinicos en los que se evaluan las
consecuencias del maltrato infantil, el abandono
materno y el estrés psicosocial, se sugiere que
estos factores podrian favorecer el desarrollo de
diversas enfermedades mentales, especialmente
durante la adolescencia y la edad adulta (2-4). Se
ha reportado que los nifios abusados o rechazados
por sus padres son mas propensos a la depresién
y a los trastornos de ansiedad, mientras que una
relacion estrecha y buena se asocia con un mejor
manejo del estrés (5). En humanos, los posibles
cambios cerebrales debidos a esta condicién y sus
consecuencias tardias, no son faciles de detectar,
lo que ha promovido la utilizacion de modelos
animales experimentales para abordar desde
diferentes perspectivas las complejas consecuen-
cias del estrés crénico causado, por ejemplo, por la
separacién materna (6).

Con la utilizaciéon del modelo de estrés crénico de
separacion materna durante la lactancia en roe-
dores, se han reportado secuelas de la disrupcion
en la relacion entre madre e hijo. Los datos de otros
grupos y del nuestro han evidenciado cambios
persistentes en el comportamiento relacionados con
la ansiedad (6), y alteraciones en la morfofisiologia
del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal (3,6-8), y
en areas del sistema limbico (9,10), asi como en
la expresiéon de los receptores del acido gamma-
aminobutirico (GABA) (11) y de la serotonina (12,13),
los cuales estan estrechamente relacionados con la
regulacién de las respuestas de ansiedad.

Las respuestas fisioldgicas al estrés mas frecuen-
temente estudiadas corresponden a la activacion
del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal y del
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sistema nervioso auténomo. Un evento o factor
estresante induce la liberaciéon de las hormonas
corticoliberina (Corticotropin-Releasing Hormone,
CRH) y vasopresina (Antidiuretic Hormone, ADH),
por parte del nucleo paraventricular del hipo-
talamo desde la eminencia media del hipotalamo
hacia la circulacion portal; a su vez, estas hormonas
activan la secrecion de la hormona corticotropina
(Adrenocorticotropic Hormone, ACTH) en la hip6-
fisis hacia la circulaciéon general. La ACTH actua
directamente sobre la corteza de las glandulas
suprarrenales para inducir la sintesis y secrecion de
glucocorticoesteroides y mineralocorticoesteroides.
En circunstancias fisiolégicas, los niveles elevados
de glucocorticoides activan sus receptores en el
cerebro y la hipdfisis, o que sirve de sefal para
iniciar la culminacién de la liberacion de CRH y
permite al organismo regresar al estado basal (14).

La activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal
facilita los mecanismos fisioldgicos para que un
organismo reaccione adaptandose a los estimulos
amenazantes. Por ejemplo, el aumento de gluco-
corticoides en las glandulas suprarrenales y la
secrecion de adrenalina en el sistema simpatico,
provocan el aumento en la funcién cardiovascular
y la movilizacién de energia, y reducen la actividad
gastrointestinal y la funcién inmunoldgica. Las
hormonas relacionadas con la reaccion al estrés
también cumplen un papel importante en el
sistema nervioso central, donde su accién facilita
la consolidacion de memorias mediadas por la
accion de los glucocorticoides en la amigdala y el
hipocampo. Sin embargo, la exposiciéon continua a
estos puede causar alteraciones en la actividad de
neurotransmisores como las monoaminas, el GABA
y el glutamato. Se ha comprobado que el estrés
cronico afecta las propiedades electrofisiologicas
de los receptores de serotonina e ionotropicos
de glutamato en el hipocampo y en la corteza
prefrontal (15). Asimismo, se ha encontrado que el
estrés crénico disminuye la actividad del sistema
serotoninérgico y, en consecuencia, la naturaleza
y la duracion de los estimulos estresantes se ve
reflejada en los cambios del funcionamiento de
este sistema, lo que puede correlacionarse con el
inicio de la depresion y la ansiedad (16-18).
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Se ha postulado que la contribuciéon de la CRH
y la ADH en la liberacion de la ACTH, parece
ser especifica segun el tipo de factor estresante
que la desencadena; también, se plantea que la
influencia de la ADH es predominante durante el
estrés cronico (18,19).

Se sabe, ademas, que el eje hipotalamo-hipofisis-
suprarrenal en ratas no esta completamente
maduro durante el periodo perinatal, que los
niveles de ACTH vy corticosterona se reducen signi-
ficativamente durante los dos primeros dias de
vida y que la reaccion del eje a estimulos de estrés
es reducida, en comparacion con lo que sucede
en las ratas adultas (20).

Por otra parte, hay evidencias que demuestran que
la oxitocina cerebral contribuye significativamente
al establecimiento y el mantenimiento del cuidado
materno en diferentes especies (21-24). Algunos
experimentos en ratas macho han demostrado
que la activacion de la oxitocina central es esen-
cial para la regulacién de la conducta sexual y
que el incremento en los niveles de esta hormona
durante la copula esta directamente asociado con
la atenuacion de conductas relacionadas con la
ansiedad (25-28).

Teniendo en cuenta que la separacion materna
durante la lactancia es un factor de estrés
cronico, en este estudio se considerd pertinente
establecer como se ve afectado el eje hipotalamo-
hipofisis-suprarrenal a nivel neuroendocrino y
aportar informacion para el esclarecimiento de
los mecanismos involucrados en las alteraciones
relacionadas con la reaccion al estrés. El objetivo
especifico fue establecer si la separacién materna
durante la lactancia modifica los niveles basales de
corticosterona, ACTH, oxitocina y ADH, en ratas
jévenes y adultas de ambos sexos, a mediano y a
largo plazo.

Materiales y métodos
Separacién materna

Para el protocolo de separacion materna, se
utilizaron 74 ratas albinas de la cepa Wistar,
mantenidas en un cuarto con temperatura y
humedad controladas, con el ciclo de luz y
oscuridad invertido durante 12 horas, encendido
de luces a las 19 horas y acceso libre a comida y
agua. La separacion de las crias de sus madres
se hizo durante 180 minutos en la mafiana y 180
minutos en la tarde a lo largo de todo el periodo de
lactancia, y a partir del dia siguiente al nacimiento y
hasta el dia 21 (8,12). Alos 22 dias del nacimiento,
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los individuos se alojaron en cajas segun el sexo y
el tratamiento, y continuaron su crecimiento hasta
el dia 35 (grupo de jovenes) y el dia 90 (grupo de
adultos). Al finalizar cada uno de estos periodos, los
animales fueron sacrificados bajo anestesia y se
recolectdé una muestra de sangre para la obtencién
del suero. El esquema del procedimiento para los
grupos experimentales se presenta en la figura 1.

Medicién de las hormonas

Todas las hormonas se midieron mediante un
ensayo inmunoenzimatico hecho con el suero de
las ratas tomado en las dos etapas de crecimiento
y tratamiento. Se utilizaron 74 ratas distribuidas
en grupos de jévenes y adultas asi: 20 hembras
jovenes (10 de control y 10 separadas de las
madres) y 16 machos jovenes (8 de control y
8 separados de las madres). El grupo de ratas
adultas incluyd 20 hembras (10 de control y 10
separadas de la madre) y 18 machos (8 de control
y 10 separados de la madre).

Las concentraciones de corticosterona, oxitocina y
ADH se establecieron mediante las pruebas ELISA-
ADI-900-097, ELISA-ADI=900=153 y ELISA-900-
017, respectivamente (ENZO LifeScience), y para
medir la hormona ACTH se utilizé el kit de Phoenix
Phramaceuticals Inc. (EIA-ACTH-OEK 00121).
En todos los casos se siguieron las instruccio-
nes de los proveedores, cuyos fundamentos y
procedimientos eran similares con variaciones en
aspectos menores.

Para cada ensayo se elaboré una curva estandar
de cada hormona; se utilizaron 100 pl de muestra
previamente reconstituida con 200 ul de la solucién

| Separacion materna durante la lactancia |

| Grupo de jovenes | | Grupo de adultos |

Separacion por sexo y Separacion por sexo y
tratamiento: crecimiento tratamiento: crecimiento
entre dias 21 a 35 entre dias 21 a 90
después del nacimiento después del nacimiento

\\ Sacrificios y toma de L
muestra para las

pruebas de ELISA

Sacrificios y toma de
muestra para las
pruebas de ELISA

Figura 1. Esquema del disefio de trabajo para los grupos
experimentales. En el grupo de control las crias no se
separaban de la madre y solamente se las manipulaba para el
cambio de camas.
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tampoén del ensayo. Las muestras se incubaron
en cajas de 96 pozos que, ademas de esta,
incluian los pozos blanco, el control positivo y
los controles negativos. El tiempo de incubacién
con el anticuerpo primario respectivo se ajusto
a las instrucciones de cada kit y el revelado se
hizo utilizando el péptido biotinilado. En todas las
placas de los kits de Enzo, la absorbancia se leyé
en un lector de placas (Ultramark Manager 5.2.1)
a una densidad optica de 405 nm y en las del kit
de Phoenix Pharmaceuticals Inc. para la ACTH la
lectura se hizo a una densidad optica de 450 nm.
Cada muestra se analizo por triplicado.

Anadlisis estadistico

Se utilizé el programa gratuito para analisis
de datos cientificos Past, version 3.07. Para el
analisis de los resultados de cada hormona, se
hizo un analisis de varianza (ANOVA) seguido
de una prueba post hoc, con el fin de establecer
si habia diferencias entre los grupos. Teniendo
en cuenta los efectos dimorfos entre machos
y hembras, se hizo una comparacién pareada
entre los grupos (solo machos, solo hembras)
mediante la prueba t de Student. En todos los
casos se establecié la diferencia significativa con
un valor de p<0,05.

Consideraciones éticas

El proyecto de investigacion en cuyo marco se
obtuvieron los resultados aqui presentados, fue
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional de
Colombia (Acta 31 del 18 de mayo de 2012). Los
procedimientos de laboratorio se desarrollaron de
acuerdo con la Resoluciéon 8430 de 1993, capitulo
V, y se ajustaron a las normas fundamentales
para el manejo de animales de laboratorio, que
establecen los siguientes principios éticos: 1)
garantizar el minimo de manipulaciones del ani-
mal y de intervenciones en su entorno, evitando
perturbarlo o provocarle reacciones de alerta
o refugio; 2) ofrecerle un entorno confortable y
protegido en cuanto a agentes fisicos, quimicos y
bioldgicos; 3) lograr la seguridad del confinamiento,
evitando su escape o fuga, la penetracion de otros
animales y la exposicion a dafios, garantizando la
ausencia de peligros; 4) las areas de alojamiento
de los animales deben ser especificas para este
propdsito y responder a los requisitos establecidos
en la actividad que se va a realizar, y 5) lograr los
objetivos del experimento, ensayo o validaciéon con
el minimo de variables de tiempo y de animales.
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Resultados

A continuacion se describen los resultados de la
medicion de cada una de las hormonas. En todos
los casos los datos se expresaron como la media
+ error estandar de la media (EEM). Con la prueba
estadistica ANOVA se encontraron diferencias
significativas entre los ocho grupos de las hor-
monas corticosterona, ADH, ACTH y oxitocina
(p<0,05). Con la prueba estadistica t de Student
se hicieron comparaciones pareadas entre los
grupos y se encontraron diferencias significativas
(p<0,05) en las concentraciones hormonales. A
continuacion se describen los resultados de cada
una de las mediciones.

Corticosterona

El ANOVA mostré diferencias entre el tratamiento
y los grupos (F=6,385; p<0,05), con la prueba
post hoc de Tukey se evidencié una diferencia
entre los grupos de los machos de control y los
separados de la madre, y la prueba t también reveld
diferencias en la comparacion entre los grupos de
jovenes (machos jovenes de control: 648,97 pg/mi;
machos joévenes separados de la madre: 597,54
pg/ml; hembras jévenes de control: 605,55 pg/ml,
y hembras jovenes separadas de la madre: 623,46
pg/ml), aunque estas no fueron significativas. Sin
embargo, si hubo diferencias entre el grupo de
machos adultos de control (267,14 pg/ml) y el grupo
de machos adultos separados de la madre (653,92
pg/ml), con una concentracion hormonal mayor en
este ultimo. También, se encontraron diferencias
significativas entre el grupo de machos jévenes
de control y el de hembras adultas de control
(1319,15 pg/ml), con una mayor concentracion
hormonal en este ultimo (figura 2).

La comparaciéon entre los grupos de jévenes y
de adultos evidencié diferencias significativas
entre el grupo de machos jovenes de control y el
de machos adultos de control, en el cual el nivel
hormonal fue menor, igualmente, se encontraron
diferencias entre el grupo de hembras jévenes de
control y el de hembras adultas de control, grupo
este que tuvo mayor nivel hormonal (figura 2).

Corticotropina (ACTH)

Se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de ACTH en el grupo de jévenes.
El ANOVA evidencié diferencias entre los grupos
debidas al tratamiento (F=2,43; p<0,05), la prueba
post hoc de Tukey evidencio la diferencia entre
los grupos de machos jévenes de control y los
separados de la madre. En los machos jévenes de
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Figura 2. Concentraciones de corticosterona medidas en
los diferentes grupos. Con la prueba estadistica ANOVA
se encontraron diferencias significativas entre los grupos
(p<0,05). Con la prueba t de Student se encontraron diferencias
significativas (*) entre los grupos de machos jévenes de control
(MJC) y de machos adultos de control (MAC) (p<0,05), entre
los grupos de hembras jévenes de control (HJC) y de hembras
adultas de control (HAC) (p<0,05), entre los grupos de machos
adultos de control (MAC) y de machos adultos separados de
la madre (MAS) (p<0,05), y entre los grupos de machos y
hembras adultas de control (MAC y HAC) (p<0,05).

control (2,64 ng/ml) la concentracion de la hormona
fue menor que en los machos jovenes separados
de la madre (3,43 ng/ml), siendo mayores las
concentraciones del grupo de los separados de la
madre. Por el contrario, no se encontraron diferen-
cias significativas entre los cuatro grupos de los
adultos (figura 3).

Al comparar los grupos de jovenes y de adultos,
se hallaron diferencias significativas entre los
machos jovenes separados de la madre (3,43 ng/
ml), con los niveles mayores, y los machos adultos
separados de la madre (2,93 ng/ml); asimismo,
se encontraron diferencias significativas entre el
grupo de hembras jovenes (3,92 ng/ml) y el de
hembras adultas separadas de la madre (2,88 ng/
ml), con un mayor nivel de ACTH en el grupo de
jévenes separadas de la madre (figura 3).

Oxitocina

La comparacion de las concentraciones de oxitocina
mediante el ANOVAy la prueba post hoc de Tukey,
reveld una diferencia entre los grupos (F=5,362;
p<0,05). Con la prueba t de Student en los adultos
se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los machos adultos de control
(325,92 pg/ml) y los separados de la madre (98,56
pg/ml), con un mayor nivel en el grupo de los
machos de control; igualmente, se encontraron
diferencias entre los grupos de hembras adultas de
control (310,71 pg/ml) y las separadas de la madre
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(640,65 pg/ml), evidenciandose un mayor nivel
hormonal en el grupo de las hembras separadas
de la madre. Por ultimo, al comparar por sexos,
se encontraron diferencias entre el grupo de los
machos adultos separados de la madre (98,56 pg/
ml) y el de las hembras adultas (640,65 pg/ml), con
un valor mayor en este ultimo grupo (figura 4).

ACTH (ng/mL)

MJC MJS HIJIC HIS MAC MAS HAC HAS

Figura 3. Concentraciones (ng) de corticotropina (ACTH)
medidas en los diferentes grupos. Con la prueba estadistica
ANOVA se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (p<0,05). Con la prueba t de Student se encontraron
diferencias significativas (*) entre los grupos de machos
jévenes de control (MJC) y de machos jovenes separados de
la madre (MJS) (p<0,05), entre los grupos de machos jovenes
y de adultos separados de la madre (MJS y MAS) (p<0,05), y
entre los grupos de hembras jévenes y adultas separadas de
la madre (HJS y HAS) (p<0,05).
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Figura 4. Concentraciones de oxitocina medidas en los diferentes
grupos. Con la prueba estadistica ANOVA se encontraron
diferencias significativas entre los grupos (p<0,05). Con la
prueba t de Student se encontraron diferencias significativas (*)
entre los grupos de machos jovenes y adultos separados de
la madre (MJS y MAS) (p<0,05), entre los grupos de machos
adultos de control y los separados de la madre (MAC y MAS)
(p<0,05), entre los grupos de hembras adultas de control y las
separadas de la madre (HAC y HAS) (p<0,05), entre los grupos
de machos y de hembras adultas separadas de la madre (MAS
y HAS) (p<0,05), y entre los grupos de hembras jévenes y
adultas separadas de la madre (HJS y HAS) (p<0,05).
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En la comparacion entre los grupos de joévenes y
adultos, se encontraron diferencias significativas
entre los machos jovenes separados de la madre
(250,43 pg/ml) y los machos adultos (98,56pg/
ml), asi como entre el grupo de hembras joévenes
separadas de la madre (167,65 pg/ml) y el de las
hembras adultas (640,65 pg/ml) (figura 4).

Vasopresina (ADH)

Se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de ADH en el analisis de varianza
(F=4,992; p<0,005) entre el grupo de machos
jévenes de control (114,56 pg/ml) y el de machos
jévenes separados de la madre (98,02 pg/ml), con
mayores concentraciones en el grupo de control.
En el grupo de adultos se encontraron diferencias
significativas entre los machos adultos de control
(162,56 pg/ml) y el de las hembras (125,59 pg/ml),
las cuales registraron concentraciones menores
(figura 5).

En la comparacion entre los grupos de jévenes y
adultos se encontraron diferencias significativas
entre los machos jévenes de control (114,56 pg/ml)
y los adultos (162,56 pg/ml), los cuales registraron
concentraciones mayores. Asimismo, se eviden-
ciaron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo de machos jévenes separados
de la madre (98,02 pg/ml) y el de los machos
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Figura 5. Concentraciones de vasopresina (ADH) medidas
en los diferentes grupos. Con la prueba estadistica ANOVA
se encontraron diferencias significativas entre los grupos
(p<0,05). Con la prueba t de Student se encontraron diferencias
significativas (*) entre los grupos de machos jévenes de control
y los separados de la madre (MJC y MJS) (p<0,05), entre
los grupos de machos jovenes y adultos de control (MJC y
MAC) (p<0,05), entre los grupos de machos jévenes y adultos
separados de la madre (MJS y MAS) (p<0,05), entre los grupos
de hembras jévenes y adultas separadas de la madre (HJS y
HAS) (p<0,05), y entre los grupos de machos y de hembras
adultas de control (MAC y HAC) (p<0,05).
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adultos (145,39 pg/ml). Por ultimo, se encontraron
diferencias significativas entre el grupo de hembras
jévenes separadas de la madre (98,20 pg/ml) y el
de las hembras adultas (135,5 pg/ml) (figura 5).
Discusion

Cuando se viven situaciones de estrés, una de
las respuestas del organismo es la activacion del
sistema neuroendocrino a través de un circuito
que relaciona directamente el cuerpo y el cerebro:
el eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal. El nucleo
paraventricular del hipotalamo recibe sefiales
de activacion, las integra y produce una reaccion
hormonal que incluye la sintesis y la liberacién
de la hormona liberadora de corticotropina y de
ADH, las cuales estimulan la glandula pituitaria, la
cual, a su vez, libera ACTH en el flujo sanguineo.
Esta hormona estimula la glandula suprarrenal, la
cual libera glucocorticoides en forma de cortisol en
humanos y de corticosterona en ratas. La finalidad
de la reaccion al estrés es movilizar energia desde
los tejidos de almacenamiento para preparar
la reaccién del organismo ante una situacion
amenazante. La corticosterona aumenta la gluco-
génesis para favorecer la utilizacion de glucosa vy,
simultaneamente, suprime funciones anabdlicas
como la digestion, el crecimiento y la reproduc-
cion, asi como las del sistema inmunoldgico. La
liberacién de estos glucocorticoides esta regulada
por un mecanismo de realimentacién inhibitorio
del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal que actua
a nivel de la hipdfisis, el hipotalamo y el hipocampo,
inhibiendo su propia secrecion (29).

El nucleo paraventricular contiene dos divisiones: la
parvocelular y la magnocelular, y esta ultima posee
neuronas secretoras que sintetizan principalmente
ADH y oxitocina, cuyas funciones principales se
relacionan con el mantenimiento del equilibrio
i6énico, y participan en el parto y la lactancia,
respectivamente. Sin embargo, se ha planteado
que ambas promueven la sintesis y la secrecion
de la ACTH (29). Por otro lado, la oxitocina también
esta involucrada en conductas sociales como el
apego, la filiacion, la confianza y el apoyo social,
e interactua con otras hormonas y neurotrans-
misores en el desarrollo de algunos trastornos
psiquiatricos como la depresion, por lo que se
ha considerado que contribuye a los cambios
neurobioldgicos que ocurren en un individuo en
situaciones de estrés (27).

En algunos estudios previos se ha demostrado
que el estrés temprano causa alteraciones
diferentes en machos y hembras en cuanto al
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comportamiento ansioso, lo que podria asociarse
con las variaciones hormonales relacionadas con
el sexo y, ademas, con la presencia dimérfica de
diversas enfermedades mentales en humanos
(30). Se han reportado, ademas, diferencias signi-
ficativas en el comportamiento, la morfologia y la
neurobioquimica de las ratas adultas de ambos
sexos sometidas a manipulacion neonatal (28,29).

Algunos estudios de resonancia magnética
funcional en seres humanos han evidenciado
diferencias entre hombres y mujeres cuando son
sometidos a estrés agudo: como reaccién a los
factores de estrés, el hombre activa preferen-
temente la corteza prefrontal, lo que favorece el
comportamiento de “lucha o huida”, mientras que
la mujer activa el sistema limbico para favorecer
el comportamiento de “ayuda y proteccion”. La
puesta en marcha del engranaje del sistema
limbico, principalmente del hipocampo, reduciria,
entonces, a actividad simpatica y la del eje
hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal (29).

En este estudio se encontraron variaciones en
los niveles hormonales de la corticosterona, la
ACTH, la oxitocina y la ADH, no solo en las ratas
sometidas a estrés cronico mediante el protocolo
de separacion materna durante la lactancia, sino
también, diferencias entre los grupos de control
con machos y hembras a mediano y largo plazo
(jovenes y adultas).

Corticosterona

En condiciones basales, es decir, cuando no hay
factores estresantes, las concentraciones plas-
maticas de corticosterona en ratas son bajas y
pueden variar entre 5 y 20 ng/ml dependiendo de
la cepa, mientras que, en condiciones de estrés,
los niveles hormonales aumentan con el fin de
reaccionar adecuadamente a ellas. En este estudio
se encontraron niveles similares de corticosterona
en plasma en los grupos de machos y hembras
jévenes sometidas a separaciéon materna durante
la lactancia, asi como en el grupo joven de
control que no fue separado de la madre. Pese
a que dicha separacidén se considera un factor
de estrés cronico, la ausencia de cambios en las
concentraciones de corticosterona pudiera deberse
a un enmascaramiento debido a los cambios hor-
monales que se presentan en la pubertad, que
corresponde a la etapa en la cual se hicieron las
mediciones en las ratas jovenes. De hecho, cuando
las mediciones se hicieron en las adultas, es decir,
en una etapa de mayor estabilidad hormonal, si
se evidenciaron cambios. En los cuatro grupos se
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midieron concentraciones distintas y, aunque en
los machos separados de la madre estas fueron
mayores que en los machos de control, en las
hembras separadas de la madre ocurrié lo opuesto:
las concentraciones disminuyeron con respecto
al grupo de hembras adultas no separadas de la
madre. Estos resultados podrian asociarse con la
reaccion a la ansiedad en las hembras separadas de
la madre, cuyo comportamiento ansioso fue menor,
mientras que los machos separados de la madre
mostraron una mejor evaluacion del riesgo (8,12).

En contraste con estos resultados, en un estudio
que compard ratas expuestas a estrés cronico
imprevisible y humanos con trastorno depresivo
grave, se encontré un incremento en los niveles
plasmaticos de corticosterona en las ratas macho,
mientras que en los hombres con depresion mayor
no se registraron cambios en el nivel plasmatico
de cortisol (30). En este sentido, hay que tener en
cuenta que la capacidad de la corteza suprarrenal de
la rata para sintetizar glucocorticoides se satura con
niveles moderados de ACTH, de tal manera que una
liberacién superior de dicha hormona no se reflejaria
en la liberacion de los glucocorticoides (29,30).

Por otra parte, se ha encontrado que la con-
centracion de cortisol aumenta en personas con
depresién mayor. En algunos estudios se informa
que este aumento se debe a una mayor secrecion
de CRH, ya que no hay una realimentacion negativa
para su disminucién, pues la ACTH y el cortisol
contintan secretandose, ya que la ADH favorece
la liberacion de ACTH en la adenohipdfisis para
mantener la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-
suprarrenal y compensar la accion de la CRH
ante el estrés cronico, el cual, en muchos casos,
precede a la depresion (30,31). El tratamiento
de la depresion con fluoxetina, un inhibidor de la
captura de serotonina, conduce a una disminucion
en las concentraciones de CRH y de ADH en el
liquido cefalorraquideo (31). Si bien es cierto que
los resultados obtenidos con modelos animales
no pueden extrapolarse directamente al ser
humano, en este caso particular se ha reportado
informacién cierta acerca de la relacion entre la
disrupcién familiar temprana y la depresién en el
adulto (3,32); por eso, es pertinente contribuir a
identificar los mecanismos neuroendocrinos que
puedan estar involucrados.

Corticotropina (ACTH)

Tal como sucede con la corticosterona, en con-
diciones normales el nivel plasmatico de ACTH
es bajo y aumenta en situaciones de estrés. Al
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igual que en los humanos, en animales hembra la
actividad basal de estas dos hormonas aumenta
como reaccion a diversos estimulos. En condiciones
basales, es decir en ausencia de factores que
generen estrés, el hombre secreta mas ACTH que
la mujer, lo que sugiere que la reaccion al estrés de
esta hormona y del cortisol es mas importante en
el hombre que en la mujer (33,34).

En este estudio se encontré que en el grupo de
jévenes las concentraciones de ACTH fueron
menores en los machos y las hembras de control,
y mayores en los machos y las hembras separadas
de la madre, siendo significativa la diferencia
entre los machos jovenes del grupo de control y
los separados de la madre, mientras que, en los
grupos adultos el nivel fue mayor en los machos
y en las hembras de control, sin llegar a ser
significativo. Ademas, se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la reaccién de esta
hormona entre los grupos de machos jovenes y de
machos adultos sometidos a separacion materna
durante la lactancia, asi como entre las hembras
jovenes y las adultas, lo que indicaria que ante
situaciones estresantes la reaccién variaria con
la edad, pues la activacion del eje hipotalamo-
hipofisis-suprarrenal y de la secrecion de ACTH
seria mayor en los jévenes. Como ya se menciond,
la privacién materna y la disrupcion del vinculo, asi
como los eventos estresantes tempranos, provocan
alteraciones en la reaccion del eje hipotalamo-
hipdfisis-suprarrenal. En el presente estudio no
se evidenciaron cambios significativos en las
concentraciones de ACTH de las ratas durante la
etapa puberal; sin embargo, hubo una tendencia al
aumento en los grupos de jévenes separados de
la madre, el cual podria explicarse por los cambios
hormonales de esta etapa, aunque en los adultos
la tendencia fue menos evidente.

El papel de la ACTH en la reaccion al estrés esta
directamente relacionada con el incremento en
los niveles de cortisol o su equivalente en ratas,
la corticosterona; sin embargo, se debe tener en
cuenta la sensibilidad de la glandula suprarrenal,
que hace parte del eje, lo que en este caso
no se considerd y podria relacionarse con las
concentraciones de ACTH que no se reflejaron en
cambios en la corticosterona.

Oxitocina

En los roedores la oxitocina también es liberada
como reaccion al estrés y parece tener cierta
influencia sobre la secrecion de ACTH (35), por
lo cual, en condiciones en las que el individuo no
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esta estresado ni en proceso de parto o lactancia,
el nivel plasmatico de esta hormona es bajo. En
este estudio se encontré que el nivel hormonal en
los grupos de jovenes fue menor que en los grupos
de adultos, y que la diferencia entre las hembras
jévenes y las adultas sometidas a separacién de
la madre y entre las hembras adultas de control y
las separadas de la madre, fue significativa; este
ultimo grupo presentd la mayor concentracion
de oxitocina de los grupos evaluados. Estos
resultados indicarian que la separacién materna
durante la lactancia afecto las concentraciones de
oxitocina, sobre todo en la etapa adulta y, en mayor
grado, en las hembras. Los hallazgos respaldan
el planteamiento de que, dada su importancia en
una serie de comportamientos sociales positivos
como la interaccion materno-infantil, en animales
adultos la oxitocina puede facilitar las interacciones
sociales selectivas asociadas con la afinidad entre
individuos y la formacién de parejas, y participar en
la regulacion de las funciones parasimpaticas (36).

En otros estudios, sin embargo, se ha sefialado
que el tratamiento repetido con oxitocina induce
un patrén contra el estrés en ratas y disminuye los
niveles plasmaticos de corticosterona. Ademas, el
tratamiento desencadena otros efectos ansioliticos
y sedantes de larga duracion (37).

Vasopresina (ADH)

En condiciones normales solo una fraccién de las
neuronas que actuan de forma sinérgica con la
CRH expresa la ADH, pero en el caso de animales,
en los que el eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal
esta activado cronicamente, se ha observado que
hasta 90 % de todas estas neuronas expresa con-
comitantemente la ADH, efecto que ha permitido
sugerir que esta tendria un papel importante en
situaciones de estrés crénico y que constituye el
factor predominante de la regulacion de la ACTH
(38,39). En este estudio las concentraciones de
ADH fueron menores en los grupos jovenes, con
diferencias significativas entre los machos jovenes
de control y los adultos, entre los machos jovenes
separados de lamadre y los adultos, y entre las
hembras jovenes separadas de la madre y las
adultas; ademas, se evidencié que en la etapa
adulta los efectos de la separacion materna durante
la lactancia son mayores. Asimismo, se encontré
que los machos adultos presentaron mayor nivel
de ADH que las hembras, resultado que podria
explicarse por el dimorfismo sexual en la sintesis
de la hormona en las neuronas de la amigdala, la
cual es mayor en machos que en hembras (40,41).
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Ademas, como se menciond anteriormente, en
los machos se presenta mas el comportamiento
de “lucha o huida”, en el cual el incremento de la
CRH y la ADH contribuye a los cambios durante
las reacciones de defensa; la ADH se ha asociado
con el aumento del estado de alerta, la atencion
o la vigilancia, asi como de la conducta agresiva
y de la actividad de las funciones simpaticas en
general (32,42).

Aunque algunos de los resultados aqui presenta-
dos difieren de los de otros estudios, queda claro
que el estrés temprano al que fueron sometidas las
ratas produjo cambios en la activacion y la reaccion
del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal diferentes
segun el sexo y la edad. Estos hallazgos, aunados
a los reportados por otros autores, evidencian la
importancia de mantener el vinculo materno y
de promover una etapa de, al menos, un afo de
licencia por lactancia y maternidad para prevenir
alteraciones emocionales en la etapa adulta
y mayor sensibilidad durante la adolescencia.
Indiscutiblemente, se requieren mas estudios
sobre el sistema neuroendocrino que permitan
comprender lo que ocurre a mediano y largo plazo
en las ratas sometidas a separacion materna
durante la lactancia como modelo de estrés por
disrupcion del vinculo materno, asi como saber
si las variaciones plasmaticas de las hormonas
estudiadas son consecuencia de otros procesos.

Cabe anotar que hay estudios en los cuales se ha
demostrado que, en las ratas, la exposicion repetida
a ambientes novedosos durante la vida temprana
puede inducir mejoras duraderas en las funciones
cognitiva, social, emocional y neuroendocrina
en la etapa adulta, es decir, una mejor regulacion
del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal, lo que
indica que la exposicion temprana a ambientes
novedosos puede mejorar la capacidad de los
hijos para tener una reaccioén rapida ante los retos
y que este éxito depende de la intervencion de la
madre en los primeros afos de vida para regular la
capacidad de aumentar el nivel de corticosterona
rapidamente como reaccidén a la aparicion de
factores de estrés (43).

En conclusion, las variaciones entre machos y
hembras a mediano y largo plazo, en los niveles
hormonales de la corticosterona, la ACTH, la
oxitocina y la ADH encontradas en este estudio,
tanto en las ratas sometidas a estrés crénico
mediante la separacion materna durante la lactan-
cia como en los grupos de control, permiten
plantear nuevas preguntas y abren la posibilidad

Separacion materna y cambios neuroendocrinos en ratas

de estudios posteriores para determinar claramente
por qué la reaccién al estrés es diferente en los
machos y las hembras, por qué se producen los
cambios fisiolégicos a largo plazo después de vivir
una experiencia estresante y como se relaciona
esto con diferentes enfermedades mentales, como
la depresion mayor y el trastorno de ansiedad, que
hoy constituyen un problema de salud publica en
el mundo. En varios estudios se vienen analizando
los efectos epigenéticos del estrés temprano y
actualmente nuestro grupo lleva a cabo algunos
experimentos para analizar esa hipotesis en el
modelo que se ha adoptado.
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Polimorfismos de los genes LEP, LDLR, APOA4 y sus relaciones
con el sobrepeso, la obesidad y el riesgo de enfermedades crénicas
en adultos del estado Sucre, Venezuela
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Introduccidén. La prevalencia del sobrepeso, la obesidad y algunas enfermedades crénicas no
transmisibles ha aumentado; sus causas pueden ser genéticas, epigenéticas o ambientales, por lo cual
es importante evaluar la variabilidad en estas interacciones.

Objetivo. Analizar las relaciones entre nueve polimorfismos de nucleétido simple de los genes LEP
(rs2167270), LDLR (rs885765, rs688, rs5925, rs55903358, rs5742911) y APOA4 (rs5095, rs675,
rs5110), y los fenotipos asociados al sobrepeso, la obesidad y otras enfermedades concomitantes.
Materiales y métodos. Se evaluaron parametros clinicos y antropométricos en 144 sujetos del estado
Sucre, Venezuela, 76 hombres y 68 mujeres, con medias de edad de 29,93+8,29 y 32,49+11,15
afos, respectivamente. Se hizo la genotipificacién de los polimorfismos seleccionados mediante
enzimas de restriccion; se estudiaron las asociaciones entre genotipo y riesgo, y se compararon
los promedios de las medidas antropométricas y bioquimicas previamente ajustadas a variables
biolégicas y ambientales.

Resultados. Segun el indice de masa corporal (IMC), el 38,9 % de los individuos tenia sobrepeso
(25<IMC<29,9 kg/m?) y el 20,1 %, obesidad (IMC=30 kg/m?). Las frecuencias genotipicas y alélicas
de los grupos con un indice de masa corporal normal y uno alto (sobrepeso y obesidad) resultaron
similares. Solo se encontré asociacion entre el genotipo ancestral A/A del rs5742911 y el riesgo alto
por los niveles de la lipoproteina de alta densidad o colesterol HDL (OR=2,944, IC, 1,446-5,996;
p=0,003). La diferencia entre los promedios corregidos de colesterol HDL para los genotipos del
rs5742911 resultd significativa (p=0,005) (A/A: 41,50+14,81 mg/dl; A/G: 45,00+12,07 mg/dl; G/G:
47,1749,43 mg/dl).

Conclusioén. En la mayoria de las variantes genéticas estudiadas, se registro la asociaciéon con el
sobrepeso y la obesidad de los genotipos ancestrales, aunque sin ser significativa. El polimorfismo
rs5742911 podria resultar util como indicador del riesgo de enfermedades crénicas.

Palabras clave: polimorfismo de nucleétido simple, sobrepeso, obesidad, indice de masa corporal,
dislipidemias, factores de riesgo, enfermedad cronica, adulto, Venezuela

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2702

LEP, LDLR and APOA4 gene polymorphisms and their relationship with the risk of overweight,
obesity and chronic diseases in adults of the State of Sucre, Venezuela

Introduction: Overweight, obesity and some chronic diseases have become more prevalent recently. It
is well known that their causes may be genetic, epigenetic, environmental, or a mixture of these.
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Objective: To analyze the relationship between nine single nucleotide polymorphisms of genes LEP
(rs2167270), LDLR (rs885765, rs688, rs5925, rs55903358, rs5742911) and APOA4 (rs5095, rs675,
rs5110) with obesity-related phenotypes and other comorbidities.

Material and methods: We recruited 144 adults (76 males and 68 females, with average ages of
29.93+8.29 and 32.49+11.15 years, respectively) in the State of Sucre, Venezuela. Clinical and
anthropometric parameters were obtained. Genotype-risk associations were studied. We then compared
the averages registered for anthropometric and biochemical variables previously adjusted for biological
and environmental factors.

Results: According to the body mass index, 38.9% of the individuals in the sample were overweight
(25<BMI<29.9 kg/m?) and 20.1% were obese (BMI=30 kg/m?). Genotype and allele frequencies did
not differ statistically for groups with normal and high body mass index (overweight plus obesity). The
association between LDLR rs5742911 ancestral genotype A/A and high risk condition related to HDL-
cholesterol was the only one found to be significant (OR=2.944, 95% CI: 1.446-5.996; p=0.003). The
difference in adjusted mean HDL-cholesterol for LDLR rs5742911 genotypes was statistically significant
(p=0.005) (A/A: 41.50+14.81 mg/dL; A/G: 45.00£12.07 mg/dL; G/G: 47.17+9.43 mg/dL).
Conclusions: For most of the genetic variants studied, there was an association with the presence of
overweight and obesity among ancestral genotype carriers, although this was not statistically significant.
The rs5742911 polymorphism may be useful as an indicator of a risk of chronic diseases.

Key words: Polymorphism, single nucleotide; overweight, obesity, body mass index, dyslipidemias,
risk factors, chronic disease, adult, Venezuela.
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Genética y enfermedades cronicas en adultos venezolanos

Se prevé que para el 2020, las enfermedades
cronicas no transmisibles del adulto, como
las cardiovasculares, la hipertension arterial
sistémica, la diabetes, y la obesidad, entre
otras, representaran casi las tres cuartas partes
del total de la mortalidad en el ambito mundial
(1,2). En particular, la frecuencia de la obesidad
ha aumentado en los paises desarrollados y en
desarrollo, hecho inquietante por el riesgo que
supone para otras enfermedades concomitantes
(3). Segun datos suministrados por el Instituto
Nacional de Nutricion en el 2013, en Venezuela
el porcentaje de malnutricibn por exceso era
de 54,95 %, del cual 29,52 % correspondia al
sobrepeso y, 25,43 %, a la obesidad (4), con base
en mediciones del indice de masa corporal (IMC,
kg/m?) en una muestra representativa de sujetos
entre los 18 y 40 anos de todo el territorio nacional
(n=10.151). En el estado Sucre este porcentaje
de malnutricién por exceso era de 59,03 %, con
36,34 % de sobrepeso y 22,69 % de obesidad,
lo que la convierte en una de las regiones del pais
donde se presenta con mayor frecuencia este tipo
de malnutricion (4).
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Aun cuando se reconoce la contribucion del medio
ambiente en el desarrollo del fenotipo obeso, en
los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la sig-
nificativa contribucion de los genes en la variacion
de la masa corporal. Los estudios genéticos han
aumentado la comprensiéon de los mecanismos
moleculares involucrados en la regulacién del peso
corporal, y han revelado que la obesidad debida a
trastornos monogénicos es poco frecuente. Por tal
motivo, el principal reto de la investigacion en este
campo es la deteccion de las variantes genéticas
que puedan explicar las formas mas comunes de
la obesidad humana (5,6).

Entre los genes asociados con fenotipos carac-
terizados por el sobrepeso y la obesidad, se
encuentran el gen de la proteina leptina (LEP), la
cual actua como sefial de circulaciéon que reduce
la ingestion de alimentos e incrementa el gasto de
energia mediante la union a su receptor, lo que
activa la via de la melanocortina hipotalamica y
controla los depdsitos de grasa corporal, asi como
el gen del receptor de las lipoproteinas de baja
densidad (LDLR), que intervienen en el metabolismo
de las lipoproteinas, y el gen de la apolipoproteina
A-IV (APOAA4), que participa en el transporte de las
lipoproteinas y es muy importante para el control
integral del consumo de alimentos, el metabolismo
y la homeostasis de la glucosa (7-11).

Se han descrito varios polimorfismos mononucleo-
tidicos (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
en los genes mencionados: en el gen LEP, el
rs2167270 se ha asociado con la obesidad (12,13),
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el indice de masa corporal (14), la preferencia por
el dulce (15), los niveles de actividad fisica (16)
y el control epigenético de factores perinatales,
como la obesidad materna y el crecimiento del
infante (17).

En el LDLR, los polimorfismos rs885765, rs688,
rs5925, rs55903358 y rs5742911, entre otros, se
han utilizado ampliamente en los estudios sobre
la asociacion de haplotipos con la hipercoles-
terolemia familiar. Estas cinco variantes se han
asociado también con fenotipos relacionados con
el sobrepeso y la obesidad, en cinco etnias de
amerindios brasilefios (18). Por su parte, Zee, et
al., estudiaron la relacion del rs688 con la obesidad
en pacientes obesos e hipertensos, y encontraron
dicha asociacién solo en el grupo de los obesos
hipertensos (19).

Las variantes rs675 y rs5110 del gen APOA4
son mutaciones con cambio de sentido, es decir,
implican cambios de aminoacido en la proteina
(Tre367Ser y GIn380His, respectivamente) v,
conjuntamente con el rs5095, se ha estudiado su
su asociacién con lipidos y lipoproteinas (20-23),
con el peso corporal, la dieta, los parametros de
la composicién y la grasa corporal, asi como con el
sindrome metabdlico (24-28).

En este contexto, el objetivo de la presente inves-
tigacion fue analizar las relaciones existentes entre
los genotipos de nueve polimorfismos y algunos
fenotipos asociados al sobrepeso, la obesidad y
el riesgo de padecer enfermedades crénicas no
transmisibles, en un grupo de individuos originarios
del estado Sucre, como un estudio preliminar de
orientacién exploratoria y descriptiva.

Materiales y métodos
Grupo de estudio

El disefio de investigacion partié de la seleccion de
los sujetos sin haberlos clasificados previamente
segun peso normal, sobrepeso u obesidad, con la
finalidad de comparar el fenotipo medido cuanti-
tativamente. Para determinar el tamafio de la
muestra, se hicieron simulaciones estadisticas
para cada marcador, utilizando las distribuciones
genotipicas, asi como valores de promedios y
desviaciones estandar para el indice de masa
corporal (IMC) y el indice cintura-cadera registrados
en estudios publicados (15,18,27), ya que dichos
valores no se conocian para la poblacién en
estudio. Mediante estas pruebas se establecid
que una muestra de, al menos, 120 individuos
permitiria detectar diferencias significativas entre
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los promedios de distintos genotipos para estas
variables, a pesar de que tal tamano de muestra
no fuese representativo de la poblacion. Esta
limitacidn sera discutida mas adelante.

A partir de una muestra intencional no probabi-
listica, se estudiaron 144 individuos (76 hombres
y 68 mujeres), con edades comprendidas entre
los 18 y los 65 afios y provenientes del estado
Sucre (region nororiental de Venezuela). Las
muestras se recolectaron de personas asistentes
al Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”, ciudad de Cumana, y la Escuela de
Bioanalisis de la Universidad de Oriente (UDO),
nucleo Sucre. Entre los asistentes se contd con
donantes voluntarios de sangre, empleados del
hospital y estudiantes universitarios, entre otros,
provenientes de la poblacién general urbana de
Cumana; se trataba de individuos mestizos cuya
composicion genética es el resultado de una mezcla
de aportes amerindios, europeos y africanos (29-
32). Los sujetos participantes debian cumplir
con los siguientes criterios de inclusion: cuatro
abuelos nacidos en el estado Sucre, no presentar
relaciones de consanguinidad proxima entre si,
no padecer enfermedades agudas en el momento
del estudio, ni tener trastornos de hiperglucemia
(glucemia=110 mg/dl) o diabetes. Cada participante
firmd el consentimiento informado aprobado por la
Comisién de Bioética del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC).

Pruebas bioquimicas y genéticas

A cada sujeto se le tomaron 10 ml de sangre por
venopuncién en el antebrazo después de un ayuno
de 12 a 14 horas, con el fin de hacer pruebas
bioquimicas, el analisis hematolégico completo y
la extraccion del ADN (para estas dos ultimas se
utilizé como anticoagulante el EDTA-Na, al 15 %).

Se determinaron la glucemia y el perfil lipidico,
empleando los reactivos y protocolos de Bayer
Corporation (2000) (33) con el equipo Analizador
Express 550®. La medicion de la glucemia se incluy6
en una segunda fase del trabajo de campo, razén
por la cual no se conté con este valor para todos los
participantes. El analisis hematoldgico se hizo en
un contador automatizado (contador Coulter).

El aislamiento del ADN se hizo mediante el método
de extraccion salina de Lahiri y Nurnberger (34),
estandarizado en el Laboratorio de Genética
Humana del Instituto Venezolano de Investiga-
ciones Cientificas. Para la identificacion de los
polimorfismos genéticos se utilizd la técnica de
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En el
cuadro 1 se muestran los oligdbmeros y las enzimas
de restriccidn utilizadas para cada polimorfismo de
nucleétido simple estudiado. Se empleé el método
descrito por Saiki, et al. (35), con modificaciones
para una mezcla de PCR de 15 pyl de volumen
final. Las digestiones con enzimas de restriccion
se ajustaron a las especificaciones técnicas del
fabricante, para un volumen final de 10 pl, utilizando
la cantidad minima requerida de enzima durante un
tiempo de incubacion de 16 horas. La asignacion
de los genotipos se efectué mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida 29: 1 al 8, 10y 12 %
segun los tamafios de los fragmentos. El revelado
se hizo por tincion con nitrato de plata (36). El error
técnico en la asignacién de genotipos se descarto
usando siempre muestras de control con genotipos
conocidos (control positivo) y un control sin enzima
(control negativo), en cada digestion. También,
se hicieron controles de calidad aleatorios de
un porcentaje de muestras (10-15 %) para cada
SNP, con el fin de replicar resultados luego de la
asignacion definitiva. No se hizo secuenciacion.

Fenotipos asociados al sobrepeso, la
obesidad y el riesgo de enfermedades
crdnicas no transmisibles

Se tomaron las medidas antropométricas de peso,
talla y circunferencias de cintura y de cadera segun
los protocolos del Programa Bioldgico Internacional

Genética y enfermedades cronicas en adultos venezolanos

(37), utilizando una balanza clinica Detecto-Medic®
y una cinta métrica.

Se calcul6 el IMC vy se clasificé a cada sujeto de
acuerdo con los criterios de los National Institutes
of Health (NIH) (38) y la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) (1), con base en las categorias de
peso normal (18,5<IMC<24,9 kg/m?), sobrepeso
(25<IMC<29,9 kg/m?) y obesidad (IMC = 30 kg/m?).
Para clasificar el riesgo de padecer enfermedades
cronicas, se utilizaron el indice cintura-cadera y
la circunferencia de cintura (39,40). Los criterios
fueron los siguientes: niveles de riesgo alto para los
hombres, indice de cintura-cadera mayor o igual a
1,0 y circunferencia de cintura mayor de 102 cm,
y para las mujeres, mayor o igual a 0,85 y mayor
de 88 cm, respectivamente (30). Como indicador
de la adiposidad corporal se calculd el indice de
conicidad (41,42), que aun no cuenta con puntos
de corte para los niveles de riesgo.

Las categorias de clasificacién para definir las
dislipidemias fueron las del Adult Treatment Panel
[l (ATP 1Il) (43,44) y el Consenso Venezolano de
Lipidos (45), que definen el riesgo alto para el
colesterol total como igual o mayor de 200 mg/dl,
para triglicéridos, como igual o mayor de 150 mg/dlI,
para el colesterol de lipoproteinas de alta densidad
(colesterol HDL), como menor de 40 mg/dl, y para
el colesterol de lipoproteinas de baja densidad
(colesterol LDL), como igual o mayor de 130 mg/dI.

Cuadro 1. Oligémeros y enzimas de restriccion utilizadas para el analisis de los polimorfismos genéticos estudiados en el estado Sucre

Polimorfismos Oligomeros?® (5°— 3°) Tamaio del Enzimas de Referencias
1: Izquierdo; 2: derecho producto restriccion ®

LEP rs2167270 1: GCCCCGCGAGGTGCACACTG 204 pb MspA1 | (52)
2: GAGCGCGCCGGGGCCTTAC

LDLR rs885765 1: CTGTTTGGAAGGTGCTGGTTG 185 pb Taq | *
2: TGCCTGTAATCCGCGCTACT

LDLR rs688 1: TCTCCTTATCCACTTGTGTGTCTAG 190 pb Hinc Il (60)
2: CTTCGATCTCGTACGTAAGCCACAC

LDLR rs5925 1: GTCATCTTCCTTGCTGCCTGTTTAG 228 pb Ava ll (61)
2: GTTTCCACAAGGAGGTTTCAAGGTT

LDLR rs55903358 1: CAATCTTGTCGTTGATGG 591 pb Msp | *
2: GAACTCAAGTGATCCAGCTC

LDLR rs5742911 1: CAATCTTGTCGTTGATGG 591 pb Nco | *
2: GAACTCAAGTGATCCAGCTC

APOA4 rs5095 1: TAGGATCCACATATGTAAAC 171 pb Xba | (56)
2: GTCTTTCTGAAACGTATTAG

APOA4 rs675 1: AGAAGTCACTGGCAGAGC 435 pb Hinf | *
2: TCCTCAAGTTCATACCAGAA

APOA4 rs5110 1: AGAAGTCACTGGCAGAGC 435 pb Fnu4H | *
2: TCCTCAAGTTCATACCAGAA

2Todos los oligomeros se mandaron a sintetizar en la casa comercial Qiagen-Operon Technologies, Inc.

°Las enzimas de restriccion utilizadas fueron de la casa comercial New England Biolabs.

*Los oligémeros se disefiaron con los programas Primer 3 y DNAman.
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Caracteristicas biodemograficas, habitos y
estilo de vida

Los participantes respondieron un cuestionario
con informacién sobre sus caracteristicas bio-
demograficas (edad, sexo, lugar de nacimiento),
sus habitos y estilo de vida (tabaquismo, consumo
de alcohol y actividad fisica), sus antecedentes
médicos personales y familiares (cardiovasculares,
hipertension, diabetes, dislipidemias), y su estrato
socioeconomico, para su clasificaciéon segun el
método de Graffar-Méndez-Castellano (46).

Andlisis estadistico

Se utilizé el programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS)®, version 21,0 (47).
Se calcularon las frecuencias para las variables
biodemograficas, habitos, estilo de vida, IMC
y riesgo de enfermedades crénicas segun los
indicadores antropométricos y bioquimicos. Se
obtuvieron medias y desviaciones estandar para
las variables cuantitativas hematoldgicas, bioqui-
micas y antropométricas discriminadas por sexo.
Se evaluaron las diferencias entre uno y otro sexo
para dichas variables mediante la prueba t de
Student después de la transformacion logaritmica
de cada una en caso de no cumplirse las asunciones
de ‘parametricidad’ (sic.) (normalidad).

Se determinaron las frecuencias genotipicas y
alélicas para cada polimorfismo por frecuencias
absolutas (48) en todos los sujetos y en los grupos
clasificados segun el valor del IMC (normal: <25
kg/m?; alto: sobrepeso y obesidad: IMC>25 kg/
m?). Se calculd el equilibrio de Hardy-Weinberg en
cada grupo y para cada polimorfismo mediante la
prueba de ji al cuadrado con el programa MAXLIK
y con base en el método de maxima verosimilitud
descrito por Reed y Schull (49). Luego, se evalud
la asociacion entre genotipos y alelos segun IMC
0 sexo, utilizando la prueba de ji al cuadrado o el
estadistico exacto de Fisher segun el numero de
individuos en cada genotipo.

También, se construyeron tablas de contingencia
para probar la asociaciéon entre los genotipos
de cada polimorfismo (ancestral con relaciéon a
portadores del alelo variante) y las categorias de
riesgo con base en el indice cintura-cadera, la
circunferencia de la cintura, el colesterol total, los
triglicéridos, el colesterol HDL, y el colesterol LDL
(riesgo bajo Vs. riesgo alto), mediante la prueba
de ji al cuadrado, el test exacto de Fisher y las
relaciones probabilisticas de riesgo (odds ratio, OR)
con sus correspondientes intervalos de confianza.

82

Biomédica 2016;36:78-90

Mediante el analisis de la varianza (ANOVA),
se determind la diferencia entre los promedios
de las variables bioquimicas y antropométricas
para los distintos genotipos de los nueve
polimorfismos analizados por separado. Cada
una de estas variables se controld previamente
frente a la edad, el sexo, el tabaquismo y el
consumo de alcohol, los habitos de caminata y
de ejercicio, y los antecedentes de enfermedades
en la familia, usando modelos multivariados
(regresion lineal multiple). Cuando los analisis de
varianza evidenciaron la existencia de diferencias
significativas, se efectuaron pruebas post hoc,
como la prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni, para determinar entre cuales genotipos
habia diferencias estadisticamente significativas.
En los casos para los cuales no se encontro
homogeneidad de varianzas, se calcularon las
pruebas estadisticas de Games-Howell, de Welch
y de Brown-Forsythe. También, se hicieron prue-
bas no paramétricas (Kruskal-Wallis, mediana
y Jonckheere-Terpstra, o U de Mann-Whitney),
utilizando para los calculos los residuos de las
regresiones (variables corregidas).

La correccién de Bonferroni para multiples com-
paraciones (50), se aplicd en todas las pruebas
estadisticas con el fin de minimizar la probabilidad
de cometer un error de tipo | (51).

Resultados

La caracterizacion de los individuos segun las
variables hematoldgicas, bioquimicas y antropo-
meétricas, se muestra en el cuadro 2.

Segun se refleja en el cuadro 3, se tratd de un
grupo mayoritariamente joven, perteneciente a
los estratos socioecondmicos pobre y medio. El
90,7 % afirmé no tener antecedentes personales
de enfermedad, pero si familiares (51,4 %), pues
uno o varios parientes (principalmente padres,
abuelos y tios) presentaban una o mas afecciones.
Los sujetos en su mayoria informaron ser “no
fumadores” (74,8 %); en cuanto al alcohol, en la
categoria “no tomador” se registré el 66,9 % de los
sujetos, porcentaje que incluia a quienes lo con-
sumian de forma ocasional, llamados “bebedores
sociales” (47,5 %), y quienes nunca lo consumian
(19,4 %). El 62,8 % de los participantes indico
que si hacia caminatas, y mas de la mitad respondi6
que no practicaba ningun deporte (61,2 %).

En cuanto al IMC, el 41 % de los individuos
se clasific6 como normal; solo cinco mujeres
presentaron valores menores de 18,5 kg/m?, lo que
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Cuadro 2. Parametros hematoldgicos, bioquimicos y antropométricos en individuos mestizos del estado Sucre, Venezuela

Sexo masculino Sexo femenino
Variable n  Minimo Maximo Media DE n  Minimo Maximo Media DE p?
Edad (afios) 76 18,00 55,00 29,93 8285 65 18,00 65,00 32,49 11,147 0,213
Hemoglobina (g/dl) 76 12,00 16,70 1487 087 68 10,90 14,10 12,89 0,76  <0,0001
Hematocrito (mg/dl) 76 37,10 51,00 4524 268 68 32,80 43,80 39,66 2,55 <0,0001
Glucemia (mg/dl) 45 66,00 108,00 8316 830 40 65,00 98,00 78,53 7,85  <0,0001
Colesterol total (mg/dl) 76 117,00 271,00 197,89 3556 68 118,00 340,00 198,31 45,55 0,840
Triglicéridos (mg/dl) 76 30,00 394,00 110,64 66,11 68 16,00 328,00 94,00 57,52 0,063
Colesterol HDL (mg/dl) 76 4,00 84,00 42,71 13,39 68 20,00 90,00 46,91 14,11 0,073
Colesterol LDL (mg/dl) 76 46,00 200,00 132,18 33,77 68 52,00 280,00 132,57 40,27 0,909
Colesterol LMBD (mg/dl) 76 6,00 79,00 22,14 1324 68 3,00 66,00 18,82 11,54 0,064
Peso (kg) 76 53,00 110,30 78,637 12,510 68 40,000 104,500 64,890 13,289 <0,0001
Talla (cm) 76 158,00 187,00 171,70 6,23 68 140,50 179,00 159,30 6,88  <0,0001
Circunferencia de 76 48,00 116,00 90,26 12,43 68 58,00 109,00 83,62 11,67 0,002
cintura (cm)
Circunferencia de 76 52,00 114,00 93,76 10,14 68 75,00 117,00 95,30 11,01 0,418
cadera (cm)
IMC (kg/m?) 76 19,23 35,81 26,61 358 68 17,54 34,99 25,52 4,65 0,065
indice de conicidad 76 0,69 1,41 122 012 68 1,03 1,36 1,20 0,07 0,410
indice de cintura-cadera 76 0,58 1,10 09 009 68 0,73 1,10 0,88 0,07 <0,0001

2Valor de p para la diferencia entre los promedios de uno y otro sexo (prueba t de las variables transformadas logaritmicamente), nivel de significacion:
p<0,003 después de la correccion de Bonferroni. Los nimeros en negrilla corresponden a los valores de p significativos.
DE: desviacion estandar

Cuadro 3. Caracteristicas biodemograficas, habitos y riesgo de padecer enfermedades crénicas no transmisibles segun indicadores
bioquimicos y antropométricos en los sujetos evaluados del estado Sucre

n % Variables bioquimicas n %
Sexo Riesgo segun colesterol total
Sexo masculino 76 52,8 Riesgo bajo (<200 mg/dl) 81 56,3
Sexo femenino 68 47,2 Riesgo alto (=200 mg/dl) 63 43,8
Grupo etario Riesgo segun triglicéridos
18 a 29 afios 72 51,1 Riesgo bajo (<150 mg/dl) 121 84,0
30 a 39 afios 43 30,5 Riesgo alto (=150 mg/dl) 23 16,0
40 a 49 afios 20 14,2 Riesgo segun colesterol HDL
50 a 65 arios 6 4,3 Riesgo bajo (=40 mg/dl) 89 61,8
Estrato socioeconémico Riesgo alto (<40 mg/dl) 55 38,2
Estrato I-1I 19 24,4 Riesgo segun colesterol LDL
Estrato Il 24 30,8 Riesgo bajo (<130 mg/dl) 66 45,8
Estrato IV-V 35 44,9 Riesgo alto (=130 mg/dl) 78 54,2
Tabaquismo Variables antropométricas
No fumador 104 748 Clasificacién segtin IMC
cumador exfumacor 8 252 Peso normal (<24,9 kg/m?) 59 41,0
Sobrepeso (25,0-29,9 kg/m?) 56 38,9
Tomador 46 33,1 ;
Obesidad (=30 kg/m?) 29 20,1
No tomador 93 66,9 . e . .
Habito de caminar Riesgo segun circunferencia de de cintura
Si 81 628 Riesgo bajo (4<102 cm; 9<88 cm) 113 78,5
’ Riesgo alto (§>102 cm; 9>88 cm) 31 21,5
No 48 37,2 ) IR
Habito de hacer ejercicios Riesgo segun indice cintura-cadera
si 45 38.8 Riesgo bajo (4<1,0; 9<0,85) 67 46,5
No 71 61 ’2 Riesgo alto (4=1,0; 9>0,85) 77 53,5

Estrato socioeconémico I: clase alta; II: clase media-alta; Ill: clase media-media y media-baja; IV: clase baja (pobreza relativa), y V: pobreza critica.
Tabaquismo, fumador: >1 cigarrillo al dia. Consumo de alcohol, tomador: frecuencia diaria, dia de por medio, semanal y mensual; no tomador:
frecuencia ocasional o nunca. Habito de caminar y hacer ejercicios, solo se tomé en cuenta la respuesta afirmativa o negativa.

corresponde a bajo peso, pero, en concordancia tuvo sobrepeso y el 20,1 % presentd obesidad.
con los objetivos del trabajo, estas participantes se  Es decir que segun este indicador del estado nutri-
incluyeron en el grupo con IMC normal. El 38,9 % cional, mas de la mitad de los sujetos evaluados
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(59 %) padecia malnutricion por exceso. En cuanto
a los indices relacionados con la distribucion
de la grasa corporal, segun el indice cintura-
cadera, 53,5 % estaba en riesgo alto de padecer
enfermedades cronicas y, segun la circunferencia
de cintura, el 21,5 %. Segun la clasificacién del
perfil lipidico, los individuos evaluados estaban en
riesgo alto de padecer enfermedades cronicas no
transmisibles: 54,2 % por el colesterol LDL; 43,8 %
por el colesterol total, 38,2 % por el colesterol HDL,
y 16 % por los triglicéridos.

La distribucion de las frecuencias genotipicas
masculinas y femeninas para cada uno de los
nueve polimorfismos estudiados, no resultaron
significativamente diferentes (no se presentan los
datos), razén por la cual no se discriminé por sexo
en el analisis.

Ocho de los polimorfismos estudiados se encon-
traron en equilibrio de Hardy-Weinberg para todos
los subgrupos y grupos totales (no se presentan
los datos); el unico subgrupo en el que no se hallé
equilibrio fue el de los individuos con IMC normal
para el polimorfismo LEP rs2167270 (¢?=4,875, un
grado de libertad). Es probable que esta falta de
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equilibrio por déficit de heterocigotos G/A 'y exceso
de homocigotos A/A, se deba a que el tamafio de
la muestra era relativamente pequeno (n=59) y a
un error propio del muestreo (sesgo involuntario),
luego de haberse descartado el error técnico en la
asignacion de genotipos.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los
nueve polimorfismos se comportaron de forma
similar entre los grupos con IMC normal e IMC alto
(cuadro 4); en consecuencia, la asociacion de los
genotipos o alelos con algun fenotipo especifico
de IMC, no resultd estadisticamente significativa.

En cambio, la evaluacion de la asociacion entre
los genotipos de cada variante y alguna de las
categorias de riesgo debido al indice cintura-
cadera, la circunferencia de la cintura, el colesterol
total, los triglicéridos, el colesterol HDL o el coles-
terol LDL, reveld un resultado estadisticamente
significativo luego de la correccién de Bonferroni
para el polimorfismo rs5742911 del gen LDLR, en el
cual se encontré asociacion entre los homocigotos
del alelo ancestral (A/A) y la categoria de riesgo
alto para el colesterol HDL, con un OR de 2,944
(IC,., 1,446-5,996) (cuadro 5).

95%

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas y alélicas de los nueve polimorfismos analizados en individuos del estado Sucre y clasificados

segun el IMC
Polimorfismos Genotipos IMC, n (%) Total Alelos IMC Total
0,
Normal Alto n (%) Normal Alto
LEP rs2167270 G/G 26 (41,1) 26 (30,6) 52 (36,1) G 0,61 0,56 0,58
G/A 20 (33,9) 43 (50,6) 63 (43,8) A 0,39 0,44 0,42
A/A 13 (22,0) 16 (18,8) 29 (20,1)
LDLR rs885765 A/A 54 (91,5) 71 (84,5) 125 (87,4) A 0,96 0,92 0,94
A/G 5 (8,5) 13 (15,5) 18 (12,6) G 0,04 0,08 0,06
LDLR rs688 C/IC 16 (27,1) 36 (42,9) 52 (36,4) Cc 0,54 0,65 0,61
CIT 32 (54,2) 38 (45,2) 70 (49,0) T 0,46 0,35 0,39
T/T 11 (18,6) 10 (11,9) 21 (14,7)
LDLR rs5925 T/T 11 (19,0) 25 (29,8) 36 (25,4) T 0,47 0,55 0,51
T/IC 32 (55,2) 42 (50,0) 74 (52,1) C 0,53 0,45 0,49
C/IC 15 (25,9) 17 (20,2) 32 (22,5)
LDLR rs55903358 TIT 31 (54,4) 39 (50,0) 70 (51,9) T 0,75 0,73 0,74
T/IC 23 (40,4) 36 (46,2) 59 (43,7) C 0,25 0,27 0,26
C/IC 3 (53) 3 (3,8) 6 (4,4)
LDLR rs5742911 A/A 24 (42,1) 36 (46,2) 60 (44,4) A 0,64 0,70 0,67
A/G 25 (43,9) 37 (47,4) 62 (45,9) G 0,36 0,30 0,33
G/IG 8 (14,0) 5 (6,4) 13 (9,6)
APOA4 rs5095 A/A 40 (67,8) 56 (65,9) 96 (66,7) A 0,83 0,83 0,83
A/G 18 (30,5) 29 (34,1) 47 (32,6) G 0,17 0,17 0,17
G/IG 1 (1,7) 0 (0) 1 (0,7)
APOA4 rs675 A/A 44 (74,6) 65 (76,5) 109 (75,7) A (Tre) 0,86 0,88 0,87
(Tre367Ser) AT 14 (23,7) 20 (23,5) 34 (23,6) T (Ser) 0,14 0,12 0,13
T/T 1 (1,7) 0 (0) 1 (0,7)
APOA4 rs5110 G/IG 54 (93,1) 76 (89,4) 130 (90,9) G (GIn) 0,97 0,95 0,95
(GIn380His) GIT 4 (6,9) 9(10,6) 13 (9,1) T (His) 0,03 0,05 0,05

IMC normal: <24,9 kg/m?; IMC alto: sobrepeso y obesidad (=25 kg/m?)
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En el cuadro 6 se muestran las variables inde-
pendientes que resultaron significativas en la
regresion multiple hecha para corregir las medidas
antropométricas y bioquimicas.

En lo concerniente al ANOVA y las pruebas no
paramétricas, después de aplicar la correccion de
Bonferroni solo uno de los resultados se mantuvo
estadisticamente significativo: el correspondiente
a la diferencia entre el colesterol HDL del genotipo
rs5742911 del gen LDLR (cuadro 7), con promedios
de 41,50+14,81 mg/dl en los homocigotos A/A, de
45,00£12,07 mg/dl en los heterocigotos A/G, y de
47,17+9,43 mg/dl en los homocigotos G/G.

Aunque no llegaron a ser significativos, vale la pena
destacar algunos resultados. En cuanto al IMC
corregido, en el rs2167270 del gen LEP el promedio
de los homocigotos del alelo ancestral (G/G) fue
de 25,04+4,20 kg/m?, el de los homocigotos A/A
fue de 25,87+4,08 kg/m?, y el de los heterocigotos
G/A fue de 27,02+4,08 kg/m?. Para cuatro de las
cinco variantes del gen LDLR estudiadas, también
se hallaron diferencias en el IMC corregido; los
polimorfismos rs688, rs5925 y rs5742911 presen-
taron mayores promedios para los genotipos
ancestrales, con valores de 26,86+4,12 kg/m? (C/C),
27,32+3,99 kg/m? (T/T), y 26,07+4,41 kg/m? (A/A),
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respectivamente, en contraste con los genotipos
homocigotos del alelo variante cuyos promedios
estuvieron entre 23 y 25 kg/m?2.

Otras variables antropométricas, como el indice
cintura-cadera, el peso y el indice de conicidad,
para estos polimorfismos del LDLR también tuvieron
mayores promedios en los genotipos homocigotos
ancestrales. Solo el rs885765 exhibié promedios
mas altos entre los portadores del alelo variante
(A/G), tanto para los indicadores antropométricos
de IMC vy el indice de cintura-cadera, como de
triglicéridos y de colesterol LMBD. Los tres SNP del
gen APOA4 presentaron mayores promedios entre
los homocigotos ancestrales para las variables
antropomeétricas del indice cintura-cadera (rs5095)
y el indice de conicidad (rs675y rs5110).
Discusidn

Las variables antropométricas de peso, talla,
circunferencia de cintura e indice cintura-cadera
mostraron el dimorfismo sexual esperado para
sujetos adultos. La hemoglobina, el hematocrito y
la glucemia presentaron medias significativamente
diferentes entre uno y otro sexo, en tanto que las
variables del perfil lipidico no presentaron diferen-

cias significativas entre hombres y mujeres, y se
encontraron dentro de los limites de la normalidad,

Cuadro 5. Frecuencias de los genotipos del polimorfismo rs5742911 del gen LDLR segun categorias de riesgo para colesterol HDL

LDLR rs5742911 Riesgo segtn colesterol HDL, n (%) Total

Genotipos : - . n (%)
Riesgo alto (<40 mg/dl) Riesgo bajo (240 mg/dl)

AIA 33 (60,0) 27 (33,8) 60 (44,4)

A/G + G/G 22 (40,0) 53 (66,2) 75 (55,6)

Ji al cuadrado 9,096 (1 g.l.); p=0,003 Prueba exacta de Fisher p=0,003

OR 2,944 1Cos0 1,446-5,996

Genotipo ancestral: A/A. g.l.: grado de libertad. OR: odds ratio.

Cuadro 6. Variables bioldgicas y sobre estilo de vida significativas al corregir las medidas antropométricas y bioquimicas

Variable dependiente

Variables independientes significativas (p<0,05) para el modelo 2

Colesterol total
Triglicéridos

Colesterol HDL
Colesterol LDL
Colesterol LMBD

Peso

indice de masa corporal
indice de conicidad
indice de cintura-cadera
Circunferencia de cintura

Edad
Antecedentes familiares

Edad

Sexo

Edad, antecedentes familiares

Edad, antecedentes familiares
Sexo, antecedentes familiares, habito de hacer ejercicios
Antecedentes familiares, sexo
Habito de consumo de alcohol

Habito de consumo de alcohol, antecedentes familiares, sexo, habito de hacer ejercicios

2Regresion lineal multiple. Variables independientes consideradas: edad (continua); sexo (masculino, femenino); antecedentes familiares (tiene, no
tiene); tabaquismo (no fumador, fumador y exfumador); habito de consumo de alcohol (tomador, no tomador); habito de caminar (si, no); habito de

hacer ejercicios (si, no).
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Cuadro 7. Resumen de los resultados de las pruebas paramétricas y no paramétricas al comparar promedios de las variables

corregidas entre los diferentes genotipos

Polimorfismos Genotipos Variables ANOVA 2 Pruebas no paramétricas
LEP rs2167270 GIG (52) IMC p=0,056 (G/G — G/A) n.s.
GIA (63)
AJA (25)
LDLR rs885765 AJA (122) IMC p=0,017 p=0,037 (M-W)
A/G (18) ICiCa p=0,020 p=0,020 (M-W)
Tg n.s. p=0,043 (M-W)
VLDL n.s. p=0,048 (M-W)
LDLR rs688 C/C (50)° IMC n.s. p=0,046 (J-T)
CIT (68) ICiCa n.s. p=0,048 (J-T)
TIT (21)
LDLR rs5925 T/T (34)° IMC p=0,056 (T/T — C/C) p=0,021 (J-T)
TIC (73) Peso p=0,033 (T/T — C/C) p=0,020 (J-T)
C/C (31)¢
LDLR rs55903358 TIT (69) IC p=0,051 (T/T — C/C); n.s.
T/C (56) p=0,047 (T/C — C/C)
CIC (6)
LDLR rs5742911 AJA (60) IMC n.s. p=0,05 (Med)
A/G (60) HDL n.s. p=0,005 (Med)
G/G (12)
APOA4 rs5095 AJA (96) ICiCa n.s. p=0,048 (M-W)
AIG+G/G (48)
APOA4 rs675 AJA (105) IC n.s. p=0,045 (M-W)
(Tre367Ser) AIT+T/T (34)
APOA4 rs5110 GIG (126) IC n.s. p=0,037 (M-W)
(GIn380His) GIT (13)

Se presentan los genotipos para cada polimorfismo, y el tamafio de cada subgrupo entre paréntesis; los valores de p para las pruebas estadisticas
paramétricas y no paramétricas con las variables antropométricas y bioquimicas corregidas por edad, sexo, tabaquismo, consumo de alcohol, habitos
de caminata y ejercicios, y antecedentes familiares para evaluar las diferencias entre los genotipos; n.s.: no significativo (p>0,05); variables: indice
de masa corporal (IMC), indice cintura-cadera (ICiCa), indice de conicidad (IC), triglicéridos (Tg), colesterol HDL (HDL), colesterol LMBD; prueba
paramétrica: andlisis de varianza de una via (ANOVA); pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis (K-W), prueba de medianas (Med), Jonckheere-

Terpstra (J-T), U de Mann-Whitney (M-W).

aCuando hay tres genotipos, se presentan entre paréntesis los valores de p para la prueba de comparaciones multiples post hoc de Bonferroni: pares
de genotipos que presentaron diferencias; ® Para IMC: A/A n=121, y para ICiCa: A/A n=125; ¢Para ICiCa: C/C n=52; C/T n=70; T/T n=21; ¢Para peso:
T/T n=29; T/C n=59; C/C n=26. Los nimeros en negrilla corresponden a un valor de p significativo luego de la correccién de Bonferroni.

excepto los promedios para el colesterol LDL,
que resultaron ligeramente altos. De la misma
forma, la media del IMC se ubico en la categoria
de sobrepeso. Como era de esperarse, la edad
y el sexo influyeron sobre la mayoria de las
variables cuantitativas estudiadas. La presencia
0 ausencia de antecedentes familiares de enfer-
medad tuvo un efecto importante en el ajuste de
las medidas originales, tanto bioquimicas como
antropomeétricas.

Las cifras de sobrepeso y obesidad para el
periodo 2008-2010 en el estado Sucre, estuvieron
entre las mas altas de Venezuela (4); los resultados
del presente estudio coinciden con esta alta
frecuencia de malnutriciéon por exceso, lo que,
aunado a la presencia de hipercolesterolemia
en la mitad del grupo evaluado, sugiere que los
habitantes de esta regidén podrian considerarse
vulnerables a las enfermedades cronicas o en
riesgo de complicaciones de otras enfermedades
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concomitantes como las cardiovasculares, la hi-
pertension arterial sistémica y la diabetes, entre
otras (3).

En la busqueda de asociaciones entre las
variantes genéticas estudiadas con los fenotipos
de sobrepeso, obesidad y riesgo de padecer enfer-
medades crénicas no transmisibles, se encontré
que en el polimorfismo rs2167270 de LEP no
hubo asociacién de los genotipos y alelos con el
IMC (cuadro 4), lo cual también se ha descrito en
estudios en Finlandia (52) e Italia (53). Sin embargo,
cuando se analizaron los promedios corregidos de
las variables antropométricas y bioquimicas segun
los genotipos, se pudo observar que el IMC de los
sujetos heterocigotos G/A resulté mas elevado que
en los homocigotos de cada tipo, tendencia que
ya se ha reportado en un estudio previo (12), pero
solamente en mujeres obesas, probablemente
debido al desequilibrio de ligamiento de este SNP
con otros loci de LEP (12,13). Las mutaciones de
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las regiones codificantes en este gen son muy
poco frecuentes y producen una obesidad extrema
de inicio temprano; la mayoria de los polimorfismos
encontrados en la regién 5 no traducida (como
rs2167270), se encuentran en desequilibrio de
ligamiento con otras variantes que podrian tener
efectos directos sobre el fenotipo, pero el grado
de desequilibrio puede variar entre poblaciones o
tener mayor intensidad a medida que la cantidad
de grasa corporal aumenta (12).

En la presente investigacion solo se hall6 signi-
ficacion estadistica para el rs5742911 del gen
LDLR en la asociacién del genotipo ancestral con
el alto riesgo debido al colesterol HDL, y para las
diferencias en los promedios corregidos de esta
misma variable bioquimica; los valores para el
colesterol HDL entre los genotipos formaron un
gradiente, en el cual los homocigotos ancestrales
A/A presentaron el promedio mas bajo, seguidos
de los heterocigotos A/G, en tanto que el promedio
mas alto fue el los homocigotos del tipo de la
variante G/G, comportamiento que podria sugerir
un efecto de dosis, es decir, una mayor tendencia
a la disminucidon de los niveles de colesterol
HDL en la medida en que se presenta el alelo A
de forma heterocigota u homocigota. En este
sentido, los hallazgos de este estudio sugieren
que este polimorfismo genético puede resultar
util como indicador del riesgo de enfermedades
cronicas no transmisibles.

En el polimorfismo rs688 del gen LDLR, la mayor
frecuencia del alelo ancestral C entre los individuos
con IMC alto (cuadro 4), aunque no estadistica-
mente significativa, coincide con los resultados
de un estudio en australianos hipertensos (19).
Otra investigacion reporté estos hallazgos para el
rs688, y encontré asociaciéon para tres variantes
mas del LDLR (rs5925, rs55903358 y rs5742911)
en amerindios brasilefios (18). Las diferencias
de los resultados de los grupos amerindios y los
individuos del presente estudio, puede deberse a
que los sujetos del estado Sucre provienen de una
poblacién mestiza con distintos grados de aporte
europeo, amerindio y africano (29-32), mientras
los sujetos estudiados por Mattevi, et al. (18),
pertenecen a cinco poblados indigenas de Brasil
con muy bajo o ningun grado de mestizaje con
criollos brasilefios.

El efecto funcional para estos SNP de LDLR no
se ha determinado con exactitud en la obesidad.
Tratdndose de cambios en el intron (rs885765) o
en regiones no traducidas del gen (rs55903358 vy

Genética y enfermedades cronicas en adultos venezolanos

rs5742911), es posible que su papel sea regulador;
por su parte, los cambios dentro de los exones
(rs688 y rs5925) son sinonimos; sin embargo,
hay estudios que revelan su influencia sobre la
modulacién del proceso de corte y empalme del
gen, produciendo diferencias en los niveles del
colesterol LDL (54,55).

Para el gen APOA4, ninguno de los alelos o
genotipos de los tres polimorfismos estudiados
demostraron asociacion con alguna de las
categorias de IMC (cuadro 4), resultado que se
ha reportado previamente (56), o de las otras
clasificaciones para el riesgo de padecer enfer-
medades cronicas no transmisibles. Sin embargo,
el analisis de los promedios corregidos sugiere
que, para los indicadores de la distribucion de
grasa corporal (indice cintura-cadera e indice de
conicidad), los valores mas altos se hallaron entre
los sujetos con los genotipos ancestrales. El rs5110
(GIn380His) exhibié promedios de 1,22+0,104 para
el indice de conicidad en el genotipo ancestral G/G
(GIn/GIn) y de 1,19+0,077 para los heterocigotos
G/T (GIn/His), lo que concuerda con la hipoétesis
del perfil anti-aterogénico protector asociado con
la presencia del alelo variante His380, que es muy
poco frecuente, planteada por Fisher, et al., en un
amplio estudio de cohorte (24). La apolipoproteina
A-IV con His380 adopta una conformacién mas
estrechamente plegada, con mayor contenido de
hélices alfa y aparentemente tiene una mayor
afinidad por los fosfolipidos, lo cual podria permi-
tirle una penetracion mas profunda en la monocapa
de estos, y explicaria la mayor activacion de la
lecitina colesterol acil-transferasa (24).

Los resultados de este estudio, aun cuando
son preliminares, llevan a plantear si este grupo
mestizo del estado Sucre es un ejemplo de la
hipotesis de Neel sobre el “genotipo ahorrador”,
la cual plantea que en la historia evolutiva del
hombre se favorecid la seleccion de variantes
genéticas excepcionalmente eficientes para el
consumo Y utilizaciéon del alimento y para el ahorro
de energia, debido a las condiciones hostiles del
medio ambiente en esos momentos, y que, al
adoptar las condiciones del denominado estilo de
vida occidental, dicho sistema, que favorecio la
supervivencia en tiempos de hambruna, aumenté
la vulnerabilidad ante trastornos metabdlicos
como la diabetes (57). En el estudio, en siete de
los nueve polimorfismos evaluados (rs688, rs5925,
rs55903358, rs5742911, rs5095, rs675, rs5110),
se observé una propensién al sobrepeso o la
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obesidad, a una mayor adiposidad abdominal y al
riesgo de enfermedades crénicas no transmisibles
en los genotipos ancestrales.

Las enfermedades complejas son el resultado
de interacciones entre causas ambientales y
genéticas; estas ultimas se deben a polimorfismos
comunes que tienen efectos pequefios y aditivos,
lo cual representa una dificultad para detectar
asociaciones apreciables y lograr suficiente repro-
ducibilidad en distintas poblaciones (58,59).

Desde el punto de vista del componente ambiental,
la frecuencia de sobrepeso, la obesidad y los niveles
elevados de colesterol, seguramente también se
asociaron con los habitos alimentarios y un estilo
de vida sedentario en los sujetos del estudio.
La evaluacion de la frecuencia del consumo de
alimentos en 84 de los entrevistados, revel6 habitos
de consumo diario de grasas, aceites, azucar y
sal en sus comidas (no se presentan los datos).

Las respuestas disponibles sobre actividad fisica
se referian Unicamente a la practica de caminatas
y ejercicios, pero no a su frecuencia e intensidad,
debido a la resistencia de los participantes a
responder dichas preguntas, lo que implica que
esta posible relacién con los habitos y el estilo de
vida debe considerarse en futuros estudios.

La principal limitacion de la presente investigacion
fue el numero de individuos evaluados, asi como
el tipo de muestreo (no probabilistico), pues
este restringe la posibilidad de hacer inferencias
precisas sobre la poblacion del estado Sucre.
Estas debilidades del estudio se debieron al
costo econoémico y a las restricciones logisticas
para hacer un muestreo aleatorio con un tamafio
representativo. Sin embargo, el estudio constituyé
una primera aproximacion a la situacién del
problema planteado y permitié obtener resultados
importantes (como el polimorfismo rs5742911 del
gen LDLR), a pesar del tamafo de la muestra.

Por primera vez se caracterizaron en individuos
venezolanos originarios del estado Sucre estos
polimorfismos previamente publicados en la
literatura cientifica, utilizando el criterio genético
de los cuatro abuelos nacidos en el estado para
seleccionar a los sujetos de la muestra, lo cual
es de suma relevancia para garantizar la mayor
homogeneidad genética posible. Es importante
aumentar, en lo posible, el tamafo de la muestra
y continuar analizando variantes genéticas invo-
lucradas en las principales vias metabdlicas
relacionadas con el aumento o disminucion de

88

Biomédica 2016;36:78-90

la grasa corporal, con el fin de complementar el
conocimiento para el diagnéstico y el tratamiento
de grupos especificos de riesgo.
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Prediccion de la sensibilidad a la warfarina con base
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Introduccion. La validacién de los factores predictores de la sensibilidad a la warfarina es importante
para evitar las hemorragias asociadas con la terapia anticoagulante. En los estudios previos hechos
en Colombia con polimorfismos de los genes VKORC1 y CYP2C9, se reportaban algoritmos con
rendimientos diferentes para explicar la variacion de las dosis, pero no se evaluaba la prediccién de la
sensibilidad a la warfarina.

Objetivo. Determinar la exactitud del analisis farmacogenético de los polimorfismos *2 y *3 en
el gen CYP2C9 y 1639G>A en el gen VKORCL1 para predecir la sensibilidad a la warfarina en
pacientes del Hospital Militar Central, un centro de referencia que atiende pacientes de diferentes
lugares de Colombia.

Materiales y métodos. Se recopilaron los datos demograficos y clinicos de 130 pacientes que habian
recibido una dosis estable de warfarina durante mas de dos meses. Se obtuvieron sus genotipos
mediante un analisis de curvas de fusion, y, después de verificar el equilibrio de Hardy-Weinberg de los
polimorfismos, se hizo un analisis estadistico con enfoque multivariado y predictivo.

Resultados. Se construy6 un modelo farmacogenético que explicé el 52,8 % de la variacion de la dosis
(p<0,001), solo 4 % por encima del rendimiento obtenido con los mismos datos usando el algoritmo
del International Warfarin Pharmacogenetics Consortium. EI modelo predictivo de sensibilidad logré
77,8 % de exactitud e incluyd como factores la edad (p=0,003), los polimorfismos *2 y *3 (p=0,002) y
el polimorfismo 1639G>A (p<0,001).

Conclusiones. Estos resultados en una poblacién mestiza colombiana respaldan la validez de la
prediccidon de la sensibilidad a la warfarina basada en los polimorfismos de los genes VKORC1
y CYP2CO.

Palabras clave: farmacogenética, warfarina, algoritmos, pruebas genéticas, validez de las pruebas,
origen étnico y salud.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2795

Prediction of sensitivity to warfarin based on VKORC1 and CYP2C9 polymorphisms in patients
from different places in Colombia

Introduction: In the search to prevent hemorrhages associated with anticoagulant therapy, a major
goal is to validate predictors of sensitivity to warfarin. However, previous studies in Colombia that
included polymorphisms in the VKORC1 and CYP2C9 genes as predictors reported different algorithm
performances to explain dose variations, and did not evaluate the prediction of sensitivity to warfarin.
Objective: To determine the accuracy of the pharmacogenetic analysis, which includes the CYP2C9
*2 and *3 and VKORC1 1639G>A polymorphisms in predicting patients’ sensitivity to warfarin at the
Hospital Militar Central, a reference center for patients born in different parts of Colombia.

Materials and methods: Demographic and clinical data were obtained from 130 patients with stable
doses of warfarin for more than two months. Next, their genotypes were obtained through a melting
curve analysis. After verifying the Hardy-Weinberg equilibrium of the genotypes from the polymorphisms,
a statistical analysis was done, which included multivariate and predictive approaches.

Results: A pharmacogenetic model that explained 52.8% of dose variation (p<0.001) was built, which
was only 4% above the performance resulting from the same data using the International Warfarin
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Pharmacogenetics Consortium algorithm. The model predicting the sensitivity achieved an accuracy of
77.8% and included age (p=0.003), polymorphisms *2 and *3 (p=0.002) and polymorphism 1639G>A

(p<0.001) as predictors.

Conclusions: These results in a mixed population support the prediction of sensitivity to warfarin
based on polymorphisms in VKORC1 and CYP2C9 as a valid approach in Colombian patients.

Key words: Pharmacogenetics, warfarin, algorithms, genetic testing, validity of tests, ethnicity and health.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2795

La warfarina es el anticoagulante mas extensamente
empleado para la prevencion de episodios de trom-
boembolia (1,2). Actia disminuyendo la activacién
de los factores de coagulacion dependientes de la
vitamina K al inhibir su enzima epéxido reductasa
(3). Se caracteriza por una amplia variacion en la
respuesta individual y por tener un indice terapéutico
estrecho que implica un riesgo significativo de
tromboembolia, si las dosis son inferiores a la
adecuada, o de sangrado, en caso de sobredosis
(4). En consecuencia, la dosis que puede generar
efectos adversos como los mencionados es
cercana a la dosis terapéutica efectiva, la cual
se establece al obtener una razén normalizada
internacional (International Normalized Ratio, INR)
entre dos y tres (2).

El proceso de degradacién de los factores de
coagulacion activados con la warfarina toma de
cinco a siete dias, por lo que cuando se requiere un
efecto anticoagulante rapido se administra también
heparina durante cuatro o mas dias (5). En con-
traste, el control del alto riesgo de hemorragia
debido a la anticoagulacion excesiva constituye un
reto, y se ha reportado sangrado abundante en,
aproximadamente, 12 % de los pacientes tratados
con warfarina (6) y una frecuencia de sangrado
con consecuencias fatales en 10 % de ellos (7). Los
efectos de la hemorragia cerebral asociada con el
uso de anticoagulantes son devastadores, pues
ocasionan la muerte en la mitad de los pacientes
y discapacidad permanente en la mayoria de los
que sobreviven (8).

Dado que al administrar el tratamiento con una
dosis fija de warfarina es dificil predecir el nivel
de anticoagulacioén, se ha buscado optimizar su
manejo (9), para lo cual se han propuesto algoritmos
basados en parametros clinicos como la edad, el
peso y la talla, pero estos son inexactos y explican
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Unicamente de 12 a 22 % de la variacién de la
dosis (10). Por este motivo, se ha recurrido a la
evaluacion de factores genéticos, principalmente
en los genes que codifican la isoforma 2C9 del
citocromo P450 en el gen CYP2C9 y la epoxido
reductasa de la vitamina K en el gen VKORC1, los
cuales afectan las propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas de la warfarina (11).

El gen CYP2C9 tiene mas de 30 variantes alélicas.
Los individuos homocigéticos para el alelo de
referencia (CYP2C9*1) tienen un “metabolismo
normal” de la S-warfarina, la forma mas potente de
este medicamento. Los dos alelos mas frecuentes,
el *2 (polimorfismo rs1799853) y el *3 (rs1057910),
tienen una actividad enzimatica reducida para
la excrecion del medicamento, lo que conlleva
una disminucién de alrededor del 30 y 80 %,
respectivamente (2). Por otra parte, la enzima
codificada por el VKORCL1 cataliza la reduccién
del epdxido de la vitamina K a vitamina K, paso
necesario para activar los factores de coagulacion.
Su polimorfismo -1639G>A (rs9923231) se asocia
con la sensibilidad a la warfarina y la disminucion
de la cantidad requerida (2). Se ha observado una
asociacion preferencial con la cromatina activa del
alelo G en la posicion -1639 del VKORC1, mientras
que el alelo menor A en esta misma posicion
genera un sitio de unién E-box de tipo supresor, lo
que resulta en una menor sintesis de ARN (12).

En este contexto, la US Food and Drug Adminis-
tration (FDA) aprobé la inclusion en el inserto del
medicamento de un cuadro de dosificacién que
recomienda tener en cuenta los polimorfismos
-1639G>A en el gen VKORC1 y *2 'y *3 en el gen
CYP2C9, para fijar la dosis inicial (13). También, se
han propuesto algoritmos farmacogenéticos que
tienen en cuenta tanto los polimorfismos genéticos
como las variables clinicas para predecir la dosis,
los cuales parecen tener una mayor exactitud que
las tablas (14). Estos algoritmos explican alrededor
de 50 % de la variacién de la dosis (10,14), con
mayor beneficio en los extremos de la dosificacion,
es decir, los pacientes sensibles, que requieren dosis
de 21 mg por semana o menos, Y los resistentes,
que requieren 49 mg por semana o mas (15).
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Sin embargo, algoritmos como el del International
Warfarin Pharmaceutical Consensus, IWPC, no
siempre predicen con exactitud, a pesar de haberse
formulado con base en informacién de diversas
poblaciones de Asia, Europa, Norteamérica y
Brasil en Latinoamérica (15). Un ejemplo de ello
fue la menor exactitud de prediccion del algoritmo
del IWPC en una muestra de pacientes egipcios
(16). Incluso en grupos étnicos como los han de
China, ha sido necesario incluir otras variables
predictoras como el gen CYP4F2 (17). La situa-
cion se complica en poblaciones muy mezcladas,
como la latinoamericana, en la cual la contribucién
relativa de africanos, amerindios y europeos varia
de acuerdo con circunstancias histéricas (18). No
parece haber, entonces, una Unica formula idénea,
por lo que deben considerarse los factores locales
a la hora de escoger el algoritmo farmacogenético
mas apropiado (19). En dos estudios en Colombia,
por ejemplo, se han reportado algoritmos que
explican un porcentaje diferente de la variacion
de la dosis: 38,2 % (20) y 47,4 % (21), y cuyo
rendimiento predictivo no se evalué en una muestra
diferente de aquella en la que fueron generados.

Dada la creciente necesidad de mejorar la detec-
cion de pacientes que requieren dosis bajas de
warfarina antes de iniciar su administracion, y
de minimizar la incidencia de efectos adversos
serios como las hemorragias (22) y sus graves
consecuencias individuales y socioeconémicas,
y considerando, ademas, la falta de un analisis
predictivo y de las diferencias en los porcentajes
de variacion de la dosis, el propésito del presente
estudio fue determinar la exactitud de la prediccion
de la sensibilidad a la warfarina en pacientes
colombianos que asistian a la consulta externa
del Hospital Militar Central, el cual es un centro de
referencia nacional que atiende pacientes nacidos
en diferentes lugares del pais.

Materiales y métodos
Pacientes

Con la aplicacién Stat Calc de Epilnfo se determiné
una muestra de 130 pacientes con poder suficiente
para detectar la asociacién entre el gen VKORC1
y la sensibilidad a la warfarina. Se tuvo en
cuenta un nivel de confianza de 95 %, un poder
de 80 %, y con base en datos previos sobre la
poblacién colombiana (21), una razén de 0,58
entre expuestos y no expuestos a genotipos con
mutacién en la posicién -1639 del VKORC1, la cual
predispone a la sensibilidad (prevalencia de 64 %),
y una diferencia en el porcentaje de la varianza de

Analisis farmacogenético de sensibilidad a la warfarina

la dosis de warfarina de 22,8 % en los casos en los
que se presentaba un reemplazo de guanina por
adenina en la posicién -1639 del VKORC1.

Una vez verificada la ausencia de criterios de
exclusion (menor de 18 afos, embarazo, enfer-
medad renal, hepatica o tiroidea causante de
descompensacion, sindrome de malabsorcion
intestinal, alcoholismo o cancer), y una vez firmado
el consentimiento informado, se incluyeron en
orden consecutivo los pacientes que asistian al
servicio de consulta externa del Hospital Militar
Central en Bogota y que presentaban valores
de INR que permitian una dosificacion estable
durante mas de dos meses con el mismo tipo de
warfarina (de marca o genérica). El consentimiento
informado fue aprobado previamente por el Comité
de Etica independiente del Hospital Militar Central.

Recoleccion de datos

Los pacientes fueron entrevistados durante su
visita al servicio de consulta externa del Hospital
Militar Central para obtener sus datos demo-
graficos y clinicos. El registro de cada paciente
incluia la edad, el sexo, el origen, la dosis y el
tipo de warfarina (genérica o de marca), los
valores de INR, la razén para el uso de la
warfarina, las enfermedades concomitantes, otros
medicamentos prescritos, y el peso y la talla,
datos estos que fueron verificados revisando la
historia clinica. Estos registros se almacenaron
en una base de datos elaborada en MySQL, lo
que permitié el anonimato del paciente al asignar
automaticamente un nimero a cada uno.

Genotipificacién

Se obtuvo el ADN a partir de 5 ml de sangre
completa de cada paciente mediante el método
de extraccion por columnas High Pure PCR
Template Preparation Kit® de Roche. Luego se
detectaron el polimorfismo -1639G>A en el gen
VKORC1 y los polimorfismos 430C>T (*2) y
1075A>C (*3) en el gen CYP2C9 mediante PCR
en tiempo real, utilizando el sistema fluorescente
LightMix® de Roche, como se ha descrito previa-
mente (23,24). En resumen, durante la amplificacién
de fragmentos especificos de 289 pares de bases
para el VKORCL1 y de 374 y 180 pares de bases
para el CYP2C9, se logré la hibridacién de las
sondas fluorogénicas. Los polimorfismos se
detectaron como un cambio en la temperatura de
fusion de la sonda hibridada. Posteriormente,
los genotipos obtenidos se evaluaron mediante el
analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando
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para ello la prueba de ji al cuadrado. Los datos de
la genotipificacion se almacenaron bajo el numero
generado automaticamente por la base de datos.

Andlisis estadistico

Se generd un archivo de cada paciente (sin los
datos de identificacion) y se hizo su analisis con el
programa estadistico SPSS®. Para la descripcion
general de las variables demogréficas, clinicas
y de los polimorfismos genéticos, se utilizaron
frecuencias y porcentajes en el caso de variables
cualitativas, en tanto que, para las variables
cuantitativas, se emplearon la media, la mediana
y los percentiles 25 a 75.

Se evalud en la muestra de pacientes la posibilidad
de encontrar una asociacion entre la sensibilidad
a la warfarina (dosis semanal de 21 mg o menos),
y la presencia de genotipos con la mutacion
-1639G>A en el VKORC1 mediante la obtencion
de la razon de momios (odds ratio, OR) con un
intervalo de confianza de 95 % (IC,,, ). Luego, se
evalud la asociacién de las variables cualitativas
dicotdmicas con la dosis semanal de warfarina
mediante la prueba t de Student para muestras
independientes.

En el caso de las variables cualitativas con mas de
dos valores, se utilizé el ANOVA de un factor y la
prueba de correlacién coincidente de Bonferroni.
Para la evaluacion de la asociacion entre las
variables cuantitativas y la dosis semanal de
warfarina, se hizo un analisis de regresién lineal
simple. Para el andlisis multivariado de los
factores que influyen sobre la dosis de warfarina,
se generé un modelo explicativo mediante
una regresion lineal multiple con el método de
pasos sucesivos, y se validd el modelo obtenido
mediante bootstrap.

Por ultimo, se hizo un analisis predictivo de la
sensibilidad mediante un andlisis ‘discriminante’
segun se ha descrito previamente (25). En
resumen, inicialmente se seleccionaron las
variables mediante la funcion CfsSubsetEval del
programa Weka® (26), la cual escoge el grupo de
mayor correlacion con sensibilidad a la warfarina,
pero con la mas baja correlaciéon entre ellas. Con
las variables seleccionadas se ultilizd la funcion de
analisis ‘discriminante’, método de inclusion por
pasos, del programa estadistico SPSS®, y asi se
construy6é un modelo predictivo con el 70 % de los
datos y se escogié aquel con mayor exactitud de
acuerdo con la validacion cruzada del tipo de “dejar-
uno-afuera”. El desempefio del modelo se evalud
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en el 30 % restante de los datos para determinar su
exactitud de prediccion, sensibilidad, especificidad,
y valor predictivo positivo y negativo.

Resultados

La mayoria de los pacientes eran oriundos de los
departamentos de la regién Andina de Colombia
(cuadro 1). Su edad oscilaba entre los 28 y los 88
anos, y 75 % era mayor de 58 afios. El indice de
masa corporal (IMC) fue indicativo de sobrepeso
y 40 % de los pacientes correspondian a mujeres.
El porcentaje de warfarina de origen genérico era
similar al del medicamento de marca original, y la
dosis era de alrededor de 25 mg por semana. El
motivo mas frecuente para la medicacién fue la
prétesis valvular cardiaca, seguida de trombosis
venosa Y fibrilacion auricular. Ademas, los pacientes
presentaron un alto porcentaje de enfermedades
cardiovasculares y endocrino-metabdlicas conco-
mitantes (cuadro 2). Se observd mas de una
indicacion de warfarina como en el caso de
pacientes con trombosis venosa profunda y
tromboembolia pulmonar; en algunos se presento
mas de una enfermedad concomitante.

Algunas variables demograficas y clinicas mostra-
ron una asociacion estadisticamente significativa
con la dosis semanal de warfarina. Se observo la
necesidad de una mayor dosis de warfarina cuanto
mayor fuera la talla (3=0,307; R?=0,047; p<0,01)
y el peso (B=0,156; R?=0,025; p=0,04). Por el
contrario, a mayor edad se requiri6 una menor
dosis de warfarina (p=-0,29; R?=0,099; p<0,01).
También, se observd que se requeria una menor
dosis en pacientes medicados debido a fibrilacion
auricular (dosis promedio de 22,2 Vs. 29,59 mg/
semana; p=0,01).

No hubo una asociacién estadisticamente significa-
tiva entre la dosis de warfarina y los medicamentos
administrados simultdaneamente (cuadro 3). De

Cuadro 1. Pacientes incluidos en el estudio segun lugar de
nacimiento

Origen n %

Boyaca 29 22,3
Cundinamarca 28 21,5
Bogota 26 20,0
Tolima 12 9,2
Santander 1 8,5
Huila 6 4,6
Antioquia 3 2,3
Caldas 3 2,3
Otros 2 12 9,2

@ Norte de Santander, Quindio, Cauca, Caqueta, Narifio, Bolivar y
Magdalena aportaron cada uno menos de tres pacientes al estudio.
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Cuadro 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de los
pacientes

Valor2
(n=130 pacientes)

Variable

Edad (afios) 66,2-70 (58-76,2)

Hombre/mujer 77 (59,2)/53 (40,8)
Peso (kg) 72,5-72 (62-82)
Talla (cm) 162,5-162 (155-170)

indice de masa corporal (kg/m?)
Tabaquismo actual
Warfarina

Dosis (mg/semana)

De marcal/genérica
International Normalized Ratio
Indicacién de medicacién con
warfarina (%)

27,4-27,1 (24,6-29,1)
2(1,5)

28,4-25 (17,5-35)
63 (48,46)/67 (51,54)
2,53-2,47 (2,2-2,7)

Protesis valvular 48 (36,9)
Trombosis venosa 41 (31,5)
Fibrilacion auricular 20 (15,4)
Embolia pulmonar 15 (11,5)
Accidente cerebrovascular 15 (11,5)

trombdtico

Enfermedad coronaria

Sindrome antifosfolipido

Dilatacién ventricular

Otra arritmia

Otra razoén de uso
Enfermedades concomitantes (%)

ANNOWO
SO
al
-

Hipertension 70 (53,8)
Dislipidemia 54 (41,5)
Cardiopatia isquémica 31(23,8)
Arritmia 26 (20)

Diabetes mellitus 24 (18,5)
Hipotiroidismo 24 (18,5)
Cardiopatia congestiva 16 (12,3)
EPOC 16 (12,3)
Osteoartritis 12 (9,2)
Otra enfermedad concomitante 64 (49,2)

@ Las variables cuantitativas se expresan como media, mediana y
percentiles 25 a 75 entre paréntesis, y las cualitativas, como nimero de
pacientes y porcentaje entre paréntesis.

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica

estos, los mas frecuentemente administrados fueron
las estatinas, cuya accion altera la concentracién de
farmacos como la warfarina (27). La mayoria de los
pacientes tomaban atorvastatina (no se presentan
los datos), con la cual no se ha documentado el
tipico efecto potenciador de otras estatinas como
la rosuvastatina, la lovastatina y la fluvastatina
(28,29). Por otra parte, se observé que se requeria
una menor dosis de warfarina con la adminis-
tracion simultanea de amiodarona, medicamento
inhibidor de su destruccién, pero dicha asociacion
no alcanzé la significancia estadistica (promedio
semanal de 25,2 mg Vs. 28,3 mg; p=0,4).

Con respecto a los genotipos estudiados, la
distribucién de su frecuencia no difirid de lo
esperado segun el equilibrio de Hardy-Weinberg,
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como se aprecio con el resultado de la prueba de
ji al cuadrado (cuadro 4), lo que permitié el analisis
de los tres polimorfismos propuestos. Ademas,
la muestra de 130 pacientes fue suficiente para
detectar la sensibilidad a la warfarina asociada
a los genotipos con la mutacién -1639G>A en
VKORCL1 (OR=8,04; IC,, 1,8-35,8).

El analisis de la asociacién de los genotipos con
la dosis de warfarina evidencié que los pacientes
homocigoticos para el alelo AA en la posicion
-1639 del VKORCL1 necesitaban una menor dosis
promedio (19,3 mg/semana) que los heterocigoticos
GA (31,3 mg/semana; p<0,01), y estos, a su vez,
una menor dosis que los homocigéticos para el
alelo silvestre GG (37,5 mg/semana; p=0,018).

95%

Con respecto al gen CYP2C9, los pacientes con
el genotipo heterocigético CA (*1*3) en la posicién
1075 necesitaron una menor dosis promedio de
warfarina que quienes tenian el genotipo silvestre
AA (21,1 Vs. 29,2 mg/semana, p=0,019); en la
muestra no hubo pacientes con genotipo doble
mutado CC (*3*3). En el caso del polimorfismo
en la posicion 430 del CYP2C9, solo un paciente
era homocigético TT (*2*2) para el alelo mutado, y
aquellos heterocigéticos CT (*1*2) no requirieron
una dosis significativamente diferente a la de los
pacientes con el genotipo silvestre CC (27,2 Vs.

Cuadro 3. Asociacion de los medicamentos administrados
simultaneamente con la dosis de warfarina

Medicamento n %  Warfarina®  p®°
Estatinas 64 49,2 27,3 0,3
Losartan-valsartan 47 36,2 28,0 0,7
Metoprolol 41 31,5 26,0 0,1
Suplemento 38 29,2 26,1 0,3
de vitaminas

Carvedilol 33 25,4 27,7 0,7
Tiroxina 30 23,1 28,1 0,8
Omeprazol-lanzoprazol 30 23,1 26,7 0,3
Antiinflamatorios no 22 16,9 25,7 0,1
esteroideos

Enalalpril-fosinopril 21 16,2 28,1 0,9
Metformina 18 13,8 28,6 1,0
Medicacién herbal 13 10,0 30,6 0,5
Amidarona 10 7,7 25,2 0,4
Digoxina 10 7,7 23,9 0,2
Insulina 9 6,9 24,2 0,3
Acido acetilsalicilico, 8 6,2 33,8 0,5
100 mg

Ranitidina 6 4.6 25,0 0,1
Verapamilo 6 4,6 23,7 0,3
Inductor enzimatico® 5 3,8 24,5 0,5

@ Dosis media

> Para la diferencia con la dosis media de warfarina en ausencia del
medicamento

¢ Carbamacepina=3, fluoxetina=1, macroélidos=1
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Cuadro 4. Frecuencias genotipicas, alélicas y equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos estudiados en VKORC1 y CYP2C9

Gen Genotipo observado n (%) Alelo n HWE? 2 p

VKORC1

-1639G>A GG 28 (21,5) G 112 1,923 0,166
GA 56 (43,1) A 148
AA 46 (35,4)

CYP2C9

430C>T® (*2) cc 109 (84,5) C (*1) 237 0,029 0,864
CT 19 (14,7) T(*2) 21
T 1(0,8)

CYP2C9

1075A>C (*3) AA 117 (90) A(*1) 247 0,360 0,548
CA 13 (10) C (*3) 13
cc 0(0)

2 HWE: andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg

> Un alelo amplifico en forma inespecifica.

28,6 mg/semana; p=0,632). Sin embargo, la pre-

sencia simultanea de mutacion en la posicion 430 *21

(*2) y enla 1075 (*3) del CYP2C9, se asocio a una s

menor dosis promedio de warfarina en comparacion < 60004 T

con la presencia de una sola mutacion (9,7 Vs. o

27,2 mg por semana; p=0,04). Q

Al analizar los dos genes en conjunto, se aprecié Z 40,001 I

que la dosis de warfarina disminuyé a medida %

que aumentaba el numero de mutaciones en @

el VKORC1, y que los pacientes que tenian = 20,001

mutaciones en las dos posiciones analizadas del B EP

CYP2C9 (*2 y *3) simultaneamente, requerian las “an g 55_

menores dosis. lgualmente, hubo una tendencia 00 7

a menores dosis en presencia de mutacién en
una de las dos posiciones del CYP2C9 ademas
de la mutacién en la posicién -1639 del VORC1,
especialmente en el caso del genotipo homocigoé-
tico mutado AA (figura 1).

Se observaron, igualmente, algunos casos extremos
(outliers), que evidenciaron que los polimorfismos
no explican la totalidad de la variacién en la dosis.
Hubo dos individuos que recibian una dosis alta
de 70 mg a la semana de warfarina y presentaban
los alelos silvestres en las dos posiciones en
el CYP2C9, pero una mutaciéon en el VKORC
(sefialados con asterisco en el figura 1). Se trataba
de pacientes con edades por debajo del promedio
del grupo estudiado, sin medicacién concomitante
inductora o inhibidora del procesamiento de la
warfarina, uno con trombosis venosa por hiper-
coagulabilidad de base y otro con una protesis
valvular cardiaca.

El analisis multivariado permitié obtener un modelo
que explicaba 52,8 % de la variacion de la dosis
(R?=0,528; p<0,001). Como variable dependiente
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Figura 1. Relacion de la dosis semanal de warfarina con
los genotipos de VKORC1 (AA: homocigotico mutado,
GA: heterocigético, GG: homocigético silvestre) y de los
genotipos de CYP2C9 (*1/*1: no mutado, *1/X: presencia de
un polimorfismo *1 o *2, X/X: presencia de dos polimorfismos
*1, *2 0 *1 y *2) en cuanto a la combinaciéon de genotipos
de VKORC1 y CYP2C9. Las flechas indican los pacientes
con dos mutaciones en CYP2C9 y una o dos mutaciones
concomitantes en VKORC1.

se tomo la raiz cuadrada de la dosis, pues se
ajustaba mejor que la dosis no transformada a
la distribucién normal. Como variables indepen-
dientes, la trombosis venosa como indicacion
y el peso aumentaban la dosis de warfarina,
mientras que otras, como la edad en afos y los
polimorfismos en los genes VKORC1 y CYP2C9,
la disminuian (el bootstrap de 1.000 replicaciones
ratifico la significancia estadistica de los coeficien-
tes obtenidos) (cuadro 5). Las variables de talla y
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fibrilacion auricular no fueron tenidas en cuenta por
el modelo, pues en conjunto no influian de forma
significativa sobre la dosis de warfarina, aunque si
lo hacian consideradas individualmente.

En la comparacion con el algoritmo que explicaba
el mayor porcentaje de la variacion de la dosis
en Colombia (21) y con la prediccion del IWPC
(obtenida mediante validacion cruzada y evaluada
con datos no utilizados para generar el algoritmo)
(15), el modelo incluyé también las variables de
edad y de los polimorfismos en los genes VKORC1
y CYP2C9, pero no las variables de inductor
enzimatico, inhibidor enzimatico y talla (esta ultima
solo presente en el algoritmo del IWPC). La raza
es una variable incluida por el IWPC, pero no
se calificd en la presente investigacion debido
a la alta posibilidad de error por tratarse de una
poblacién tan mezclada. Se evaluo la capacidad
de prediccion del algoritmo del IWPC comparando
las dosis calculadas con las reales. Se encontrd
que, a pesar de haber sido desarrollado para otras
poblaciones, en la muestra de pacientes de este
estudio el algoritmo del IWPC predijo un valor solo
cuatro puntos porcentuales por debajo del maximo
obtenido mediante el modelo explicativo con mayor
rendimiento (R?=0,48; p<0,001) (figura 2).

Por ultimo, se generd un modelo predictivo de
sensibilidad a la warfarina con una exactitud de
prediccion de 77,8 %, que incluyo tres variables:
la edad (p=0,003), los polimorfismos *2 y *3 del
CYP2C9 (p=0,002), y el polimorfismo 1639G>A en
el VKORCL1 (p<0,001). EI modelo comprendié dos
algoritmos: sensible = 0,555, edad + 8,839, VKORC1
+ 6,154, CYP2C9 - 35,052; y no sensible = 0,468,
edad + 5,942, VKORC1 + 3,457, CYP2C9 - 21,447.

Cada sujeto se asigno al grupo para el cual obtuvo
un mayor puntaje. La edad se midié en afios, y se
asigno un puntaje segun el genotipo del VKORC1
(AA=3, GA=2, GG=1) y un puntaje para cada una
de las combinaciones de mutaciones en el CYP2C9
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(0=no mutacion; 1=una mutacion en *2 o en *3; y
2=mutaciones en las dos posiciones, *2 y *3). De
acuerdo con el valor de sensibilidad obtenido con
este algoritmo, 62,5 % de los pacientes sensibles
que recibiria la dosis estandar se beneficiaria de
una dosis menor, con lo que disminuiria el riesgo
de un mayor efecto adverso serio, es decir, la
hemorragia (cuadro 6).

Discusion

En el presente estudio se encontr6 que en
pacientes nacidos en diversos lugares del pais,
principalmente en la region Andina, el analisis
farmacogenético basado en los polimorfismos
430C>T, 1075A>C en el gen CYP2C9 y -1639G>A
en el VKORC1, permitié6 explicar un porcentaje
de la variacion en la dosis de warfarina similar al
encontrado con el IWPC en poblaciones de cinco
continentes, con una exactitud de prediccion de la
sensibilidad a este medicamento de 77,8 %.

La presente investigacion respalda la aplicabilidad
del analisis farmacogenético para el manejo de la
warfarina en un gran porcentaje de la poblacion
colombiana. La regién Andina se caracteriza por
el predominio de individuos caucasicos mestizos
(30), que segun las estimaciones corresponden
a 85,9 % de los habitantes de Colombia (31). Por
otra parte, a pesar de pequefas diferencias, el
porcentaje de genotipos con el polimorfismo en
forma heterocigotica u homocigoética en la posicién
-1639 del VKORC1, fue similar al publicado en
estudios llevados a cabo en poblacion colombiana
de Bogota, Risaralda (21), y Antioquia (20). Lo
mismo se observo con los polimorfismos en el gen
CYP2C9. Cabe mencionar que estas frecuencias
fueron también similares a las reportadas en el
estudio del IWPC (15).

Considerando que el inicio de la medicaciéon con
warfarina se asocia con respuestas muy variables
segun los individuos, y que pueden producirse

Cuadro 5. Modelo de regresion lineal multiple y bootstrap para la validaciéon de coeficientes

Modelo Bootstrap (n=1.000)
Variables
B p Sesgo Error estandar p (bilateral) ICys,

VKORC1 (genotipo)? -0,881 ,000 0,005 0,092 0,001 -1,051 -0,702
CYP2C9 (genotipo)® -0,470 ,001 0,004 0,136 0,002 -0,694 -0,176
Trombosis venosa 0,415 ,005 -0,001 0,149 0,009 0,114 0,710
Edad (afios) -0,023 ,000 0,000 0,005 0,001 -0,033 -0,014
Peso (kg) 0,012 ,012 0,000 0,005 0,010 0,003 0,022
Constante 7,696 ,000 -0,007 0,477 0,001 6,760 8,687

2AA=3, GA=2, GG=1

® No mutacién=0, una mutacién en *2 o en *3=1, y mutaciones en las dos posiciones *2 y *3=2
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R Lineal = 0,487

8,00+

6,00

Raiz cuadrada dosis observada

4,007

2,00
2,00 4,00 6,00 8,00

Raiz cuadrada dosis calculada IWPC*

Figura 2. Correlacién de la dosis de warfarina observada
con la dosis calculada mediante el algoritmo farmacogenético
del IWPC

*IWPC: International Warfarin Pharmacogenetic Consortium

Cuadro 6. Evaluacién de la predicciéon de la sensibilidad a la
warfarina

Sensible Pronédstico Total
Si No
Casos seleccionados
Original Si 23 2 25
No 8 51 59
Validacion cruzada Si 23 2 25
No 10 49 59
Casos no seleccionados Si 10 6 16
No 4 25 29

- Exactitud de la prediccion en casos no seleccionados: 77,8 %
- Sensibilidad en casos no seleccionados: 62,5 %

- Especificidad en casos no seleccionados: 86,2 %

- Valor predictivo positivo en casos no seleccionados: 71,4 %

- Valor predictivo negativo en casos no seleccionados: 80,6 %

efectos adversos (32), en la presente investigacion
se confirmo la validez del algoritmo del IWPC
para ajustar la dosis de warfarina en pacientes
colombianos. Debe recordarse que el algoritmo
del IWPC demostré un mejor desempefio en
los extremos de la dosificacion: sensibilidad o
resistencia (15). Sin embargo, el hecho de que
explica apenas la mitad de la variacion de la dosis
de warfarina, aproximadamente, deja un amplio
margen de error, por lo que debera considerarse
la inexactitud si se decide usar el genotipo para
ajustar la dosis cuando comienza la administracion
de warfarina.
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En estas circunstancias, el enfoque encaminado
a detectar pacientes sensibles al medicamento,
permitiria un manejo mas adecuado, con la con-
secuente disminucion del riesgo de hemorragia
en 62,5 % de ellos, los cuales, de otra manera,
recibirian una dosis estandar del medicamento. No
obstante, teniendo en cuenta que el valor predictivo
positivo alcanzé 71,4 % (cuadro 6), en la prediccion
de la sensibilidad deben considerarse medidas
como el uso simultdneo de anticoagulantes de
otro tipo, como la heparina, al iniciar el tratamiento
con dosis bajas. Por otra parte, dado el valor
predictivo negativo de 80,6 % (cuadro 6), cuando
la prueba determina que no hay sensibilidad,
se justifica un seguimiento estricto de la INR al
comienzo del tratamiento.

Debe mencionarse que el algoritmo obtenido para
predecir la sensibilidad a la warfarina coincidié con
el de publicaciones previas en el sentido de que,
a mayor edad o mayor numero de mutaciones
en el VKORC1 o el CYP2C9, mayor es la pro-
babilidad de encontrar sensibilidad. Un estudio
similar en una cohorte de 4.272 pacientes, cuyo
objetivo era minimizar la incidencia de sangrado,
identificé las mismas caracteristicas asociadas a
la sensibilidad a la warfarina, ademas del uso de
amiodarona (22).

Debe recordarse que en esta investigacion la
amiodarona se asocié con menores dosis de
warfarina, pero sin lograr niveles significativos.
La muestra analizada, disefiada para detectar la
asociaciéon entre la sensibilidad y los genotipos
del VKORC1, parece tener poco poder para
detectar asociaciones significativas entre otros
medicamentos administrados y la dosis de
warfarina. Ademas, el numero mucho mayor de
prescripciones que de pacientes evidencié el
tipico uso de multiples medicamentos en estos
casos y, en algunos, la prescripcidon simultanea
de inductores de la destruccion de la warfarina,
como la carbamacepina, y de potenciadores de
su accion, como la propafenona (33), lo que hace
mas dificil la deteccién del efecto especifico de
algunos farmacos.

Con este panorama, a pesar de que el VKORC1
se considera el principal modulador genético
de las diferencias étnicas en la reaccion a la
warfarina, y se conoce su utilidad para explicar la
reaccion a este medicamento en pacientes con
diferentes ancestros (34,35), no debe descartarse
la posibilidad de mejorar la prediccién teniendo en
cuenta aspectos especificos de cada poblacion.
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Reportes recientes indican que la utilidad de los
algoritmos farmacogenéticos podria ser mayor si
se logra un mejor control de las variables clinicas.
En sujetos sanos, con menos variables clinicas, los
polimorfismos en los genes CYP2C9 y VKORC1
han permitido explicar un mayor porcentaje de
variacion en la dosis, alrededor de 62 % (36). Debe
recordarse que la inclusion de la trombosis venosa
mejord el desempefio del algoritmo explicativo
en la presente investigacion, o que demuestra
la importancia de considerar la razon de la
medicacion con warfarina cuando se fija su dosis.
Tampoco deben olvidarse la dieta, los suplementos
dietéticos y la medicacion simultdnea con posibles
o probables inhibidores y potenciadores (37). El
aumento del riesgo de hemorragia con farmacos de
uso comun, como la aspirina, los antiinflamatorios
no esteroideos, la penicilina en altas dosis (5,38)
e, incluso, las interacciones con medicamentos
de tipo herbal (39), debe tomarse en cuenta para
mejorar la prediccién cuando se trata de un paciente
medicado con warfarina en un ambito clinico local.

En resumen, los resultados de la presente inves-
tigacibn demuestran una vez mas la utilidad
de los genotipos estudiados en la prediccidon
de la sensibilidad a la warfarina en Colombia,
especialmente si el propdsito es disminuir los
efectos adversos de tipo hemorragico al iniciar el
tratamento. Actualmente hay estudios en diversas
poblaciones que han demostrado una reduccién de
efectos adversos serios (40), una menor incidencia
de anticoagulacién excesiva (INR=4) (9,40), un
menor porcentaje de INR fuera del rango (40) e,
incluso, la disminucién del tiempo para alcanzar
la dosis terapéutica con la consecuente reduccién
del riesgo de tromboembolia (9,40,41).
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Caracterizacion y seguimiento durante seis meses de una
cohorte de recién nacidos con sifilis congénita
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Lugar donde se desarrollé la investigacion: Hospital La Victoria, sede Instituto Materno Infantil, Bogota,
D.C., Colombia

Introduccion. La sifilis congénita es una enfermedad prevenible cuya incidencia en Colombia ha
aumentado, alcanzando la cifra de 3,28 casos por 1.000 nacidos vivos en el 2011.

Objetivo. Caracterizar a los recién nacidos con sifilis congénita y describir su diagnoéstico y tratamiento
durante el seguimiento de seis meses.

Materiales y métodos. En el periodo comprendido entre agosto de 2011 y febrero de 2012 en el
Hospital La Victoria, sede Instituto Materno Infantil, se identificaron y trataron los recién nacidos con
sifilis congénita, y se hizo seguimiento clinico y de laboratorio hasta la curacion de la enfermedad. Las
variables analizadas incluyeron las caracteristicas clinicas y de laboratorio.

Resultados. En este periodo se diagnosticaron 29 pacientes que cumplian con los criterios de caso
de sifilis congénita, cuya frecuencia en la institucién era de un caso por cada 69 nacimientos. Hubo
un mortinato y una muerte neonatal, cuatro recién nacidos fueron prematuros y cinco presentaron
restriccion en el crecimiento. De los 28 recién nacidos vivos, 15 fueron asintomaticos. Se presentaron
dos casos con neurosifilis, es decir, 15 % de los sintomaticos. Se hizo seguimiento a 18 de los 27
nifos (66,6 %), incluidos la mayoria de los sintomaticos y los dos casos con neurosifilis; la disminucion
esperada de los titulos en la prueba del Venereal Disease Research Laboratory, VDRL, se presento en
todos los pacientes, y no hubo secuelas clinicas, con lo que se cumplieron los criterios de curacion.
Conclusiones. Se evidencidé una gran incidencia de la enfermedad, fallas en su prevencion, una
variada expresion en su presentacion y la efectividad del tratamiento en el periodo neonatal.

Palabras clave: sifilis congénita, neurosifilis, retardo del crecimiento fetal, mortalidad infantil, mortinato,
estudios de seguimiento.
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Characterization and six-month follow-up on a cohort of newborns with congenital syphilis

Introduction: Congenital syphilis is a preventable disease. However, the incidence in Colombia has
increased and reached the figure of 3.28 cases per 1,000 live births in 2011.

Objective: To characterize newborns with congenital syphilis and describe follow-up over 6 months
following their diagnosis and treatment.

Materials and methods: Between August, 2011, and February, 2012, in Hospital La Victoria, sede
Instituto Materno Infantil, newborns with congenital syphilis were identified and treated. Clinical and
laboratory follow-up was carried out for six months until it was determined that the disease was cured.
The analyzed variables included patients’ clinical and laboratory characteristics.

Results: In this period, we identified 29 cases that met the criteria of congenital syphilis, with a frequency
in the institution of one case per 69 births. There was one stillbirth and one neonatal death, four were
premature, and five had growth restriction. Of the 28 live births, 15 were asymptomatic. There were
two cases with neurosyphilis, representing 15% of symptomatic newborns. Follow-up was done on 18
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out of 27 children (66.6%), including most symptomatic cases and the two cases of neurosyphilis.
All cases showed the expected decrease in VDRL titers without clinical sequelae, meeting the criteria

of being cured.

Conclusions: A high incidence of the disease, failure to prevent it, varied expression in its presentation,
and the effectiveness of treatment in the neonatal period were evidenced in this study.

Key words: Syphilis, congenital; neurosyphilis; fetal growth retardation; infant mortality; stillbirth;

follow-up studies.
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La sifilis congénita es una enfermedad prevenible
que representa un grave problema de salud
publica en los paises en desarrollo. Los indices
de mortalidad, morbilidad y discapacidad infantil
a corto y largo plazo, siguen siendo elevados, a
pesar de la implementacion de los programas de
prevencion, diagndstico y tratamiento (1). En el
2008, se estim6 que la sifilis de la mujer gestante
a nivel mundial habia originado 305.000 muertes
fetales y neonatales y que 215.000 recién nacidos
tuvieron peso bajo, prematuridad o complicaciones
relacionadas con la enfermedad (2). Latinoamérica
y el Caribe poseen la tasa mas alta de sifilis en
el mundo y se cree que cada ano nacen 164.000
nifios con la enfermedad (3). En el 2011 se estimdé
una incidencia de 3,28 casos por 1.000 nacidos
vivos en Colombia, cifra que varid6 segun la
region y la calidad de los sistemas de notificacién
obligatoria, y estuvo muy lejana de la propuesta
por la Organizacién Panamericana de la Salud de
0,5 casos por 1.000 recién nacidos (3,4).

La presencia de sifilis congénita se ha asociado
a factores de riesgo materno, entre los que se
destacan las practicas sexuales riesgosas, el inicio
temprano de actividad sexual, la promiscuidad,
el consumo de alcohol o sustancias psicoactivas,
la residencia en zonas de alta incidencia, el bajo
nivel socioeconémico, la dificultad en el acceso a
los servicios de salud, la ausencia o el inadecuado
control prenatal, y la presencia de otras infecciones
de transmision sexual (5).

La sifilis congénita se presenta cuando la mujer
con sifilis transmite la infeccion al feto durante
la gestacion por via hematdgena a través de la
placenta, o durante el parto por contacto directo con
lesiones infecciosas. La probabilidad de infeccién
vertical varia segun el estadio de la infeccion en
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la mujer gestante no tratada, siendo de 60 y hasta
100 % en los casos de sifilis primaria, de 67 % en
los de sifilis secundaria, de 40 % en los de sifilis
latente temprana y de 10 % en los de sifilis latente
tardia (5,6).

El cuadro clinico en el recién nacido incluye
desde casos asintomaticos hasta formas graves
de la enfermedad, incluso hidropesia fetal; las
manifestaciones tempranas se denominan asi
si aparecen en los primeros dos afios de vida, y
tardias, si aparecen después. Entre las manifesta-
ciones tempranas puede darse el compromiso de
diversos 6rganos y sistemas: el higado, el bazo,
el pulmdn, la piel, el rifidn, los ojos, el sistema
hematoldgico y el sistema nervioso central (5,7,8);
sin embargo, en la mayoria de los casos, los
recién nacidos con sifilis congénita no presentan
manifestaciones clinicas de la enfermedad (7).

La neurosifilis se presenta en aproximadamente
80 % de los neonatos con sifilis congénita diagnos-
ticada clinicamente o confirmada por laboratorio, y
en 8 % de los recién nacidos sin manifestaciones
clinicas ni confirmacion por laboratorio (9). Los
hallazgos en el liquido cefalorraquideo sugestivos
de neurosifilis son la pleocitosis, con mas de 25
leucocitos por mm?, la linfocitosis o la monocitosis,
y la elevacion de las proteinas a mas de 150 mg/
dl en el recién nacido a término y de 170 mg/dl en
los prematuros. Una prueba de Venereal Disease
Research Laboratory (VDRL) reactiva en liquido
cefalorraquideo, es indicativa de neurosifilis; la
infeccion del sistema nervioso central también
puede presentarse sin que se registren cambios
en el analisis citoquimico (7,9,10).

La confirmacion diagndstica se hace por el ais-
lamiento de Treponema pallidum en la placenta,
el cordén umbilical o en material de necropsia, o
mediante la deteccion del microorganismo mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), o con
base en los resultados positivos en las pruebas
seroldgicas de IgM especifica para T. pallidum
(Fluorescent Treponemal Antibody Absorption,
FTA-ABS; Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay,
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ELISA, o Western Blot, WB). Frecuentemente, la
determinacion de IgM especifica es negativa (11)
y esto hace muy dificil confirmar el diagndstico,
por lo que la definicion de caso de sifilis congénita
se basa en el diagndstico de sifilis en la madre
gestante, sumado a la ausencia de tratamiento o a
la administracion de uno inadecuado (12).

El tratamiento de eleccion de la sifilis congénita es
la administracién de penicilina cristalina durante 10
a 14 dias por via intravenosa, en dosis de 50.000
unidades por kilogramo de peso cada 12 horas
durante la primera semana de vida y, a partir de
la segunda semana y durante el primer mes, cada
8 horas; no se ha demostrado resistencia de T.
pallidum a la penicilina (7,13).

El seguimiento de los recién nacidos se hace
mediante revision clinica y con estudios seroldgicos
hasta que las pruebas dejen de ser reactivas; la
disminucién de los titulos de la VDRL debe ser
de dos diluciones en tres meses, aunque es mas
lenta si el tratamiento se inicia después del primer
mes de vida. En caso de neurosifilis, debe hacerse
puncién lumbar a los seis meses; para considerar
que ha habido curacién, la VDRL no debe resultar
reactiva y los valores de proteinas y células deben
ser normales (8).

Se ha observado que el seguimiento de estos
pacientes no se realiza segun la norma, por lo cual
este trabajo pretendid caracterizar una cohorte de
recién nacidos que cumplian con los criterios de
caso de sifilis congénita y recibieron tratamiento
en el Hospital La Victoria, sede Instituto Materno
Infantil, con el fin de determinar a lo largo de seis
meses de seguimiento el comportamiento clinico
y los resultados en la prueba de VDRL.

Materiales y métodos

Se hizo una investigacién de tipo descriptivo pros-
pectivo en la que se incluyeron todos los recién
nacidos cuyas madres hubieran tenido una prueba
no treponémica reactiva (VDRL) y una prueba
treponémica positiva (FTA-ABS), y no hubieran
recibido tratamiento o se les hubiera administrado
uno inadecuado.

Se utilizaron las siguientes definiciones (11): el caso
probable seria el de un recién nacido cuya madre
hubiera tenido sifilis detectada en el momento del
nacimiento y no hubiera sido tratada, o se hubiera
sometido a un tratamiento inadecuado, sin tener
en cuenta los signos de sifilis en el recién nacido,
0 un recién nacido con resultado reactivo en la
prueba treponémica y, ademas, evidencia de sifilis
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congénita en el examen fisico, en la radiografia
de huesos largos, o resultado reactivo de la VDRL
en liquido cefalorraquideo, elevacién del conteo
celular o de proteinas en el liquido cefalorraquideo
(sin otra causa), o resultados positivos para IgM
en la FTAABS19S o en la ELISA.

El tratamiento materno inadecuado (modificado)
se definié como la administracion de un antibiotico
diferente a la penicilina a la mujer gestante, cuando
el intervalo entre la administracion del esquema de
tratamiento con penicilina benzatinica y el parto
fuera menor de 30 dias, o cuando no hubiera
habido la disminucion esperada de titulos en la
VDRL en el momento del parto comparado con los
resultados en el momento del diagndéstico.

La disminucion de los titulos en la sifilis primaria
debe ser de dos diluciones entre los tres y cuatro
meses, y cuando se trata de sifilis secundaria, de
dos diluciones en seis meses (14). Se excluyeron
los hijos de mujeres gestantes con prueba no
treponémica reactiva menor de 1:8 diluciones y sin
prueba treponémica confirmatoria, asi como los
recién nacidos remitidos a otra institucion.

Semanalmente se detectaron los recién nacidos
que cumplian con la definicién de caso reportados
en el Comité de Infecciones del Hospital, y se verificd
que las madres tuvieran prueba treponémica
positiva. Después de obtener el consentimiento
informado, se diligencié6 un formato donde se
consignaron los datos de la historia clinica. A los
recién nacidos se les practico el examen fisico,
se les tom6 una radiografia de huesos largos y
se les hizo valoracién por oftalmologia, ademas
de los siguientes analisis: prueba de VDRL en
suero, hemograma, cuantificacion de bilirrubinas
diferenciadas y aminotransferasas, uroandlisis,
puncion lumbar a las 72 horas de vida para la VDRL
y examen citoquimico en liquido cefalorraquideo.

Todos los recién nacidos recibieron tratamiento con
penicilina cristalina en la dosis estandar durante
10 dias; a los neonatos con neurosifilis se les
administré penicilina cristalina durante 14 dias.

A los tres meses de edad, se les hizo un examen
fisico y se tomaron muestras para la prueba de
VDRL en suero, asi como control de los resultados
de laboratorio que habian presentado alteraciones
en el momento del nacimiento. En los casos de
neurosifilis, el seguimiento seroldgico y en liquido
cefalorraquideo se hizo a los tres meses de edad
en uno de los casos Y, en el otro, a los siete meses.
El seguimiento terminé cuando los pacientes
cumplieron con los criterios de curacion.
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Andlisis de resultados

Todas las variables cualitativas se analizaron
mediante el calculo de frecuencias absolutas y
relativas, y las cuantitativas, con el calculo de
frecuencias y medidas de dispersion o tendencia
central segun su naturaleza.

Consideraciones éticas

El estudio fue autorizado por el Comité de Etica
de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia.

Resultados

Durante el periodo comprendido entre el 15 de
agosto de 2011 y el 15 de febrero de 2012, hubo
2.007 nacimientos en el Hospital La Victoria,
sede Instituto Materno Infantil, entre los cuales se
detectaron 29 casos de sifilis congénita; de ellos,
en uno hubo muerte fetal (3,5 %) y los otros 28
cumplieron con los criterios de la definicion de caso
de sifilis congénita (figura 1), con una razén de un
caso por cada 69 recién nacidos y una incidencia de
14,5 por 1.000 nacimientos. De los 28 recién nacidos
vivos, 13 tuvieron manifestaciones biolégicas y
clinicas (46,4 %) y 15 no las presentaron (53,6 %).
Las caracteristicas generales de los recién nacidos
se describen en los cuadros 1y 2.

Las 29 mujeres gestantes fueron negativas en las
pruebas de HIV y de antigeno de superficie para
hepatitis B. Veinte de ellas no asistieron a control
prenatal y, por lo tanto, no recibieron tratamiento;
de las nueve mujeres gestantes que asistieron
a control prenatal, no se encontré registro de la

36 mujeres gestantes con VDRL reactivo

3 falsos positivos l—

33 mujeres gestantes con FTA ABS positiva

4 mujeres gestantes con
tratamiento adecuado: 4 recién
nacidos sin sifilis congénita

29 casos de sifilis congénita

Figura 1. Mujeres gestantes con VDRL reactivo y casos de
sifilis congénita
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los recién nacidos vivos
diagnosticados con sifilis congénita

Variable Categorias n %
Sexo Masculino 12 42,9
Femenino 16 57,1
Enfermedad materna asociada*  Si 6 21,4
No 22 78,6
Via del nacimiento Vaginal 20 71,4
Abdominal 8 28,6
Tratamiento materno No 20 71,4
Inadecuado 8 28,6
Prematuridad Si 4 14,3
No 24 85,7
Peso para la edad de gestacion  Bajo 5 17,9
Adecuado 23 82,1
Compromiso de 6rganos Si 13 46,4
o sistemas No 15 53,6

*Farmacodependencia: cuatro casos; obesidad: un caso; condilomatosis:
un caso

Cuadro 2. Variables antropométricas de los recién nacidos
vivos con diagndstico de sifilis congénita

Variables Promedio Desviacion
estandar
Peso (g) 2.691,86 407,261
Talla (cm) 47,78 2,325
Perimetro cefalico (cm) 33,26 1,868

VDRL para una de ellas, cuyo hijo nacié muerto;
el diagnostico de sifilis se hizo en el momento del
parto, por lo que la madre no recibié tratamiento.
Las otras ocho mujeres gestantes recibieron
tratamiento inadecuado porque en tres de ellas
este fue tardio (menos de 30 dias antes del parto);
otra madre recibid el tratamiento, pero tuvo un
aumento de los titulos en la prueba de VDRL en el
momento del parto comparada con los resultados
de la VDRL de diagnéstico; y en cuatro de los casos
no hubo disminucion de los titulos en la VDRL en
el momento del parto comparados con los regis-
trados en la VDRL en el momento del diagndstico.

Con respecto a los resultados de la VDRL materna,
en siete casos no hubo diluciones, en cuatro, una
dilucién, en cinco, dos diluciones, en otros cinco,
cuatro diluciones, en otros cinco se registraron ocho
diluciones, en otro, 32 diluciones, y en dos casos,
64 diluciones; en uno de los casos hubo 6bito fetal.
Todas las mujeres gestantes fueron positivas en la
prueba treponémica. No se encontré relacion entre
los elevados titulos maternos en la VDRL vy los
sintomas en el recién nacido (p=0,667).

La condicion mas frecuentemente asociada en las
madres fue la farmacodependencia (cuatro casos
de 29; 13,8 %), pero la relacion con la prematuridad,
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el bajo peso al nacer o el compromiso de 6rganos
y sistemas, no fue estadisticamente significativa
(p=0,1048). Hubo un caso con antecedente de
sifilis en una gestacion previa.

Manifestaciones bioldgicas y clinicas

De los 28 recién nacidos, cuatro fueron prematuros
(14,3 %), uno de ellos extremo, y cinco tuvieron
peso bajo para la edad de gestacion (17,9 %); en
13 se evidencié compromiso de 6rganos. Ningun
paciente presenté compromiso 6seo, ocular o
hidropesia fetal; en dos recién nacidos hubo
compromiso de la piel y, en otro, compromiso
pulmonar. A todos los recién nacidos se les hicieron
examenes de cuadro hematico, parcial de orina,
puncion lumbar y radiografia de huesos largos, y se
encontro alteracién hematolégica (trombocitopenia)
en cuatro (14,3 %), alteracién renal (hematuria,
proteinuria, cilindruria), en cinco (17,9 %), y del
sistema nervioso central en dos (7,1 %), uno de
ellos con VDRL reactiva en liquido cefalorraquideo
y examen citoquimico normal, y el otro con aumento
de proteinas y VDRL no reactiva.

Se registré6 un aumento de aminotransferasas en
siete pacientes de nueve que tenian reporte de fun-
cion hepatica, colestasis en tres de 16 con reporte
de bilirrubinas e hipoalbuminemia, y prolongacion
de los tiempos de coagulaciéon en uno de estos
casos. En todos los siete casos de pacientes con
compromiso hepatico hubo aumento de la aspartato
aminotransferasa (AST) y un caso presento
aumento de la alanino aminotransferasa (ALT).

En cuanto a los titulos en la prueba de VDRL en
los recién nacidos, la distribucion fue la siguiente:
en nueve de ellos, la VDRL no fue reactiva; en tres
no se registraron diluciones; en cinco se registro
una dilucion; en otros cinco, dos diluciones; en
dos, cuatro diluciones, y en los otros cuatro, ocho
diluciones; en un caso, los titulos en la VDRL
fueron mayores por una dilucion que los de la VDRL
en la madre, caso este en el que se registraron
sintomas graves de la enfermedad.

Hubo un caso de muerte neonatal (3,6 %) a los
cuatro dias del nacimiento; se trataba de un recién
nacido prematuro de 24 semanas y 840 g de peso
con compromiso pulmonar y hepéatico, que tuvo el
valor mas alto de AST en la serie.

Seguimiento

Se citaron para seguimiento 27 pacientes (11 sinto-
maticos y 16 asintomaticos), pues un recién nacido
sintomatico fallecié por compromiso multisistémico
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y sepsis neonatal durante el tratamiento. Hubo
una pérdida de nueve casos (33 %) durante el
seguimiento; los otros 18 pacientes (67 %),de
los cuales nueve fueron sintomaticos y nueve
asintomaticos, se evaluaron a los tres meses y
todos cumplieron con los criterios de curacion:
VDRL negativa o descenso de dos diluciones en
el numero inicial de titulos. A los seis meses, seis
de los pacientes asistieron al control, incluidos
dos casos con pruebas de VDRL ligeramente
reactivas frente al control de los tres meses; todos
registraron resultados negativos en los titulos de
la VDRL. De los 11 pacientes sintomaticos vivos,
los nueve que fueron llevados a control a los tres
meses presentaban una adecuada evolucion clinica
y paraclinica.

De los tres pacientes con aumento de amino-
transferasas y colestasis, uno de ellos, hijo de madre
farmacodependiente, fue tomado en proteccion por
el Instituto Colombiano de Bienestar Familiar y no
asistio al control; en el control a los tres meses, se
encontré que uno de los otros pacientes registraba
un nivel de aminotransferasas levemente elevado
y en el otro los valores estaban normales.

De los pacientes con diagndstico de neurosifilis,
uno tuvo control de VDRL en liquido cefalorraquideo
a los tres meses y registré un resultado negativo,
y en el otro caso, el control se hizo a los siete
meses y se observé un valor normal de proteinas
y un resultado negativo en la prueba de VDRL.
Discusidn

A nivel mundial hay un aumento de las enfermeda-
des de transmision sexual; a pesar de que existe
una prueba diagnostica y un tratamiento eficaz para
la infeccion por T. pallidum, cada afio se presentan
11 millones de infecciones nuevas y cerca de 1,5
millones de mujeres gestantes se infectan (15). Se
considera que la mitad de las mujeres gestantes
infectadas no recibe tratamiento, lo que ocasiona
un incremento de los casos de sifilis congénita vy,
por ende, mortalidad fetal, neonatal, prematuridad,
restriccion del crecimiento y neonatos con mani-
festaciones de la infeccion.

En el 2014, afo del presente estudio, se notificaron
en Colombia 1.583 casos de sifilis congénita para
una incidencia de 2,35 casos por 1.000 nacidos
vivos; la mayor incidencia se registrdo en Choco,
con 12,8, seguido de Guainia, con 5,9, Guaviare,
con 5,7, San Andrés, con 4,8, y Valle, con 4; Bogota
presenté una incidencia de 2 por 1.000 nacidos
vivos (16).
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Las fallas en el control prenatal son un factor
fundamental para la presentacion de la sifilis
congénita; en ocasiones, las mujeres gestantes
no asisten al control, situacion que fue evidente en
esta cohorte, en la que 20 de 29 (69 %) mujeres
gestantes no asistieron a control prenatal, y el
diagndstico de sifilis solo se hizo en el momento
del parto, condicion también informada en un estu-
dio en Buenaventura en el que 28 de 92 (30 %)
mujeres gestantes no asistieron al control prenatal.
Esta situaciéon debe explorarse para conocer
cuales son los motivos por los cuales las mujeres
gestantes no asisten al control, de manera que
puedan establecerse estrategias para brindar
cuidados prenatales a todas ellas.

Otra circunstancia igualmente preocupante es
que el control prenatal es inadecuado, pues en
ocasiones no se practica la prueba para sifilis a
las madres y, en otras, no se les da tratamiento;
en el presente estudio, el resultado de la prueba
de VDRL en una de las nueve mujeres gestantes
que asistié a control prenatal no se encontro, por
lo que no fue diagnosticada ni recibié tratamiento,
y la gestacion terminé en el alumbramiento de un
mortinato por sifilis. En el estudio en Buenaventura,
64 mujeres gestantes asistieron, por lo menos, a
un control prenatal, a 59 de ellas se les practicé
la prueba para sifilis, pero solo cinco recibieron el
tratamiento adecuado (17).

Esta realidad podria modificarse con el uso de
pruebas treponémicas rapidas durante la consulta
prenatal, las cuales permiten la deteccion del riesgo
y, en caso de resultar positivas, la administracion
de una dosis de 2°400.000 unidades de penicilina
benzatinica, con el propdsito de prevenir la sifilis
congénita (15). Asimismo, deben solicitarse las
pruebas no treponémicas para establecer si se
trata de una sifilis activa y, en ese caso, completar
el tratamiento. Hay suficiente evidencia de que
esta estrategia sirve para prevenir la mortalidad
fetal y neonatal ocasionada por la sifilis en la mujer
gestante (18). La actual guia de practica clinica
para sifilis de la mujer gestante vy sifilis congénita,
incluye la recomendacion del uso de pruebas
treponémicas rapidas como tamizacion para sifilis
durante la consulta prenatal.

La relacion entre el consumo de sustancias
psicoactivas, especificamente la cocaina, y la
sifilis, se viene mencionando desde hace varias
décadas (19), por lo que en la poblacién de
mujeres farmacodependientes deberia hacerse
deteccion temprana de la gestacion y busqueda
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activa de infecciones asociadas, como el sida, la
sifilis y la tuberculosis. Llama la atencién que en
una poblaciéon de mujeres gestantes de alto riesgo
de enfermedades de transmision sexual, como
la del presente estudio, no se encontrara ningun
caso positivo de HIV; sin embargo, en una serie
de casos de nuestra institucion en el 2008, de 70
casos de mujeres gestantes con sifilis, dos de ellas
(2,85 %) presentaban HIV (12).

La modificacién en la definicién del tratamiento
inadecuado de las mujeres gestantes asumida en
nuestra institucion constituye una limitaciéon del
presente estudio, pero dicha modificacion obedece
a la alta prevalencia que se presenta en este
hospital debido, fundamentalmente, a los factores
de riesgo de la poblacion que se atiende: inicio
temprano de la actividad sexual, promiscuidad,
consumo de alcohol o sustancias psicoactivas, bajo
nivel socioecondmico, dificultad en el acceso a los
servicios de salud, ausencia o inadecuado control
prenatal, y ausencia de tratamiento a la pareja, lo
que se suma al fracaso del tratamiento, sobre todo
de la sifilis secundaria (14,19,20), cuando los titulos
de la VDRL materna en el momento del diagndstico
y en el momento del parto son elevados o cuando
no se sabe la duracién de la infeccion, ya que el
tratamiento durante la gestaciéon puede modificar
la gravedad de la enfermedad sin erradicar las
manifestaciones clinicas en el neonato (21,22).

En ocho de los casos de esta cohorte, se considerd
que el tratamiento materno habia sido inadecuado:
en tres casos por haber sido tardio, con el resultado
de dos neonatos sin evidencia de compromiso de
organos, y un neonato con compromiso hepatico
y renal; en un caso, los titulos de la VDRL en el
momento del parto ascendieron con respecto a
los registrados en el momento del diagndstico,
y el neonato fue prematuro con restriccion del
crecimiento intrauterino y compromiso hepatico;
en cuatro casos no hubo disminucion de los
titulos, y el resultado fueron dos recién nacidos
sin evidencia de compromiso de dérganos, un
prematuro y otro con neurosifilis y compromiso
renal, lo que valida la recomendacion de que los
recién nacidos cuyas madres hayan sido tratadas
durante la gestacion deben ser evaluados clinica y
serologicamente para la deteccion de una even-
tual sifilis congénita (19,20).

Los resultados de este estudio difieren de la
estimaciéon de que la sifilis de la mujer gestante
sin tratamiento o con un tratamiento inadecuado,
puede terminar en aborto o en mortinatos en 21 %
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de los casos, en muerte neonatal en 9 % de los
casos, en prematuridad o restriccion del crecimiento
intrauterino en 6 % y en neonatos sintomaticos
en 16 % (15), y se asemejan, en cambio, a los
encontrados en Buenaventura, ya que la mayoria
de los neonatos infectados eran asintomaticos,
aunque hay que resaltar que la busqueda del
compromiso de 6rganos no fue uniforme.

El 6érgano mas frecuente y tempranamente com-
prometido suele ser el higado (23). En la presente
serie hubo tres casos de compromiso hepatico
grave: dos pacientes con hepatitis anictérica,
y el otro con compromiso sistémico, incluida la
restriccién del crecimiento, hepato-esplenomegalia,
y compromiso renal y del sistema nervioso central,
en el seguimiento de este caso se encontré que
persistia la elevacién de las aminotransferasas
indicativa de hepatitis crénica ya conocida y
notificada desde hacia varios afios (24).

La frecuencia de neurosifilis en los pacientes
sintomaticos fue de 20 %, cuando en la literatura
cientifica se reporta hasta en 60 % de los casos,
aunque hay que recordar que algunos casos de
neurosifilis se diagnostican solamente mediante
PCR o el test de infeccion en conejo (9,25).

En cuanto al otro objetivo de este estudio, es
decir, la descripcion del seguimiento clinico y
serolégico, son pocos los estudios de seguimiento
de los neonatos con sifilis congénita. En la serie
de Singh (25) se registraron casos de persistencia
de los titulos al final del seguimiento, solo en dos
de los cinco se inici6 el tratamiento al nacer y la
mayoria tenia titulos muy altos en el momento
del diagnéstico, lo que difiere de la situacion de
los recién nacidos en este estudio, en quienes el
diagndstico y el tratamiento se hicieron al nacer y
los titulos en la VDRL fueron bajos. El seguimiento
a los tres meses se hizo en el 67 % de los casos
y se encontraron resultados negativos o una
disminucion de dos diluciones en la prueba de
VDRL, en tanto que, en el seguimiento de los tres
casos de hepatitis, se encontré la resolucion de
uno de ellos, hepatitis cronica en otro y el tercer
paciente no asistio a los controles de seguimiento.
En los dos casos de neurosifilis se cumplieron los
criterios de curacion: a los tres meses en uno de
ellos y a los siete meses en el otro.

El seguimiento es importante, pues pueden pre-
sentarse secuelas como anemia, hepatitis cronica,
nariz en silla de montar, deficiencia de la hormona
de crecimiento, compromiso del primero y octavo
pares craneales, hidrocefalia, atrofia cerebral,
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epilepsia, microcefalia y retardo del neurodesarrollo.
Se recomienda, asimismo, que los recién nacidos
cuyas madres hayan sido tratadas durante la
gestacion tengan control, pues se han encontrado
secuelas de la infeccion en el largo plazo (26).

A pesar de que no se ha informado resistencia de
T. pallidum a la penicilina, y que las pruebas para el
diagnéstico y la penicilina son baratas, la morbilidad
ocasionada por la infeccion transplacentaria es
elevada y genera costos considerables para el
sistema de salud, situacién que puede modificarse
con medidas sencillas, econémicas e integrales
que fomenten la asistencia de las mujeres ges-
tantes al control prenatal, para administrarles el
tratamiento en la misma consulta en la que se
hace el diagnéstico.

La sifilis congénita es una enfermedad prevenible,
y la implementacion de los lineamientos de la actual
guia de practica clinica en todos los organismos
de salud encargados de la atencion de las mujeres
gestantes y los recién nacidos permitiria disminuir
la frecuencia de la infeccion y cumplir con uno de
los objetivos del milenio, tarea en la que llevamos
muchos afnos de retraso.
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La transicion alimentaria y el exceso de peso
en adultos evaluados con base en la
Encuesta de la Situacion Nutricional en Colombia, 2010
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Introduccion. La transicion alimentaria esta determinada por las transiciones demografica y nutricional.
Objetivos. Establecer la prevalencia del exceso de peso en colombianos de 18 a 64 afios de edad,
determinar su patron alimentario y su relacion con el exceso de peso.

Materiales y métodos. Se analizé la Encuesta Nacional de la Situaciéon Nutricional en Colombia,
2010. Los patrones alimentarios se establecieron mediante un analisis de factores en 5.217 sujetos
que contestaron un cuestionario de frecuencia de consumo. La relacion entre el exceso de peso y la
inclusion en los cuartiles de los patrones se establecio con regresion binomial.

Resultados. La prevalencia del exceso de peso en hombres fue de 47,4 % (IC,, 44,7-50,0) y en
mujeres de 57,1 % (IC,,,, 54,9 59,3; p<0,0001). Se establecieron tres patrones alimentarios: proteina-
fibra, bocadillo-snack y tradicional-almidén. Los modelos ajustados por edad, sexo y nivel de seguridad
alimentaria del hogar, evidenciaron que los patrones de proteina-fibra y tradicional-almidén estaban
asociados al exceso de peso (test de tendencia lineal para la inclusion en los cuartiles: p=0,007 y
p=0,001, respectivamente). Ni la frecuencia del consumo de gaseosas y refrescos azucarados, con un
sesgo relativo ajustado de 100 (IC,,, 93-109; p=0,913), ni de comidas rapidas, con un sesgo de 102
(IC,q,, 89-117; p=0,759), se asociaron al exceso de peso.

Conclusiones. El exceso de peso aumentd de manera constante con la edad y mas en las mujeres,
y se asoci6é con los indicadores de estatus socioeconémico y con el cambio del patron tradicional-
almidoén al de proteina-fibra.

Palabras clave: conducta alimentaria, habitos alimenticios, obesidad, adulto, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2579

Dietary transition and excess weight in adults according to the Encuesta de la Situacion
Nutricional en Colombia, 2010

Introduction: Dietary transition is codetermined by demographic and nutritional transitions.
Objectives: To establish the prevalence of overweight individuals among Colombians aged 18 to 64,
identify their dietary patterns and establish the relationship between this and their excess weight.
Materials and methods: We analyzed the Encuesta de la Situacion Nutricional en Colombia, 2010
(National Survey of the Nutritional Situation in Colombia, 2010). Dietary patterns were established with
factor analysis in 5,217 subjects, who answered a questionnaire on food consumption frequency. The
relationship between excess weight and adherence to quartiles in the patterns was established with
binomial regression.

Results: The prevalence of excess weight was 47.4% in men (95% CI: 44.7; 50.0) and 57.1% in
women (95% CI: 54.9; 59.3, p<0.0001). Three patterns were established: protein/fiber, sandwich/
snack and traditional/starch. When the models were adjusted for age, sex and level of food security
in the home, the protein/fiber and traditional/starch patterns were found to be associated with excess
weight (test of linear trend for quartiles of adherence, p=0.007 and p=0.001, respectively). Neither the
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frequency of consumption of carbonated and sugary drinks, with an adjusted relative risk of 100 (95%
Cl: 93 - 109; p=0.913), nor that of fast food with 102 (95% CI: 89; 117; p=0.759) were associated with

excess weight.

Conclusions: Excess weight increases constantly with age, particularly in women, and is associated
positively with indicators of socioeconomic status and subjects changing from the traditional/starch

pattern to the protein/fiber one.

Key words: Feeding behavior, food habits, obesity, adult, Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2579

En Colombia, los conceptos de transicién epi-
demiolégica, demografica y nutricional estan
ampliamente aceptados, y se cuenta con datos de
diversas encuestas nacionales que se estudian
cada vez con mayor frecuencia y confiabilidad
(1,2). Sin embargo, debido a la dificultad técnica,
logistica y financiera que implican los estudios en
los que se estima el consumo en la dieta (3), el
concepto de transicién alimentaria se ha estudiado
poco. Dicha transicién esta intimamente ligada a
las otras tres, coexiste con ellas y se determinan
mutuamente (1-5).

La transicién alimentaria, segun Popkin, corres-
ponde al conjunto de cambios alimentarios
relacionados con las diversas fases de desarrollo
socioecondémico de las sociedades (4,5). Monteiro
plantea que se trata de una consecuencia
no deseada del desarrollo tecnolégico en
la industria de los alimentos (6-8); desde la
perspectiva econdmica de Sen, dicha transicién
se plantea como un efecto particular del nivel
de democracia de una sociedad (9) y otros
investigadores proponen que es consecuencia
del nivel de ingresos, de la oferta y la demanda de
alimentos, del cambio en el patron de consumo
de alimentos, o de su desaparicion o reemplazo
por otros contrarios a la tradicién alimentaria
(10-13). La transicion alimentaria también se
asocia con el efecto no deseado del aumento
en el consumo de algunos alimentos o grupos
de alimentos, como las gaseosas y los refrescos
azucarados, la denominada comida rapida y el
azucar, asi como con el desequilibrio general en
el consumo de grasas, carbohidratos y proteinas
(11,14,15).
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Ademas de sus implicaciones culturales, socio-
politicas y econdmicas, la transicion alimentaria
cobra una mayor relevancia en una sociedad en
la medida en que uno de sus principales efectos
es el exceso de peso (1-15). En América Latina
y en Colombia, el exceso de peso ha venido
aumentando de manera sostenida en las ultimas
décadas (16-18). Entre 2005 y 2010, el exceso
de peso en Colombia aumenté entre 4 y 7 %, y
mas rapidamente en las poblaciones pobres y las
areas urbanas (18): segun la Encuesta Nacional
de la Situacion Alimentaria, 2010 (ENSIN-2010),
uno de cada dos colombianos tenia exceso de
peso (17). El exceso de peso es un indicador
en la aparicion de enfermedades crénicas no
transmisibles, incluida la diabetes mellitus, todas
las enfermedades cardiovasculares y algunos tipos
de cancer (19-21), y se sabe que, en general, las
transiciones afectan significativamente la sosteni-
bilidad financiera de los sistemas de salud (22).

En este sentido, la presente investigaciéon se
propuso establecer la prevalencia del exceso de
peso en adultos colombianos entre los 18 y los 64
afos de edad, identificar su patrén de consumo de
alimentos y establecer la relacion entre este y el
exceso de peso.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

El Instituto Colombiano de Bienestar Familiar (ICBF)
hizo la ENSIN-2010 con una metodologia publicada
oportunamente (17), mediante la cual se seleccio-
naron los participantes para que representaran
el 99 % de la poblacion con base en un muestreo
estratificado en multiples etapas. Todos los munici-
pios de los 32 departamentos del pais se agruparon
en estratos con caracteristicas sociodemograficas
similares. Los estratos quedaron representados
por municipios seleccionados aleatoriamente y se
mantuvo la probabilidad proporcional del tamafio
del estrato. En cada estrato se conformaron
grupos de 10 hogares escogidos aleatoriamente,
cuyos integrantes fueron invitados a participar. En
la encuesta se incluyeron 50.670 hogares.
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Medicién de la frecuencia de consumo

En la ENSIN-2010 se utilizé6 un cuestionario de
frecuencia de consumo en el mes anterior con
diez categorias de respuesta para estimar la
frecuencia del consumo de 30 alimentos o grupos
de alimentos y tres practicas relacionadas. Los
detalles del disefio del cuestionario, ya publicados
(17), contemplaban una lista de verificacion deri-
vada de los resultados de la ENSIN-2005 y del
perfil epidemiolodgico del pais (16).

Para el analisis se excluyeron dos alimentos por
ser de consumo exclusivo de algunos nifios en
los programas del ICBF (‘bienestarina’ y otras
mezclas vegetales), asi como las tres practicas
de interés en salud publica. El cuestionario se
diligencié mediante una entrevista directa a cargo
de nutricionistas dietistas y las respuestas se regis-
traron directamente en computadoras portatiles.

El ICBF obtuvo el consentimiento informado de
los participantes antes de su participacion en la
encuesta (17).

Determinacion de los patrones de consumo

Las categorias de respuestas del cuestionario se
convirtieron en una variable continua (frecuencia
diaria) utilizando divisores apropiados para expre-
sar la frecuencia del consumo en unidades de
tiempo correspondientes a “dia” (3,23-25). Con
base en el andlisis de factores, se establecieron
tres patrones de consumo a partir de los 28 items
de alimentos y la frecuencia de su consumo diario
(26); para cada factor se establecieron luego los
puntajes de inclusion en dichos patrones (puntaje
estandarizado) con base en las cargas factoriales
y la frecuencia del consumo diario de los items
que lo componian vy, por ultimo, cada patron de
consumo de alimentos se categoriz6 en cuartiles.

Los detalles del analisis factorial, asi como la
bondad de ajuste del modelo factorial, se pueden
solicitar a los autores.

Muestra

Las practicas de interés en nutricion y salud
publica se reflejaron en el cuestionario en una
seleccion de la muestra compuesta por 17.897
sujetos entre los 5 y los 64 afos de edad. Para
el presente analisis se eligieron los adultos entre
los 18 y los 64 afios (n=7.138), y se excluyeron
las mujeres embarazadas (n=41). Para garantizar
datos plausibles del indice de masa corporal (IMC,
kg/m?), el analisis se limit6 a los sujetos con talla de

Transicién alimentaria y exceso de peso

mas de 100 cm y de menos de 200 cm, y con peso
mayor de 40 kg y menor de 200 kg. La seleccion
de la muestra analizada fue de 5.217 sujetos.

Mediciones antropomeétricas

Las medidas antropométricas se obtuvieron me-
diante técnicas estandarizadas e instrumentos
calibrados. La talla se midié con un estadiémetro
con sensibilidad de un milimetro (Disefios Flores
S.R., Ltda., Bogota, Colombia) y, el peso, con
basculas con sensibilidad de 100 g (SECA 872). El
sobrepeso se definié como un IMC entre 25 y 29
kg/m?, y la obesidad como un IMC de mas de 30
kg/m2. El exceso de peso correspondié a la suma
del sobrepeso y la obesidad (IMC=25 kg/m?).

Evaluaciéon socioeconémica

La seguridad alimentaria se determiné a partir de
una version modificada y validada en Colombia del
Community Childhood Hunger Identification Project
(27). La etnia se establecié con base en el propio
reconocimiento del sujeto. El indice de riqueza
se midié utilizando la Encuesta de Demografia y
Salud (28). Este indice continuo se categoriz6 por
quintiles y midié la riqgueza del hogar con base en
varios indicadores agrupados segun el analisis de
componentes principales (17,28).

Andlisis estadistico

Los principales resultados de interés fueron la
prevalencia del exceso de peso (sobrepeso +
obesidad), las razones de prevalencia ajustadas
del riesgo de exceso dadas las caracteristicas
sociodemograficas, las razones de prevalencia
ajustadas del consumo (si 0 no) de los 28 items
de la lista de verificacion para tener exceso, y el
sesgo relativo de la frecuencia de consumo diario
de cada item del cuestionario de frecuencia de
consumo entre quienes tenian exceso de peso y
aquellos que no. Ademas, se establecid la relaciéon
entre los patrones de consumo y el exceso de
peso. Para este analisis en particular, es decir, el
de la influencia de los alimentos y los patrones de
consumo de alimentos en el exceso de peso entre
los 5.217 sujetos, se incluyeron solo 5.010 después
de excluir a aquellos que estaban practicando
alguna dieta prescrita por un profesional de la
salud (n=207).

Todos los estimados e intervalos de confianza de
95 % (IC,,,), se calcularon incorporando el disefio
complejo de la muestra mediante el programa
Stata®, version 13 (Stata Corporation, College
Station, TX) (29). Las razones de prevalencia y sus
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intervalos de confianza de 95 %, se ajustaron en un
modelo de regresién binomial tomando el exceso
el peso como variable dependiente y algunas
de las variables incluidas en la encuesta como
factores predictores: el sexo, la edad, la etnia, la
educacion del jefe del hogar, el indice de riqueza,
la inseguridad alimentaria del hogar, el consumo de
los alimentos, el patrén de consumo de alimentos,
el area y las regiones geograficas. Ademas, todos
los valores de p se calcularon utilizando el test
de tendencia lineal para los factores predictores
nominales, ordinales o un anadlisis de varianza
(ANOVA). Este estudio es complementario de otro
llevado a cabo en menores entre los 5 y los 17 afios
de edad (30).

Resultados

La edad de los hombres estudiados fue de 37,7
afnos + 0,01 (promedio + error estandar) y, la de
las mujeres, de 38,5 + 0,01, con una diferencia por
el sexo de p<0,0001. La prevalencia de sobrepeso
fue de 36,9 % vy, la de obesidad, de 15,9 %. La
prevalencia de exceso de peso en los hombres
entre los 18 y los 24 afios fue de 24,7 %, y en las
mujeres, de 27,0 % (razon de prevalencia, RP=
1,13; IC,,, 0,80-1,54; p=0,503). En los hombres y
las mujeres entre los 60 y los 64 anos, fue de 62,6
y 71,7 %, respectivamente (RP=1,51; IC__, 0,84-
2,73; p<0,0001).

El riesgo de exceso de peso aumentd de manera
sostenida con el aumento de la edad: entre los
30 y los 34 afios el riesgo fue de mas de 50 % vy,
entre los 60 y los 64 afos, de 68 % (cuadro 1).
En los participantes entre los 55 y los 59 anos, el
riesgo de exceso de peso con respecto a los de
18 a 24 afos fue siete veces mas alto (RP=6,83;
IC,,, 4,86-9,60) (cuadro 1). En las figuras 1y 2 se
resumen estos hallazgos. Los valores de los nifios
entre los 5 y los 17 afios provienen de un estudio
complementario (30).

95%

Factores sociodemograficos determinantes del
exceso de peso en adultos

En el analisis bivariado, el sexo, la edad, el nivel
de riqueza, la inseguridad alimentaria y el area
geografica se asociaron con el exceso de peso
(cuadro 1). Después de ajustar mediante un
analisis multivariado, las mujeres continuaron
registrando mas riesgo de exceso de peso (RP
ajustada=1,42; IC,, 1,23-1,64; p<0,0001). La
edad, el nivel de riqueza del hogar y la residencia
en areas urbanas de grandes ciudades, se aso-
ciaron positivamente al exceso de peso (p<0,0001).
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En los hogares con inseguridad alimentaria se
presentd menos exceso de peso (p<0,0001). La
poblacion dispersa presentd menor riesgo de
exceso de peso con relacion a las areas urbanas
de las grandes ciudades (RP ajustada=0,66; IC
0,50-0,88; p=0,017).

Alimentos asociados al exceso de peso

95%

La proporcion y las cargas factoriales de cada
alimento o grupo de alimentos se presentan en el
cuadro 2. Los alimentos bajos en calorias fueron
los de menor consumo (9,4 %) y el arroz o la pasta
registraron el mayor (99,5 %). La proporcion del
consumo de carnes rojas (RP ajustada=1,94;
IC,,,, 1,30-2,90; p=0,001), de alimentos integrales
(RP ajustada=1,29; IC,, 1,05-1,59; p=0,016)
y de verduras crudas (RP ajustada=1,21; IC,
1,00-1,47; p=0,047) fue mayor en los adultos
con exceso de peso. La proporcion de alimentos
de paquete (RP ajustada=0,83; IC,,, 0,71-0,98;
p=0,031) se asocié de manera inversa con el
exceso de peso (cuadro 2).

Al explorar la asociacion entre la frecuencia diaria
del consumo y el exceso de peso, se encontré que
la frecuencia del consumo de pollo o gallina y de
pescados 0 mariscos, se asociaba positivamente
al exceso de peso. La frecuencia del consumo
diario de pan, galletas o arepa, de arroz o pasta
y de granos secos, se asocid inversamente con
el exceso de peso. La frecuencia del consumo de
gaseosas Yy refrescos azucarados o de comidas
rapidas, se asocio al exceso de peso (cuadro 2).

Patrén de consumo de alimentos y exceso
de peso

Se establecieron tres patrones de consumo:
proteina-fibra (12 items), bocadillo-snack (siete
items) y tradicional-almidén (nueve items). En el
analisis bivariado y al ajustar por edad y sexo, el
patrén de consumo de proteina-fibra presenté una
asociacion positiva con el exceso de peso (test de
tendencia lineal para la inclusién en los cuartiles,
p<0,0001). Para el patrén de consumo tradicional-
almidén, la asociacion fue inversa tanto en el
analisis bivariado como al ajustar por edad y sexo
(test de tendencia lineal para la inclusion en los
cuartiles, p<0,0001). Al ajustar los modelos por
la edad, el sexo y el nivel de seguridad alimen-
taria del hogar, los patrones de consumo de
proteina-fibra y tradicional-almidéon mantuvieron
la asociacion (test de tendencia lineal para la
inclusion en los cuartiles, p=0,007 y p=0,001,
respectivamente) (cuadro 3).
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Cuadro 1. Asociacion entre las variables sociodemograficas y el exceso de peso y la obesidad en adultos entre los 18 y los 64 afios

de edad en Colombia

Caracteristica n® Adultos con sobrepeso Razoén de prevalencia p'
u obesidad® ajustada (IC,,,)°
% pd
Sexo <0,0001 <0,0001
Hombre 2.309 47,4 1
Mujer 2.908 57,1 1,42 (1,23-1,64)
Edad (afios) <0,0001 <0,0001
18a24 1.070 25,9 1
25a29 662 40,1 1,93 (1,48-2,51)
30 a 34 628 53,8 3,31 (2,52-4,35)
35a39 588 58,7 4,23 (3,21-5,59)
40a44 588 64,0 5,20 (3,91-6,90)
45a49 543 64,3 5,50 (4,16-7,27)
50 a 54 458 66,9 5,98 (4,41-8,11)
55 a 59 364 70,6 6,83 (4,86-9,60)
60 a 64 316 67,6 6,31 (4,41-9,03)
Etnia 0,497 0,733
Indigena 487 51,7 1,12 (0,88-1,51)
Rom, raizal, palenquero 71 49,2 0,57 (0,16-2,01)
Negro, mulato, afro 561 51,0 0,98 (0,77-1,25)
Ninguna de las anteriores 4.098 53,1 1
Activo fisicamente 0,038 0,022
No 101 63,7 1,85 (1,09-3,13)
Si 241 52,3 1
Educacién del jefe del hogar 0,127 0,249
Preescolar o menos 375 52,2 1
Primaria 2.293 51,6 1,04 (0,76-1,42)
Secundaria 1.777 53,0 1,12 (0,81-1,55)
Tecnoldgica o universitaria 725 56,2 1,17 (0,81-1,69)
indice de riqueza <0,0001 0,258
Q1 1.382 42,9 1
Q2 1.207 49,8 1,27 (1,00-1,61)
Q3 1.064 53,3 1,33 (1,00-1,76)
Q4 857 57,6 1,55 (1,15-2,10)
Q5 707 58,2 1,54 (1,12-2,12)
Inseguridad alimentaria del hogar <0,0001 <0,0001
No 2.011 56,4 1
Leve 1.951 51,2 0,80 (0,68-0,95)
Moderada 758 52,3 0,82 (0,64-1,04)
Grave 495 42,1 0,54 (0,41-0,72)
Area geografica <0,0001 0,017
Area urbana de ciudades 3.712 55,4 1
Ciudades intermedias, poblados 893 47,9 0,89 (0,66-1,18)
Poblacioén dispersa 612 41,9 0,66 (0,50-0,88)
Regién del pais 0,130 0,444
Bogota 355 56,3 1,07 (0,81-1,41)
Central 1.360 50,8 1
Atlantica (norte) 1.145 51,9 1,12 (0,90-1,40)
Territorios nacionales (sur) 838 55,2 1,33 (1,02-1,72)
Oriental 703 52,5 1,10 (0,87-1,38)
Pacifica (occidente) 816 53,3 1,15 (0,92-1,43)

Todos los andlisis incorporaron el disefio complejo de la muestra.

@ Encuesta Nacional de la Situacién Alimentaria y Nutricional (ENSIN-2010) (17)

>El nimero (n) puede ser menor de 5.217 debido a pérdidas.
¢ De acuerdo con el indice de masa corporal

4 Test de tendencia lineal

¢ Razones de prevalencia. El intervalo de confianza de 95 % (IC,,,,) se obtuvo a partir de un modelo de regresion binomial con el sobrepeso o
la obesidad como variable dependiente. En las estimaciones correspondientes a la educacién, se excluyeron el indice de riqueza y la seguridad
alimentaria porque pueden ser parte de las causas. En las estimaciones del indice de riqueza, se excluy6 la seguridad alimentaria y, en las de

esta, el primero.

f Test de tendencia lineal en los predictores ordinales. En cuanto al area geogréfica, la region y la etnia, el valor de p se calculé mediante un analisis

de varianza (ANOVA).
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Figura 1. Prevalencia (%) de exceso de peso. ENSIN-2010,
Colombia. Nota: Prevalencia total: hombres y mujeres de 5 a 64
afnos. Exceso de peso en los participantes de 18 afios de edad
o mas: IMC=25; en menores de 18 afios establecido con base
en el International Obesity Task Force (30)

Obesidad Sobrepeso

60

40

20

05 20 40 60 05 20 40 60
Edad (afios)

* Prevalencia Intervalo de confianza de 95 %

Figura 2. Prevalencia (%) de obesidad y sobrepeso ENSIN-
2010, Colombia. Nota: Prevalencia total: hombres y mujeres
de 5 a 64 afos. Sobrepeso: IMC>25; obesidad: IMC=30; en
menores de 18 afos el sobrepeso se establecié con base en el
International Obesity Task Force (30).

Discusion

Dado que cuando responden a un cuestionario de
frecuencia de consumo, los sujetos obesos tienden
a no reportar todos los alimentos que consideran
como “no saludables”, y a reportar de forma
exagerada aquellos valorados como “saludables”
(3,23), se explord la relacion del exceso de peso
con los alimentos de dos formas diferentes.

En la primera, se establecid la relacién con la
proporcion del consumo del alimento (si o no) y
se encontré que el reporte exagerado explicaba
las relaciones positivas entre el exceso de peso
y el consumo de verduras crudas, los alimentos
integrales y las carnes rojas, en tanto que el
subregistro reflejaba la relacion inversa con el
consumo de alimentos de paquete.
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En la segunda, al explorar la relacién con la
frecuencia diaria del consumo, aparecio el sesgo
de reporte exagerado frente al consumo de pollo
o gallina y de pescados o mariscos. El sesgo del
subregistro aparecié para el consumo de arroz o
pasta y de granos secos.

En los adultos, el registro menor o mayor al real
sobre el tamafio de las porciones y la frecuencia
de consumo, se relacionaron estrechamente con el
peso corporal (3,23,31,32). El estudio de los sesgos
en el informe que los propios participantes daban
sobre su dieta es relevante, en la medida en que
el exceso de peso es la variable mas determinante
del subregistro; el sesgo es, ademas, sistematico
y diferencial, y diluye el efecto del consumo en la
dieta sobre las variables de interés.

La frecuencia diaria de consumo de arroz o pasta y
de granos secos se asocio de manera inversa con
el exceso de peso; sin embargo, no es facil afirmar
si esto obedecid a un sesgo de informacién u a
otra razon. Las personas que mas frecuentemente
consumian granos secos, arroz o pasta, eran los
mas pobres, por lo que su dieta era mondtona y
dependia de este tipo de alimentos. Ademas,
estos alimentos hacian parte del patron tradicional-
almiddn, que protege contra el exceso de peso.

Otra explicacion plausible es que los sujetos obesos
realmente consumieran mas verduras cocidas,
alimentos integrales, pollo y carnes rojas, y menos
pan, arroz o pasta y granos secos, como una forma
de combatir su exceso de peso, lo que constituye
una practica comun documentada empiricamente
en adultos colombianos, quienes como legado
de la dieta de Atkins (33) dejan de consumir o
disminuyen la frecuencia del consumo de lo que
se denomina “harinas” y aumentan el consumo de
alimentos que son fuente de proteinas.

En este estudio se examind el exceso de peso en
adultos entre los 18 y los 64 afos y su relacion
con algunas variables sociodemograficas, y los
alimentos y grupos de alimentos incluidos en tres
patrones de consumo. El riesgo de exceso de peso
fue de 42 % y fue mayor en las mujeres. Segun
la ENSIN-2005, en Colombia el riesgo de exceso
de peso era entonces de 24 %, sobre todo en las
mujeres (16). En la encuesta nacional de salud y
nutricion de México en 2012, el exceso de peso
en adultos de 20 y més afios fue de 71,4 %, con
predominio en las mujeres (34). Segun datos del
periodo de 2005 a 2009, el exceso de peso en
adultos argentinos era de 53,4 % (35). En Peru,
entre 2009 y 2010, el exceso de peso en hombres
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Cuadro 2. Alimentos que componen los tres patrones de consumo establecidos para adultos de los 18 a los 64 afios, en Colombia?,
con su carga factorial y la asociacién con el exceso de peso®

Alimento o grupo de alimentos Porcentaje = Carga Razon de Sesgo relativo (%)
de consumo factorial® prevalencia pe ajustado p"
ajustada‘ Frecuencia/dia’
(ICSS%)d (ICSS%)g
Patron de consumo de proteina-fibra
Frutas en jugo 88,8 0,53 1,04 (0,82-1,33) 0,731 103 (94-112) 0,527
Leche (liquida o en polvo) sola o en 90,8 0,41 0,67 (0,70-1,13) 0,288 98 (91-106) 0,651
preparacion
Queso, kumis, yogur, queso crema o 82,2 0,41 0,99 (0,81-1,20) 0,883 102 (94-111) 0,521
suero costefio
Verduras crudas (tomate, lechuga, 83,1 0,46 1,21 (1,00-1,47) 0,047 108 (98-119) 0,132
repollo, zanahoria, etc.)
Verduras cocidas (ahuyama, acelga, 72,7 0,41 1,09 (0,93-1,29) 0,613 97 (88-107) 0,551

zanahoria, espinaca, habichuela,
brécoli, coliflor, etc.)

Frutas enteras 82,4 0,43 1,05 (0,85-1,28) 0,655 106 (98-114) 0,166
Pan, arepa o galleta 98,6 0,25 1,41 (0,92-2,18) 0,117 87 (79-97) 0,011
Alimentos integrales (pan, arroz, 22,5 0,35 1,29 (1,05-1,59) 0,016 102 (87-119) 0,838
galletas, etc.)
Pollo o gallina 94,2 0,25 1,18 (0,85-1,64) 0,314 111 (101-122) 0,031
Morcilla o visceras de res (higado, 46,5 0,17 1,01 (0,87-1,18) 0,887 98 (86-112) 0,808
pajarilla, rifidn, etc.)
Alimentos bajos en calorias 9,4 0,25 1,19 (0,90-1,57) 0,233 119 (95-149) 0,139
Atun o sardinas 65,7 0,13 1,05 (0,90-1,24) 0,519 95 (84-108) 0,448
Patron de consumo de bocadillo-snack
Alimentos de paquete (papas, chitos, 43,3 0,46 0,83 (0,71-0,98) 0,031 98 (87-110) 0,668
patacones, tocineta, etc.)
Golosinas o dulces 53,6 0,40 0,87 (0,74-1,02) 0,084 104 (95-114) 0,383
Gaseosas o refrescos (en polvo, 72,3 0,47 0,99 (0,76-1,19) 0,914 100 (93-109) 0,913
caja, botella)
Alimentos de comida rapida 42,6 0,42 1,06 (0,89-1,26) 0,535 102 (89-117) 0,759
(hamburguesa, perro, pizza, tacos, etc.)
Mantequilla, crema de leche, 28,2 0,11 0,81 (0,68-0,97) 0,019 92 (80-105) 0,221
manteca de cerdo
Menudencias de pollo 441 0,08 0,87 (0,74-1,01) 0,072 96 (84-108) 0,493
Embutidos (salchichas, jamén, mortadela, 64,1 0,44 1,13 (0,96-1,34) 0,139 97 (88-107) 0,572
butifarra)
Patron de consumo tradicional-almidon
Panela, aztcar, miel 97,3 0,47 1,03 (0,59-1,80) 0,928 97 (83-113) 0,710
Arroz o pasta 99,5 0,46 1,33 (0,55-3,18) 0,527 73 (63-85) <0,0001
Alimentos fritos (papa frita, carne frita, 92,6 0,43 1,10 (0,83-1,47) 0,499 96 (88-105) 0,358
platano frito, etc.)
Granos secos (frijol, arveja, garbanzo, 94,9 0,33 0,72 (0,51-1,00) 0,053 83 (76-92) <0,0001
lenteja, soya, habas)
Tubérculos o platano 98,9 0,27 0,73 (0,35-1,51) 0,393 100 (90-110) 0,936
Huevos 95,6 0,33 1,38 (0,97-1,96) 0,076 90 (82-100) 0,051
Carne de res, ternera, cerdo, chiguiro, 96,1 0,31 1,94 (1,30-2,90) 0,001 102 (93-112) 0,676
conejo, cabro, curi
Pescados o mariscos 65,0 -0,17 1,13 (0,97-1,33) 0,123 115 (105-126) 0,002
Café o té 80,5 0,21 1,20 (0,99-1,45) 0,064 98 (89-108) 0,700

Todos los analisis incorporaron el disefio complejo de la muestra.

2 Encuesta Nacional de la Situacién Alimentaria y Nutricional (ENSIN-2010) (17); 5.010 (n) adultos que respondieron la encuesta sobre practicas
alimentarias de interés en salud publica y que no estaban haciendo dieta.

° De acuerdo con el indice de masa corporal

¢ Con base en el analisis de factores con rotacion Promax

¢Razones de prevalencia ajustadas e intervalo de confianza de 95 % (IC,,) obtenidas con base en un modelo de regresion binomial en el que el
sobrepeso o la obesidad fue la variable dependiente para explicar el consumo del alimento o grupo de alimentos (si 0 no), y el sexo, la edad y el nivel
de riqueza fueron las covariables.

¢ Test para la diferencia de proporciones del consumo (si o0 no)

f Sesgo ajustado de la diferencia media de la frecuencia diaria de consumo (media de los sujetos con exceso de peso - media de los sujetos sin
exceso), estimado con base en los valores logaritmicos de la frecuencia diaria del consumo

9 El intervalo de confianza de 95 % (IC,,,) equivali6 a los limites de acuerdo para el sesgo de la diferencia media de la frecuencia diaria del consumo,
con base en un modelo de regresion binomial en el cual el sobrepeso o la obesidad fue la variable dependiente, la frecuencia diaria del consumo del
alimento o grupo de alimentos, la variable explicativa, y el sexo, la edad y el indice de riqueza fueron las covariables utilizando valores logaritmicos
de la frecuencia diaria del consumo.

" Test para la diferencia de medias
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Cuadro 3. Asociacion entre los tres patrones alimentarios y el exceso de peso y la obesidad en adultos entre los 18 y los 64 afios

de edad en Colombia?

Inclusion en el n Adultos con Razén de p¢ Razoén de p¢ Razén de p¢
patron de dieta sobrepesou  prevalencia prevalencia prevalencia
obesidad® sin ajustar ajustada ajustada
% (n) (IC,..)" Modelo 1 Modelo 2
(ICos)° (ICss)°
Patron proteina-fibra <0,0001 <0,0001 0,007
Q1 1.115 455 (507) 1,00 1,00 1,00
Q2 1.312 50,5 (663) 1,11 (0,98-1,25) 1,14 (1,02-1,27) 1,23 (0,97-1,57)
Q3 1.305 52,5 (685) 1,15(1,02-1,30) 1,18 (1,06-1,31) 1,31 (1,03-1,67)
Q4 1.278 57,2 (731) 1,26 (1,12-1,41) 1,20 (1,09-1,33) 1,41 (1,11-1,79)
Patron bocadillo-snack <0,0001 0,170 0,300
Q1 2.097 60,8 (1275) 1,00 1,00 1,00
Q2 1.376 50,1 (689) 0,82 (0,76-0,89) 0,99 (0,90-1,09) 0,86 (0,71-1,03)
Q3 884 48,3 (427) 0,79 (0,72-0,88) 0,88 (0,76-1,01) 0,97 (0,77-1,22)
Q4 653 37,3 (244) 0,61(0,53-0,71) 0,88 (0,76-1,01) 0,84 (0,65-1,09)
Patron tradicional <0,0001 <0,002 0,001
Q1 1229 58,3 (717) 1,00 1,00 1,00
Q2 1.262 552 (697) 0,95 (0,87-1,04) 0,97 (0,90-1,05) 0,97 (0,78-1,21)
Q3 1226 51,0 (625) 0,88 (0,80-0,96) 0,93 (0,85-1,00) 0,82 (0,66-1,02)
Q4 1.293 50,0 (647) 0,77 (0,70-0,86) 0,87 (0,79-0,96) 0,71 (0,57-0,89)

Q1: menor nimero de participantes incluidos
Todos los analisis incorporaron el disefio complejo de la muestra.

a Encuesta Nacional de la Situacién Alimentaria y Nutricional (ENSIN-2010); nimero (n) = 5.010 adultos que respondieron la encuesta de practicas

alimentarias de interés en salud publica y que no estaban en dieta (17)
> De acuerdo con el indice de masa corporal

© Razoén de prevalencia sin ajustar. El intervalo de confianza de 95 % (IC

sobrepeso o la obesidad fue la variable dependiente.
d Test para la tendencia lineal

45%,) S€ obtuvo a partir de un modelo de regresion binomial en el que el

¢ Razén de prevalencia ajustada. El intervalo de confianza de 95 % se obtuvo a partir de un modelo de regresién binomial en el cual el sobrepeso
o la obesidad fue la variable dependiente. En el Modelo 1 las covariables fueron el sexo y la edad, y en el Modelo 2, el sexo, la edad y la seguridad

alimentaria del hogar.

y mujeres entre los 20 y los 29 afios era de 37,6 y
41,7 %, respectivamente, y entre los 30 y los 59
anos, de 58,8 % en los hombres y de 65,8 % en las
mujeres (36). En 2012 en Brasil, el exceso de peso
entre los hombres era de 54 % y de 48 % en las
mujeres (37). En Estados Unidos, segun datos del
periodo 2009-2010, la prevalencia de exceso de
peso en adultos de 20 y mas afos fue de 68,8 %, con
mayor riesgo en los hombres, quienes igualaron el
riesgo de las mujeres en una década (38). En Chile,
entre 2009 y 2010, en el grupo de 15 y mas afos
el exceso de peso era de 64,5 %, sin diferencias
por sexo (13,39). La asociacién positiva con indica-
dores socioecondmicos como el indice de riqueza y
la escolaridad del jefe del hogar, se reporté en las
encuestas de estos paises (34-40) y en Colombia,
en los estudios de Villamor, et al. (41,42), Kasper, et
al. (18), y Ocampo, et al. (18,30).

Se ha establecido que la prevalencia de exceso
de peso es mayor en las areas urbanas que en
las rurales (5,18 30,34-42), diferencia que también
se encontré en este estudio y coincide con los
hallazgos reportados recientemente para otros
grupos poblacionales en Colombia (43), asi como
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con lo descrito por Popkin (4,5). La informacién
senala que, a diferencia de lo que ocurre en los
paises desarrollados, en los paises de ingreso
bajo y medio el exceso de peso se evidencia en
las personas con menor nivel de crecimiento
econémico e independientemente del nivel de
urbanizacion del pais (12,44). En Colombia se ha
encontrado que el exceso de peso aumenta mas
rapido en las zonas pobres y en las areas urbanas
(18,30,41-44), y en este estudio, se evidencié la
homogeneizacion del riesgo del exceso de peso
en las areas urbanas de las grandes ciudades y
su generalizacion en las ciudades intermedias y
centros poblados.

Un interés particular de este estudio fue estable-
cer la asociacion de las bebidas gaseosas y los
refrescos azucarados con el exceso de peso. Los
numerosos estudios que se han llevado a cabo
presentan resultados contradictorios sobre si el
azucar que se agrega a estas bebidas produce
ganancia de peso. La mayoria de los estudios se
han hecho en nifios y adolescentes, pero, al igual
que en los estudios en adultos, los resultados no
son concluyentes (11).
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En el presente estudio no se encontré6 una
diferencia en la frecuencia media ni en la preva-
lencia del consumo de gaseosas y refrescos
azucarados entre los sujetos con exceso de peso
y los que no lo tenian. Sin embargo, en el estudio
complementario hecho en menores entre los 5 y
los 17 afios de edad, se encontré que aquellos con
exceso de peso consumian mas frecuentemente
estas bebidas (30). La valoracion del efecto del
consumo de bebidas adicionadas con azucar en
el IMC, requiere del control de multiples variables
de confusién (mas de las estimadas en la ENSIN-
2010), que pueden contribuir a la obesidad.
Ademas, no puede olvidarse el papel determinante
que tiene el tamafio de la porcién para profundizar
en el analisis con base en la ecuacion ingestion-
gasto-necesidad. Lo reportado aqui apunta en
sentido contrario a lo informado en otros estudios
en los cuales se ha establecido un aumento en
el riesgo del exceso de peso por el consumo de
gaseosas y refrescos azucarados (14,45). Como
ya se advirtid, los resultados son contradictorios y
algunos estudios en paises desarrollados no han
evidenciado la relacion entre el exceso de peso
en adultos y el consumo de gaseosas y bebidas
azucaradas (14). En nifios escolares estudiados
en una cohorte en Bogota, tampoco se encontré
una asociacion entre la frecuencia de la ingestion
de gaseosa y la prevalencia de exceso de peso
(41,42).

La prevalencia de exceso de peso se asocid
positivamente con el patron de consumo de
proteina-fibra e, inversamente, con el tradicional-
almidoén. Contrario a lo esperado, el exceso de peso
no se asocié al patron de consumo del patrén de
bocadillo-snack. En paises como Estado Unidos y
el Reino Unido, los snack contribuyen con 20 a 25
% del total de la energia consumida en un dia, pero
no se ha podido establecer si su consumo esta
asociado a la ganancia de peso (11). En Colombia
no se sabe qué porcentaje de la energia diaria es
aportado por el consumo de los snack. Existen,
ademas, otras dificultades metodoldgicas, ya que
no hay una definicion de snack, por lo que no se
estudian los alimentos sino sus componentes por
separado, por ejemplo, el azucar, las grasas, la
densidad energética, los almidones, etc. La ENSIN-
2010 inquirié sobre los alimentos y se sabe que en
estudios de corte transversal, como este, existe
la posibilidad de que el bajo consumo de snacks
aparezca como factor protector debido al sesgo de
informacion, o porque en verdad su bajo consumo
es la respuesta a la obesidad y no la causa (11).

Transicién alimentaria y exceso de peso

En paises desarrollados, como Estados Unidos y
Japdn, se han reportado dos patrones de consumo,
uno “prudente” y otro denominado “occidental”
(3). En Corea, recientemente se ha encontrado,
ademas del patrén tradicional o “dieta coreana” y
del patrén occidental, uno nuevo caracterizado por
el bajo consumo de azucar y el mayor consumo de
frutas y de productos lacteos (46), en tanto que,
en paises menos desarrollados, se ha reportado
el patron “tradicional” (30,47).

En este estudio se encontraron tres patrones de
consumo, de los cuales el patron tradicional-almidén
constituia un factor protector frente al exceso de
peso; al parecer, las personas que abandonan este
patrén comienzan a consumir proteinas y fibra, y
dado que los alimentos que conforman el patron
tradicional-almidén son un poco mas econdémico
que los del patrén de proteina-fibra, este cambio
reflejaria la transiciéon alimentaria de los paises
cuando alcanzan mejores niveles de ingreso y de
desarrollo (40), lo que quedaria ratificado por la
asociacion positiva entre el exceso de peso y el
nivel de riqueza, y la asociacion inversa entre el
exceso de peso y la seguridad alimentaria del hogar.
La relacion directa entre la frecuencia diaria de
consumo de carne y el exceso de peso, es otra forma
de expresar la asociacion positiva entre el exceso
de peso y el nivel socioeconémico de la poblacion.

La tesis planteada por Monteiro afirma que el
problema no son los alimentos, ni los nutrientes,
sino su nivel de procesamiento (6-8). El patrén
de consumo de alimentos tradicional-almidon esta
constituido exclusivamente por alimentos sin pro-
cesar 0 con muy poco procesamiento, mientras
que, en el de proteina-fibra, 50 % de los alimentos
tiene altos niveles de procesamiento. Asi, en el
caso de Colombia surgen varias preguntas en torno
al problema del exceso de peso: ¢ es el resultado
de la transicién de la alimentacion natural a una
dieta que incluye alimentos muy procesados?,
jcual es el aporte energético diario de los
snacks a la dieta de la poblacion colombiana?,
¢cual es el efecto del desarrollo econdémico en el
exceso de peso cuando persisten condiciones de
desigualdades como las de Colombia?, y scomo
incorporar hallazgos como los de este estudio
y otros anteriores en la politica publica? (30).
En México, por ejemplo, desde una perspectiva
antropoldgica los cambios en la alimentacién de
la poblacién indigena para hacerla “saludable” han
desembocado en contradicciones fisiologicas y
psicolégicas que se expresan en contradicciones
dietéticas y en la practica alimentaria (48).
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La inclusion de los adultos en los patrones de
consumo de alimentos contemplados en este
estudio, puede utilizarse como un indicador de
seguridad e inseguridad alimentaria frente al
riesgo del exceso de peso, y del impacto de las
intervenciones orientadas al control del exceso de
peso en la poblacién.

En cuanto a los alcances y limitaciones del
estudio, los datos que le sirvieron de base son
representativos de la poblacion colombiana en
el marco de una encuesta nacional (ENSIN-
2010). Sin embargo, por ser esta una encuesta
transversal, no fue posible establecer relaciones
causales entre el exceso de peso y los factores
predictores sociodemograficos o los patrones de
consumo de alimentos establecidos. El cuestionario
de frecuencia de consumo fue respondido por los
adultos mediante una entrevista, lo que pudo llevar
a sesgos en la informacion y, consecuentemente,
a una clasificacién errénea de los sujetos. La
ENSIN-2010 no midi6é la actividad fisica ni el
consumo de energia en la poblacion de estudio,
dos variables que pueden ser parte de las
causas del exceso de peso, asi como factores de
confusidn que podrian haber justificado el ajuste
de las asociaciones reportadas.

En conclusién, el exceso de peso aumentd de
manera constante con la edad y mas en las mujeres,
y se asocio positivamente con los indicadores de
estatus socioeconémico y con el cambio del patron
de consumo de alimentos tradicional-almidén
al de proteina-fibra, asi como con la frecuencia
de consumo de verduras cocidas, pan, arepas
o galletas, alimentos integrales, pollo o gallina,
alimentos de paquete, arroz o pasta, alimentos
fritos, granos secos, carnes rojas y pescados o
mariscos. Al sesgar sus respuestas para algunos
items, los sujetos evidenciaron que eran concien-
tes de cuales alimentos podian contarse entre
las causas de su exceso de peso. Todo lo aqui
reportado explica como la transicién alimentaria
que experimenta Colombia tiene efectos negativos
sobre el estado nutricional de los adultos entre
los 18 y los 64 afos de edad.
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Epidemiologia de las infecciones bacterianas
en pacientes con cirrosis hepatica, experiencia de un
centro espanol de atencion terciaria

Katerina Klimova, Camilo Padilla, Juan Carlos Avila, Gerardo Clemente, Alejandra Ochoa
Servicio Aparato Digestivo, Hospital General Universitario Gregorio Marafién, Madrid, Espafa

Introduccion. Las infecciones bacterianas representan una complicacion grave de la cirrosis. En
los Ultimos afios se han observado cambios en el espectro microbiolégico de estas infecciones,
fundamentalmente, el aumento de infecciones por gérmenes multirresistentes.

Objetivo. Establecer la proporcién de infecciones por microorganismos multirresistentes en pacientes
cirréticos ingresados en un centro de atencién de Madrid, y analizar su epidemiologia, factores de
riesgo e impacto clinico.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio retrospectivo en el cual se evaluaron 294 pacientes
hospitalizados por infeccion bacteriana en el Hospital General Universitario Gregorio Marafién de
Madrid, entre junio de 2011 y junio de 2013.

Resultados. Se aislaron 310 microorganismos de 223 pacientes; 109 (35,2 %) eran Gram positivos,
167 (53,9 %), Gram negativos, y 34 (11 %), hongos. El agente etiolégico mas frecuente fue Escherichia
coli (98 aislamientos). Las infecciones se habian adquirido en la comunidad en 22,9 % de los casos,
se asociaron con la atencion de salud en 38,1 % y se adquirieron durante la estancia hospitalaria
en 39 %. Los pacientes con aislamientos multirresistentes desarrollaron con mas frecuencia choque
séptico (p=0,05), y presentaron peor funcién hepatica y alta mortalidad durante la estancia hospitalaria
(p=0,017). Elingreso previo, el uso de antibiéticos en los 60 dias anteriores, la adquisicion de la infeccion
en el hospital o asociada a un ingreso reciente y el aislamiento de bacterias en los cultivos de control,
se determinaron como posibles factores de riesgo para el desarrollo de la infeccion multirresistente.
Discusiodn. Los resultados del estudio confirmaron que el espectro microbiolégico de las infecciones
bacterianas en pacientes con cirrosis ha sufrido importantes cambios. Las infecciones por gérmenes
multirresistentes causan infecciones con gran morbimortalidad y el fracaso del tratamiento antibiético
habitual. Para controlarlas de forma eficaz, es imprescindible detectar precozmente a aquellos
pacientes con factores de riesgo.

Palabras clave: infecciones bacterianas/epidemiologia, cirrosis hepatica, farmacorresistencia bacteriana
multiple, antibacterianos, factores de riesgo.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2600

Epidemiology of bacterial infections in patients with liver cirrhosis. Experience in a Spanish
tertiary health center

Introduction: Bacterial infections represent a serious complication of liver cirrhosis. Traditionally,
Gram negative bacteria have been described as the microorganisms responsible for the majority of
the infections. However, in the past few years, changes in the microbiological spectrum have been
described, and multiresistant bacteria are observed more frequently.

Obijective: To assess the proportion of patients with infections caused by multiresistant bacteria admitted
to our hospital, and to obtain information about their epidemiology, risk factors and clinical impact.
Materials and methods: We performed a retrospective evaluation of 294 cirrhotic patients admitted to
our unit due to infection between June, 2011, and June, 2013.

Results: We isolated 310 microorganisms from 294 patients; 109 (35.2%) were Gram positive, 167
(53.9%), Gram negative, and 34, fungi (11%). As for the microbiological agents, the most frequent was
Escherichia coli (98 isolations). The infection was community-acquired in 22.9% of cases, healthcare-
associated in 38.1% and nosocomial in 39%. Worse liver infections and septic shock were more frequent
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among patients with multiresistant isolates (p=0.05); and intrahospital mortality was also higher among
them (p=0.017). Previous hospital admission, antibiotic treatment 60 days before, nosocomial or
healthcare-associated acquisition and bacterial isolation in control cultures were identified as possible
risk factors for the development of multiresistant infection.

Discussion: The results of our study confirm that important changes have ocurred in the microbiological
spectrum of bacterial infections in patients with liver cirrhosis. Multiresistant bacteria are associated
with high morbidity and mortality, as well as failure of traditional antibiotic treatment. Successfull control
of the infection requires an early identification of patients at risk.

Key words: Bacterial infections/epidemiology; liver cirrhosis; drug resistance, multiple, bacterial;

anti-bacterial agents; risk factors.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2600

Las infecciones bacterianas representan una com-
plicacién grave y frecuente de la cirrosis hepatica
con una alta morbimortalidad y, ademas, tienen una
incidencia elevada comparada con la poblacion
general (1). De hecho, son una de las causas
mas frecuentes de hospitalizacion y, también, una
de las principales razones de la progresion vy las
complicaciones de esta enfermedad (2).

En estudios recientes se ha demostrado que entre
32y 34 % de los pacientes cirréticos desarrollan una
infeccién al ingreso o durante su hospitalizacion,
mientras que la incidencia de infecciones en la
poblacion general es de 5 a 7 %, lo que corrobora
que la cirrosis es una enfermedad que determina
un estado de inmunodeficiencia adquirida (3).
Ademas, se han establecido otros mecanismos
patogénicos responsables del aumento del riesgo
de infeccion en estos enfermos, como son la
disbacteriosis de la flora intestinal y el proliferacion
bacteriana excesiva (4).Se estima que la mortalidad
de los pacientes hospitalizados con cirrosis que
desarrollan una infeccion bacteriana, es hasta
cinco veces superior a la de los pacientes cirréti-
cos no infectados (5). La mortalidad acumulada
después de cualquier infecciéon en pacientes con
cirrosis es de 43,5 % (6).

Las infecciones mas frecuentes son la peritonitis
bacteriana espontanea (25 %), la infeccion urinaria
(20 %), las infecciones pulmonares consolidadas
(15 %), la celulitis y la bacteriemia espontanea (7).

Los gérmenes aerobios Gram negativos, princi-
palmente Escherichia coli, se han descrito como los
responsables de la mayoria de las infecciones. No
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obstante, en los ultimos afios la epidemiologia de
las infecciones bacterianas en pacientes con cirrosis
ha cambiado. Existe un aumento de la incidencia
de infecciones causadas por microorganismos
Gram negativos resistentes a cefalosporinas de
tercera generacién y quinolonas, y por cocos Gram
positivos, sobre todo en las infecciones hospita-
larias o de pacientes que han estado recientemente
en contacto con el ambiente hospitalario (8,9).

En la practica clinica, las cefalosporinas de tercera
generacion se han establecido como el tratamiento
estandar de la peritonitis bacteriana y la bacteriemia
espontanea (10). Sin embargo, la eficacia de este
tratamiento antibiético empirico en las infecciones
hospitalarias es muy baja en el contexto de las
infecciones por bacterias multirresistentes que,
ademas, se asocian mas frecuentemente a la
descompensacion de la cirrosis y el aumento de
la mortalidad.

La administracion correcta y temprana de los anti-
bidticos resulta en una mejoria de la supervivencia.
Por ello, se ha sugerido que las infecciones
hospitalarias deberian tratarse con antibidticos
de amplio espectro, como los carbapenems y la
tigeciclina (8).

Es importante tener en cuenta que la presentacion
clinica de la infeccion en enfermos de cirrosis, puede
ser diferente a la de la poblacion general. Muchas
veces los enfermos no presentan sintomas tipicos
de infeccion como la fiebre, pero si signos de ence-
falopatia hepatica o, incluso, deterioro de la funcion
renal o hepatica comprobado por los analisis.

El objetivo del presente estudio fue estimar la
prevalencia de las infecciones por gérmenes mul-
tirresistentes, los factores de riesgo y su impacto
clinico en el prondstico de los pacientes con cirrosis
hepatica, asi como la prevalencia, la epidemiologia,
los factores de riesgo y el impacto clinico de
las infecciones por bacterias multirresistentes en
pacientes cirréticos ingresados en nuestro centro.
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Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio retrospectivo en el
cual se evaluaron 329 pacientes con cirrosis
hepatica de diferentes etiologias y con sospecha
de infeccidn bacteriana, que ingresaron al Servicio
Aparato Digestivo del Hospital Gregorio Marafion,
entre junio de 2011 y junio de 2013. Los pacientes
con trasplante hepatico o con infeccién por HIV,
con CD4+ de menos de 500 células/dl u otro tipo
de inmunodeficiencia (35 casos), se excluyeron
del estudio, por lo que finalmente se analizaron
294 pacientes. Para el analisis estadistico se
incluyeron unicamente los 223 enfermos con
infeccion confirmada mediante cultivos microbio-
l6gicos positivos, en los que se aislé un total de
310 microorganismos. Los pacientes con varios
episodios de infeccion durante una misma estancia,
solo se valoraron en el primero. En la figura 1
se muestra un diagrama de flujo que explica la
seleccion de pacientes para el estudio.

El diagndstico de cirrosis se establecid histol6-
gicamente o por la combinacién de hallazgos
clinicos, de laboratorio y radioldgicos.

El diagnéstico de infeccion se basd en los
siguientes criterios:

1) peritonitis bacteriana espontanea o empiema
espontaneo: recuento de leucocitos polimorfonu-
cleares en liquido ascitico o pleural de 250/mm?
0 mas, independientemente del resultado de los
cultivos correspondientes;

Infecciones bacterianas en cirréticos

2) bacteriemia espontanea del paciente cirrético:
hemocultivos positivos en ausencia de foco primario
de la infeccion;

3) infeccidn urinaria: sintomas urinarios asociados
a mas de 10 leucocitos por campo en sedimento
urinario o urocultivo positivo, o

4) neumonia: sintomas y signos de infeccion
respiratoria leve, como fiebre, disnea y dolor
toracico, con auscultacion pulmonar también
sugestiva, asi como infiltrado o consolidacién en
la radiografia de térax. El diagndstico de otros
tipos de infeccion se hizo segun los criterios
convencionales (11).

Las infecciones diagnosticadas en el momento
del ingreso o durante los primeros dos dias de
hospitalizacién, se clasificaron como relacionadas
con la atencioén de salud en aquellos pacientes que
habian estado previamente hospitalizados (ingreso
reciente, ingreso durante al menos 48 horas en
los 90 dias anteriores, ingreso en residencia de
rehabilitacion, o larga estancia). Las infecciones
diagnosticadas a partir de las primeras 48 horas
de ingreso, se consideraron como hospitalarias.
Las infecciones presentes al ingreso o en el curso
de las primeras 48 horas de hospitalizacion, se
definieron como adquiridas en la comunidad.

Las siguientes bacterias se consideraron multirre-
sistentes: productoras de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) (por ejemplo, E. coli
o Klebsiella pneumoniae), enterobacterias sin

329 pacientes

excluidos

35 pacientes con

trasplante hepatico o
inmunodeficiencia

294 pacientes

excluidos

71 pacientes sin

aislamiento microbiologico

223 pacientes
310 microorganismos

{ !

! |

157 urocultivos 59 hemocultivos

43 cultivos de
liquido ascitico

20 cultivos de
piel y tejido blando

31 cultivos de esputo,
lavado broncoalveolar

Figura 1. Diagrama de flujo de la seleccién de los pacientes para el estudio
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represion de la AmpC cromosomica (Enterobacter
spp. o Citrobacter spp.), Pseudomonas aeruginosa
resistente a mas de tres grupos de antibidticos,
Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter
baumanii, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM) y Enterococcus faecium.

Se considerd que la infeccion habia remitido cuando
se cumplia alguno de los siguientes criterios:

1) ausencia de manifestaciones clinicas de
infeccion;
2) en caso de peritonitis bacteriana espontanea o

empiema espontaneo, reduccion del recuento de
polimorfonucleares a menos de 250/mm3;

3) en caso de peritonitis bacteriana espontanea o
empiema espontaneo, infeccién urinaria o bacterie-
mia, resultado negativo en cultivos previamente
positivos, o

4) en neumonia, resolucion de la

radioldgica.

imagen

La presencia de insuficiencia renal, sepsis y
choque séptico se definieron segun los criterios
convencionales. Independientemente del numero
de aislamientos bacterianos obtenidos, en cada
episodio de infeccién se valord la presencia de
estas variables una vez.

En todos los pacientes con aislamiento micro-
bioldgico, se evalud la informacién epidemioldgica,
clinica y la de los analisis: sexo, edad, etiologia
de la cirrosis, presencia de diabetes mellitus,
insuficiencia renal crénica, bilirrubina total,
creatinina y la International Normalized Ratio
(INR) al ingreso y al alta, la escala de Child-Pugh,
los modelos de enfermedad hepatica terminal
sola (Model for End-stage Liver Disease, MELD)
y con sodio sérico (MELD-Na) al ingreso y al
alta, antecedente de ingreso reciente, profilaxis
antibiética con norfloxacino, uso de rifaximina y
sintomatologia al ingreso, asi como el tratamiento
antibidtico administrado, la dosis diaria definitiva,
la duracion del tratamiento, los motivos de su
cambio y la idoneidad del tratamiento antibiético
segun el antibiograma final.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se hizo empleando la prueba
t de Student para muestras independientes con
variables continuas de distribucién paramétrica,
la prueba U de Mann-Whitney para variables
cuantitativas con distribucién no paramétrica y la
de ji al cuadrado de Pearson para las variables
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cualitativas. Se consideré estadisticamente signi-
ficativo todo valor de p menor de 0,05. Se hizo un
analisis de regresioén logistica univariado con las
variables consideradas como potenciales factores
de riesgo de mortalidad y, posteriormente, un
analisis multivariado con las variables que resultaron
estadisticamente significativas en el primer analisis.
El andlisis estadistico se hizo con el programa
SPSS Statistics 19.0% (SPSS Inc, Chicago, IL).

Resultados
Caracteristicas basales de los pacientes

Las caracteristicas basales de los pacientes se
resumen en el cuadro 1. Se destaca el hecho
de que 149 de los 223 pacientes incluidos eran
hombres (66,8 %), con una edad media de 64,77
afnos (desviacion estandar, DE=12,65). En cuanto

Cuadro 1. Caracteristicas basicas de los pacientes

Caracteristica Numero de pacientes

n (%) Media (rango)

Sexo n=223

Mujer 54 (24,2)

Hombre 149 (66,8)
Edad (afios) 64,77 (32-91)
Etiologia de la cirrosis

Alcohol 110 (49,3)

VHC 90 (40,3)

VHB 1 (4,9)

Autoinmunitaria 3 (1,3)
Betabloqueadores

Si 126 (56,5)
Hepatocarcinoma

Si 42 (18,8)

Estadio A-B 32 (76,2)

Estadio C-D 10 (23,8)
Insuficiencia renal cronica

Si 45 (20,2)
Diabetes mellitus

Si 71 (31,8)
Ingreso reciente (90 dias)

Si 114 (51,1)
Tratamiento antibiético previo

Si 95 (42,6)
Norfloxacina

Si 65 (29,1)
Rifaximina

Si 41 (18,4)
Analisis de sangre al ingreso

Bilirrubina (mg/ml) 3,52 (0,2-33,3)

Creatinina (mg/ml) 1,37 (0,3-6,6)

MELD 14,64 (6-36)

Puntuacion en la escala de Child Pugh 7,88 (5-13)
Analisis de sangre

Bilirrubina (mg/ml) 3,19 (0,2-36,7)

Creatinina (mg/ml) 1,23 (0,38-5,36)

MELD 14,50 (6-38)

MELD: Model for End-stage Liver Disease; VHC: virus de la hepatitis C;
VHB: virus de la hepatitis B
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a la etiologia, la causa mas frecuente de la cirrosis
fue el alcoholismo crénico en 110 pacientes y
la hepatitis C en 90 casos. Al ingreso, la media
del MELD fue de 14,6 (DE=5,9), con bilirrubina
media de 3,5 (DE=4,9), y creatinina media de 1,6
(DE=4,0).

El signo clinico de infeccion que predomind en el
momento del ingreso fue la fiebre en 99 pacientes
(44,4 %), seguido por la encefalopatia hepatica
en 61 pacientes (27,4 %).

Infecciones bacterianas

De los 310 aislamientos, 109 gérmenes (35,2 %)
eran Gram positivos, 167 (53,9 %) eran Gram
negativos, y 34 eran hongos (11 %). Se obtuvo
aislamiento de 157 urocultivos (50,6 % de todos
los aislamientos), 59 hemocultivos (19 %), 43
liquidos asciticos (13,9 %), 31 muestras de esputo
0 broncoaspirado (10 %), y 20 muestras de piel o
tejidos blandos (6,5 %). En cuanto a los agentes
etiolégicos, el mas frecuente fue E. coli. La
informacion sobre los aislamientos se resume en
la figura 2.

Al excluir las infecciones fungicas, se observo
resistencia clinicamente significativa en 101
bacterias (36,2 % del total). Se determiné la

Infecciones bacterianas en cirréticos

resistencia a la amoxicilina-acido clavulanico en
98 bacterias de las 196 potencialmente sensibles
(50,0 %), a piperacilina-tazobactam en 54 de 159
(34,0 %), a quinolonas en 148 de 240 (61,7 %), a
carbapenems en 17 de 197 (8,6 %), a vancomicina
en uno de 100 (1,0 %) y a enterobacterias
productoras de BLEE en 41 de 163 (25,2 %), asi
como presencia de AmpC en 11 de 162 (6,8 %) y
resistencia a meticilina en 12 de 23 aislamientos
de Streptococcus aureus (52,2 %).

Las infeccones habian sido adquiridas en la
comunidad en 22,9 % de los casos, se asociaron
con la atencion de salud en 38,1 %, y se debieron
a infeccion hospitalaria en 39 %. Mas de la
mitad de los pacientes referi6 haber tenido
una hospitalizacion en los 90 dias anteriores,
y 42,6 % habia recibido antibiéticos en los 60
dias previos (figura 3); asimismo, 18,8 % de los
pacientes con aislamiento microbiolégico habia
estado tomando rifaximina para contrarrestar la
encefalopatia hepatica recurrente durante mas
de seis semanas.

Las cefalosporinas de tercera generacion se
emplearon como tratamiento empirico inicial en
35% de los pacientes, seguidas por los carbapenems
en 28,3 %. En 78 enfermos fue necesario cambiar

Otros

Escherichia cloacae
Candida glabrata
Streptococcus bovis
Stenotrophomonas maltophilia
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus viridans
Candida albicans
Staphylococcus epidermidis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

40 60 80 100

Figura 2. Todos los aislamientos microbioldgicos, incluidos los aislamientos fungicos (se expresan en numeros absolutos en el eje

de las X)
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el tratamiento debido a una mala evolucién clinica
durante las primeras 48 horas después del ingreso
0 ajustarlo segun el antibiograma. Se afadié un
carbapenem en 25,6 % de los casos y, vancomicina,
en 23,8%, en tanto que 28 pacientes recibieron un
tercer antibidtico, sobre todo debido a la evolucion
clinica desfavorable a pesar de un primer cambio
de antibidtico.

Al ingreso, en 20,2 % de los pacientes se describio
insuficiencia renal aguda, en 28,4 % la informacion
era indicativa de sepsis, y en 10,2 % se determiné
la presencia de choque séptico. La mortalidad
global por infeccion hospitalaria fue de 12,9 %.
En la figura 4 se compara el efecto clinico de las
diferentes infecciones.

Aislamientos bacterianos y focos de infeccién

Infeccién urinaria. Hubo 153 casos con sospecha
de infecciodn urinaria. Se aislaron 141 bacterias en
115 pacientes; 103 microorganismos eran Gram
negativos y 38 eran Gram positivos. Escherichia
coli fue la bacteria mas frecuentemente aislada
(61 pacientes; 52 %); 55 gérmenes (38,5 %)
cumplian con los criterios de multirresistencia; 22
enterobacterias eran productoras de BLEE (22/103;
21,4 %), y se detectd resistencia a quinolonas en
89 de 138 pacientes (64,5 %), y, a amoxicilina-
acido clavulanico, en 51 de 107 (47,7 %).

En 40,0 % de los casos el antibidtico inicial fue una
ceflosporina de tercera generacion y en 22,0 %
se emplearon carbapenems. Cuarenta pacientes
necesitaron cambio de antibiético: en 50 % de ellos,
por mala evolucion clinica durante las primeras
48 horas después del ingreso y, en 35 %, por
ajuste del tratamiento con base en los resultados
del antibiograma.

Peritonitis bacteriana espontanea. Se obtuvo el
aislamiento microbiolégico en 31 episodios de
peritonitis bacteriana espontanea de 84 casos con
recuento irregular de polimorfonucleares (tasa de
aislamiento microbiologico de 36,9 %). Se aislaron
43 bacterias, 27 de ellas Gram positivas (62,8 %)
y, huevamente, E. coli fue la mas frecuente (14
casos; 32,6 %), seguida por S. aureus (7; 16,3 %).
Llama la atencion que también hubo un caso de
infeccion por Listeria monocitogenes y otro por
Streptococcus bovis.

El 34,8 % de las bacterias cumplia con los criterios
de multirresistencia. Mas de la mitad de las
enterobacterias eran productoras de BLEE (9/16;
56,3 %) y tres de los siete aislamientos de S.
aureus eran resistentes a meticilina.
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Otro antibiotico

Otra penicilina

CTG

Carbapenem

Profilaxis con
norfloxacino

Ninguno

0 50 100 150 200
CTG: Cefalosporinas de tercera generacion

Figura 3. Antibidticos administrados con mayor frecuencia
durante los 60 dias previos al ingreso (expresados en numeros
absolutos en el eje de las X)

80 -
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Muerte
intrahospitalaria

Insuficiencia
renal aguda

Sepsis

Choque
séptico

H Infeccion urinaria

[ Peritonitis bacteriana espontanea
[l Bacteriemia espontanea del cirrético
] Neumonia

Figura 4. Impacto clinico de los diferentes tipos de infeccion. La
proporcion de pacientes con insuficiencia renal aguda, sepsis,
choque septico o muerta durante la estancia hospitalaria se
expresa en porcentajes en el eje de las Y.

Los antibidticos empleados inicialmente en este
grupo de pacientes fueron los carbapenems en 14
pacientes y las cefalosporinas de tercera genera-
cién en nueve, medicamentos que no fueron
efectivos en 12 pacientes, los cuales recibieron un
segundo antimicrobiano con base en los resultados
del antibiograma.

Bacteriemia. Se hicieron hemocultivos en 112
pacientes (55,2 %), con aislamiento microbiolégico
en 43 de ellos. Se detectaron 52 bacterias, 50,9
% de las cuales eran Gram positivas; E. coli fue la
mas frecuente (18 casos). En nueve hemocultivos
se aislé Staphylococcus epidermidis y, en seis,
S. aureus. Dieciocho microorganismos (30,5 %)
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cumplian con los criterios de multirresistencia;
ocho de 24 enterobacterias eran productoras
de BLEE y cuatro S. aureus tenian resistencia a
meticilina (66,7 %).

Al igual que en la peritonitis bacteriana espontanea,
los carbapenems vy las cefalosporinas de tercera
generacion fueron el tratamiento inicial de eleccion
en 16 de los casos de bacteriemia, en tanto que
en 22 pacientes tuvo que anadirse otro antibidtico
al tratamiento.

Neumonia. Con respecto a las infecciones pulmo-
nares consolidadas (con empiema asociado en
cuatro casos), que fueron el motivo de ingreso
de 67 pacientes, se obtuvieron 30 aislamientos
microbiolégicos en 19 de ellos, 12 Gram positivos,
10 Gram negativos y 8 hongos; los microorganismos
mas frecuentes fueron S. aureus (8 casos),
P. aeruginosa (5 casos) y E. coli (3 casos). Se
clasificaron 11 bacterias como multirresistentes
(36,67 %); cuatro de ocho fueron SARM vy, cuatro
de 13, Gram negativas con carbapenemasas.

Llamo la atencién que en 58,1 % de los casos la
adquisicion fue hospitalaria. Los antimicrobianos
habitualmente administrados de forma empirica
fueron los carbapenems (seis casos) y las cefa-
losporinas de tercera generaciéon (5). También,
cabe destacar que se presentd insuficiencia renal
asociada en 69,6 % de los casos, sepsis en 82,6 %
y choque séptico en 43,5 %. La mortalidad durante
la estancia hospitalaria alcanzo el 40,0 %.

Andlisis segun la forma de adquisicién

Las formas de adquisicion de los diferentes tipos
de infeccién se resumen en la figura 5.

70 1 [0 Comunitaria
60 - B Hospitalaria
[l Relacionada con la atencién de salud
50
40
30 A
20 1

il N

0 T T T

M

Urocultivo Hemocultivo  Liquido Bronco Piel
ascitico aspirado
/esputo

Figura 5. Proporcion de infecciones adquiridas en la comunidad,
infecciones relacionadas con la atencion de salud y hospitalarias
en cada tipo de infeccién (expresada en porcentaje en el eje
delasY)
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Infecciones de adquisicion comunitaria. En 67 de
los pacientes la infeccion habia sido adquirida en
la comunidad, en la mayoria de ellos, causada
por bacilos Gram negativos (64,2 % del total; 43
gérmenes). La mayoria de los microorganismos
se aislaron en urocultivos (49,3 %) y en sangre
(26,9 %). Los aislamientos fueron multirresistentes
en 16,4 % de los casos; solo cuatro de 40 entero-
bacterias eran productoras de BLEE y uno de
cuatro aislamientos de S. Aureus fue resistente
a meticilina. Hubo mortalidad durante la estancia
hospitalaria en 14,6 % de los casos.

Infecciones hospitalarias. Ciento tres microorga-
nismos se adquirieron durante la estancia
hospitalaria. Los microorganismos Gram negativos
representaron 49,7 % del total, los Gram positivos,
33,8 %, y los hongos, 16,5 %; 46 se aislaron de
urocultivos, 18 de hemocultivos, 15 de muestras
de las vias respiratorias, 16 de liquido ascitico
y ocho de piel. Cuarenta y siete bacterias eran
multirresistentes (45,6 %): la resistencia a
quinolonas se observé en 45,0 % de las bacterias
potencialmente sensibles, las BLEE, en 24,1 %,
y los SARM, en 54,5 %; 21,4 % de los pacientes
con infeccién hospitalaria fallecieron durante
la estancia.

Infecciones relacionadas con la atencion de salud.
La adquisicion de 118 microorganismos se relaciono
con el contacto con el medio hospitalario. Los
organismos Gram negativos fueron las bacterias
mas frecuentes (64,2 %). Los aislamientos bac-
terianos se obtuvieron de urocultivos (64 casos),
de hemocultivos (21 casos), de liquido ascitico
(19 casos) y de broncoaspirado o cultivo de
esputo (4 casos); 39,4 % de las bacterias eran
multirresistentes: 69,47 % tenia resistencia a
quinolonas, 34,8 % de las enterobacterias eran
productoras de BLEE y 62,5 % de los aislamientos
de S. aureus fueron resistentes a la meticilina. La
mortalidad global durante la estancia hospitalaria
fue de 19,3 % (cuadro 2).

Impacto clinico de las infecciones
multirresistentes

Aislamientos multirresistentes. En el subgrupo de
pacientes con aislamientos multirresistentes (91),
se aislaron 101 microorganismos; 34,7 % de las
bacterias eran Gram positivas y, 65,3 %, Gram
negativas. En 23,8 % se tratd del aislamiento de
control; 55 bacterias se aislaron en urocultivo, 18
en hemocultivos, 13 en liquido ascitico y 11 en
esputo o broncoaspirado (figura 6).
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La adquisicion de la infeccion se relacioné con el
ambito hospitalario (durante la estancia en estudio
o relacionada con un ingreso reciente) en 75,3 %
de los pacientes, y 59,0 % de ellos habia recibido
tratamiento con antibiéticos en los 60 dias previos
al ingreso.

El patron de resistencia a los antibidticos se
resume en el cuadro 2. Se destaca que 86,0 %
de los microorganismos fueron resistentes a
quinolonas, todos los aislamientos de S. aureus
fueron resistentes a meticilina, y 61,5 % de las
enterobacterias eran productoras de BLEE.

Se inicié el tratamiento empirico con antibittico
de amplio espectro (carbapenems o vancomicina)
en 53,9 % de los pacientes (46,2 y 7,7 %,
respectivamente). En 40 pacientes hubo que
afiadir un segundo antibidtico por los motivos

Biomédica 2016;36:121-32

anotados previamente, siendo la vancomicina y
los carbapenems los mas usados (12 y 9 casos,
respectivamente). Por ultimo, en 10 pacientes se
afiadié un tercer antimicrobiano; 42,3 % de los
pacientes desarrolld6 sepsis y, 28,3 %, choque
séptico, en tanto que 27 pacientes fallecieron
durante la estancia en el hospital (26,7 %).

Aislamientos sin multirresistencia. En 132 pacientes
se aislaron 178 bacterias que no cumplian con
los criterios de multirresistencia: 88 se aislaron
en urocultivos, 39 en hemocultivos, 30 en liquido
ascitico, 14 en esputo o broncoaspirado y 7 en
muestras cutaneas. En la figura 7 se muestran
las bacterias aisladas con mayor frecuencia.

En 28,7 % de los casos la infeccion se habia
adquirido en la comunidad, 35,9 % se relaciond
con la atencién de salud y 35,4 % se adquirié en el

Cuadro 2. Proporcion de bacterias multirresistentes en los aislamientos bacterianos en todas las infecciones y segun el tipo de

infeccién, y comparacion de las diferentes formas de adquisicion

Tipo de Comunitaria Relacionada con la Hospitalaria Total p
infeccion n (%) atencion de salud n (%) n (%)
(%)

Todas 11 (15,5) 43 (36,4) 47 (38,8) 101 (32,6) 0,002
BLEE 4 (11,4) 24 (40) 13 (43,3) 41 (32,8) 0,006
AmpC 0 (0) 6 (10) 3 (10) 9(7,2) NS
Pseudomonas aeruginosa y otros 4 (66,7) 5 (62,5) 14 (66,7) 23 (67,6) NS
Enterococcus faecium 2 (100) 8 (100) 17 (100) 27 (100) 0,04
SARM 1 (20) 6 (66,7) 11 (73,3) 18 (62,1) NS
Infeccién urinaria 5 (14,3) 26 (39,4) 24 (42,9) 55 (35,0) 0,013
BLEE 1 (43) 14 (36,8) 7 (43,8) 22 (28,6) 0,008
AmpC 0 5 (15,2) 2 (11,8) 7(9,0) NS
Pseudomonas aeruginosa y otros 1 (50) 3 (60) 8 (66,7) 12 (63,2) NS
Enterococcus faecium 2 7 7 16 -
SARM 0 1 (50) 0 1(50) -
Peritonitis bacteriana espontanea 1 (12,5) 6 (31,6) 6 (37,5) 13 (30,2) NS
BLEE
AmpC 1 (50) 5 (55,6) 3 (75) 9 (60) NS
Pseudomonas aeruginosa y otros 0 1 (12,5) 0 1(6,7) NS
Enterococcus faecium 0 0 0 0 NS
SARM 0 0 1 1 -
Bacteriemia 0 1 (50) 2 (50) 3(42,9) NS
BLEE 3 (20) 10 (47,6) 5 (33,3) 18 (30,5) NS
AmpC 2 (25) 5 (50) 1 (20) 8 (34,8) NS
Pseudomonas aeruginosa y otros 0 0 0 0 -
Enterococcus faecium 1 (100) 2 (100) 0 3(75) NS
SARM 0 0 3 3 -
Neumonia 0 4 (80) 1 (100) 5(71,4) NS
BLEE 2 (25) 1 (20) 8 (44,4) 11 (35,5) NS
AmpC 0 0 1 (50) 1(33,3) NS
Pseudomonas aeruginosa y otros 0 0 0 0 -
Enterococcus faecium 2 (66,7) 0 3 (75) 5(71,4) NS
SARM 0 0 1 1 -

0 1 (50) 3 (60) 4 (50) NS

p<0.05 se considera significativo (nimeros en negrilla); SARM: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina; BLEE: betalactamasas de espectro
extendido; AmpC: betalactamasas de tipo AmpC; NS: no significativo; n: nimero absoluto de bacterias multirresistentes; %: nimero sobre valor total

de las bacterias aisladas que pueden tener este mecanismo de resistencia
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Figura 6. Aislamientos multirresistentes mas frecuentes (expresados en niumeros absolutos en el eje de las X).
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Figura 7. Aislamientos mas frecuentes que no cumplian con los criterios de multirresistencia (expresados en numeros absolutos)

ambito hospitalario; 47,1 % de los pacientes habia
recibido al menos un antibidtico en los dos meses
previos al ingreso y 18,4 % tomaba rifaximina como
tratamiento de la encefalopatia hepatica crénica.

En 51 enfermos se administrd tratamiento anti-
biético empirico con cefalosporinas de tercera
generacion, en 34, con carbapenemas, y en 15,
con amoxicilina-acido clavulanico. En 38 pacientes
hubo que ampliar la cobertura antibidtica debido
a una mala evoluciéon clinica (18 pacientes) o
con base en el resultado del antibiograma (20
pacientes). La sepsis asociada con el ingreso se
observé en 32,3 % de los pacientes y, el choque
séptico, en 9,3 %. La mortalidad durante la estancia
hospitalaria fue de 15,2 %.

Impacto clinico y mortalidad durante la estancia
hospitalaria

Los pacientes con aislamientos multirresistentes
desarrollaron choque séptico en 28,3 % de los
casos, es decir, con mayor frecuencia que aquellos
con aislamientos sin multirresistencia (p=0,045), y
la mortalidad por infeccion hospitalaria fue mayor
(p=0,017). Ademas, la proporcion de pacientes
con insuficiencia renal y sepsis fue mas alta (56,5
y 53,3 % Vs. 51,8 y 37,8 %).

Los pacientes cuyos aislamientos fueron multirre-
sistentes, presentaron peor funcién hepatica, con
niveles mayores de bilirrubina, creatinina y MELD
(p=0,04, p=0,03 y p=0,01, respectivamente).
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La duracion del tratamiento antibidtico fue mayor
en el grupo con multirresistencia (20,37 dias
frente a 15,34 dias), aunque la diferencia no
alcanzé a ser significativa. Ademas, fue necesario
cambiar el tratamiento antibiético empirico con
mayor frecuencia en el grupo de pacientes con
multirresistencia (p=0,049), quienes, ademas,
recibieron mayor niumero de antibiéticos (p=0,04).

Factores de riesgo para la multirresistencia

En el analisis univariado, el ingreso previo, el
uso de antibidticos en los 60 dias anteriores, la
adquisicion de infeccidn hospitalaria o asociada a
un ingreso reciente y el aislamiento microbioldgico
en el cultivo de control, se determinaron como
posibles factores de riesgo para el desarrollo
de infecciones multirresistentes. En el analisis
multivariado se confirmé que el ingreso previo y
los resultados positivos en los cultivos de control
eran factores de riesgo (p=0,032 y 0,04, con una
razon de probabilidades de 2,46 y 1,93, y un
intervalo de confianza de 1,02-7,84 y de 1,72-6,24,
respectivamente). La administracion continua de
rifaximina no resulté ser factor de riesgo para el
desarrollo de infeccion multirresistente.

Discusion

La infecciones bacterianas son una causa impor-
tante de morbilidad y mortalidad en pacientes
con cirrosis hepatica (12). En los ultimos afios
se han observado importantes cambios en la

epidemiologia de las infecciones bacterianas en
este grupo de pacientes.

En primer lugar, ha habido un aumento de las
infecciones por microorganismos resistentes
a quinolonas como consecuencia directa del
uso prolongado de norfloxacina en la peritonitis
bacteriana espontanea. A pesar de ello, estas
infecciones en pacientes con cirrosis se tratan
exitosamente con cefalosporinas de tercera genera-
cion. Sin embargo, ultimamente ha aumentado la
resistencia a estos antibiéticos, lo que dificulta el
tratamiento empirico inicial.

Otro cambio importante ha sido el aumento de
infecciones por gérmenes Gram positivos, asociado
sobre todo al uso de dispositivos intravasculares
y pruebas invasivas.

El tercer cambio consiste en un aumento de la
incidencia de infecciones por bacterias multirre-
sistentes, en este caso, por S. aureus resistente
a meticilina, enterobacterias productoras de BLEE,
P. aeruginosa y E. faecium (8). Es importante

130

Biomédica 2016;36:121-32

saber que estos microorganismos se encuentran
en el ambito hospitalario y que su aislamiento en
la poblacion general es cada vez mas frecuente
(13,14).

En el presente estudio se demostré un importante
porcentaje de infecciones por gérmenes multirre-
sistentes (36,2 %), lo cual concuerda con los datos
encontrados en la literatura cientifica (15).

En cuanto a la eficacia del tratamiento antibidtico
empirico, debe mencionarse que las cefalosporinas
de tercera generacion siguen siendo el tratamiento
mas utilizado, sobre todo en las infecciones
urinarias. En 48,3 % de los pacientes con peritonitis
bacteriana espontanea, se administraron empirica-
mente carbapenems antes de obtener el resultado
del antibiograma, lo cual demuestra que, ante la
sospecha de un microorganismo multirresistente
o de infeccién grave, se considera el uso empirico
de un antimicrobiano de amplio espectro.

Se identificaron los siguientes factores de riesgo
para el desarrollo de infecciones por microor-
ganismos multirresistentes: ingreso hospitalario
durante los 90 dias previos; uso de antibiéticos
en los 60 dias anteriores al ingreso; adquisicion
en el ambito hospitalario o relacionada con este
o con el aislamiento de control. Estos hallazgos
concuerdan con los de otros estudios publicados
(16,17) y respalda la aparicion de un nuevo tipo
de adqusicion de la infeccién asociada con la
atencion de salud, ya que el perfil microbioldgico
en este grupo se superpone al de la adquisicion
en el ambito hospitalario, por lo que deberian
considerarse de la misma forma.

Con base en los resultados del presente estu-
dio, se introdujeron cambios en el tratamiento
empirico en el grupo de enfermos con alto riesgo
de infeccion por las bacterias multirresistentes
encontradas, reservandose las cefalosporinas de
tercera generacion para las infecciones adquiridas
en el ambito comunitario o para aquellas sin signos
de gravedad clinica o respaldadas por los analisis
(funcién hepatica y renal normales, estabilidad
hemodinamica y ausencia de sintomas como
encefalopatia hepatica o hemorragia digestiva).

En los pacientes con una infeccion reciente (en los
60 dias anteriores), se podria administrar el trata-
miento antimicrobiano con base en el antibiograma
previo. En aquellos enfermos con ingreso reciente
o contacto con el ambito hospitalario y uso de
antibidtico profilactico, que ademas presenten un
deterioro de la funcion hepatica o alteracion de
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la situacion hemodinamica o clinica, se deberia
recurrir al tratamiento empirico con antibiéticos
de amplio espectro: un carbapenem y, en caso
de ausencia de mejoria en las siguientes 24 o 48
horas o de sospecha de bacteriemia asociada, se
afadiria un glucopéptido.

Este cambio del tratamiento establecido deberia
resultar en mejoria clinica en las infecciones por
bacterias multirresistentes, con la consecuente dis-
minucién de la mortalidad y de la sepsis asociadas.
Se necesitan estudios prospectivos para evaluar si
efectivamente se producen tales resultados.

Otro hallazgo significativo fue la disminucion de la
incidencia de las infecciones por bacterias Gram
positivas, lo que podria explicarse por un mayor
uso de la profilaxis antibidtica antes de acudir a
pruebas invasivas y un empleo mas racional de
los dispositivos intravasculares.

Las infecciones por bacterias multirresistentes
se asociaron a una mayor tasa de sepsis,choque
séptico y mortalidad durante la estancia hospitalaria.
Ademas, la duracién de la estancia y del trata-
miento antibidtico, y el nimero de antibiéticos
administrados, fueron significativamente mayores
en este grupo de pacientes. Cabe destacar que, a
menudo, en nuestro centro se inicia el tratamiento
empirico con antibiéticos de amplio espectro
(carbapenems o glucopéptidos) en pacientes con
infecciones adquiridas en el ambito hospitalario o
con una mala evolucién clinica tras las primeras
48 horas del ingreso.

Con base en los resultados del estudio, con una
incidencia de gérmenes multirresistentes en las
infecciones adquiridas en el medio hospitalario
de 45,6 %, se recomienda introducir cambios en
el manejo de este tipo de infecciones o de las
relacionadas con la atenciéon de salud. Ademas,
una vez obtenido el aislamiento de los cultivos,
debe cambiarse el tratamiento segun la sensibilidad
demostrada en el antibiograma.

En cuanto a las limitaciones del estudio, cabe
mencionar, en primer lugar, que se traté de un
estudio retrospectivo en un unico centro de
atencion, lo que significa que los resultados no
se pueden generalizar, pues el ambiente de cada
centro presenta caracteristicas microbioldgicas
diferentes. Sin embargo, se han publicado datos
similares de otros centros y paises (9,10).

El uso, y en muchas ocasiones el abuso, de los
antibidticos sistémicos y la profilaxis a largo plazo
con norfloxacina, asi como la adqusicion de

Infecciones bacterianas en cirréticos

infecciones hospitalarias o relacionadas con la
atencion de salud, probablemente son los factores
de riesgo mas importantes de la multirresistencia.

Llama la atencion que no se haya encontrado una
asociacion entre las infecciones multirresistentes
y la administracion de rifaximina, un antibiético
bactericida de muy baja absorcion intestinal que,
de acuerdo con otro estudio publicado reciente-
mente, se utiliza cada vez mas para tratar la
encefalopatia hepatica recurrente (10). Se trata
de un dato prometedor y se estd valorando la
posibilidad de usar dicho bactericida para la
profilaxis primaria o secundaria de la peritonitis
bacteriana espontanea, o para tratar otras compli-
caciones de la cirrosis (18,19) en reemplazo de la
norfloxacina. No obstante, hay que confirmar estos
datos en futuros trabajos prospectivos.

En resumen, los resultados confirman que han
ocurrido cambios importantes en el espectro
microbiolégico de las infecciones bacterianas en
pacientes con cirrosis hepatica, principalmente
por la emergencia cada vez mas frecuente de
gérmenes multirresistentes, como E. coli pro-
ductor de BLEE o E. faecium. Es importante
determinar potenciales factores predictores de la
multirresistencia y reconocer precozmente el tipo
de pacientes que presenta mayor riesgo, con el
fin de iniciar un tratamiento antibiético adecuado
para el control eficaz de la infeccion. Asimismo,
es importante evitar el uso indiscriminado de
antibidticos para contrarrestar el desarrollo de
bacterias multirresistentes.

Conflicto de intereses

Declaramos que ningun autor tiene ningun conflicto
de intereses.

Financiacidon
Los autores no recibieron financiacion para este
estudio.

Referencias

1. Gustot T, Durand F, Lebrec D, Vincent JL, Moreau R.
Severe sepsis in cirrhosis. Hepatology. 2009;50:2022-33.
http://dx.doi.org/10.1002/hep.23264

2. Jalan R, Fernandez J, Wiest R, Schnabl B, Moreau R,
Angeli P, et al. Bacterial infections in cirrhosis: A position
statement based on the EASL Special Conference 2013.
Hepatology. 2014;60:1310-24. http://dx.doi.org/10.1016/].
jhep.2014.08.010

3. Borzio M, Salerno F, Piantoni L, Cazzaniga M, Angeli
P, Bissoli F, et al. Bacterial infection in patients with
advanced cirrhosis: A multicentre prospective study. Dig
Liver Dis. 2001;33:41-8.http://dx.doi.org/10.1016/S1590-
8658(01)80134-1

131



Klimova K, Padilla C, Avila JC, et al.

4.

10.

1.

Bauer TM, Steinbruckner B, Brinkmann FE, Ditzen
AK, Schwacha H, Aponte JJ, et al. Small intestinal
bacterial overgrowth in patients with cirrhosis: Prevalence
and relation with spontaneous bacterial peritonitis. Am J
Gastroenterol. 2001;96:2962-7. http://dx.doi.org/10.1111/j.
1572-0241.2001.04668

Caly WR, Strauss E. A prospective study of bacterial
infections in patients with cirrhosis. J Hepatol. 1993;18:
353-8. http://dx.doi.org/10.1016/S0168-8278(05)80280-6

Pleguezuelo M, Benitez JM, Jurado J, Montero JL,
De la Mata M. Diagnosis and management of bacterial
infections in descompensated cirrhosis. World J Hepatol.
2013;5:16-25. http://dx.doi.org/10.4254/wjh.v5.i1.16

Fernandez J, Navasa M, Gomez J, Colmenero J,
Vila J, Arroyo V, et al. Bacterial infections in cirrhosis:
Epidemiological changes with invasive procedures and
norfloxacin prophylaxis. Hepatology. 2002;35:140-8. http://
dx.doi.org/10/S0270913902984429

Fernandez J, Acevedo J, Castro M, Garcia O, Rodriguez-
de Lope C, Roca D, et al. Prevalence and risk factors of
infections by multiresistant bacteria in cirrosis: A prospective
study. Hepatology. 2012;55:1551-61. http://dx.doi.org/10.
1002/hep.25532

Tandon P, Delisle A, Topal JE, Garcia-Tsao G. High
prevalence of antibiotic-resistant bacterial infections
among patients with cirrhosis at a US Liver Center. Clin
Gastroenterol Hepatol. 2012;10:1291-8. http://dx.doi.org/10.
1016/j.cgh.2012.08.017

European Association for the Study of the Liver. EASL
clinical practice guidelines on the management of ascites,
spontanous bacterial peritonitis, and hepatorenal syndrome
in cirrhosis. J Hepatol. 2010;53:397-417. http://dx.doi.
org/10.1016/j.jhep.2010.05.004

Mandell GL, Bennet JE, Dolin R. Principles and Practice of
Infectious Diseases. 7th edition. Philadelphia, PA: Churchill
Livingstone Elsevier; 2010.

132

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Biomédica 2016;36:121-32

Tandon P, Garcia-Tsao G. Bacterial infections, sepsis, and
multiorgan failure in cirrhosis. Semin Liver Dis. 2008;28:26-
42. http://dx.doi.org/10.1055/s-2008-1040319

Hawkey PM, Jones AM. The changing epidemiology of
resistance. J Antimicrob Chemother. 2009;64(Suppl.1):i3-
10. http://dx.doi.org/ 10.1093/jac/dkp256

Rodriguez-Bano J, Alcala J, Cisneros JM, Grill F, Oliver
A, Horcajada JP. Escherichia coli producing SHV-type
extended-spectrum beta-lactamase is a significant cause
of community-acquired infection. J Antimicrob Chemother.
2009;63:781-4. http://dx.doi.org/10.1093/jac/dkp028

Umgelter A, Reindl W, Miedanes M, Schmid RM, Huber
W. Failure of current antibiotic first-line regimens and
mortality in hospitalized patiens with spontaneous bacterial
peritonitis. Infection. 2009;37:2-8. http://dx.doi.org/10.1007/
$15010-008-8060-9

Rodriguez-Bafno J, Pascual A. Clinical significance of
extended-spectrum-beta-lactamases. Expert Rev Anti Infect
Ther. 2008;6:671-83. http://dx.doi.org/10.1586/14787210.
6.5.671

Martinez-Martinez L, Calvo J. El problema creciente de la
resistencia antibiética en bacilos gramnegativos: situacion
actual. Infecc Microbiol Clin. 2010;28(Supl.2):25-31. http://
dx.doi.org/10.1016/S0213-005X(10)70027-6

Kalambokis GN, Mouzaki A, Tsianos EV. Rifaximin for
the prevention of spontaneous bacterial peritonitis. World
J Gastroenterol. 2012;18:1700-2. http://dx.doi.org/10.3748/
wjg.v18.i14.1700

Kalambokis GN, Mouzaki A, Rodi M, Pappas K,
Fotopoulos A, Xourgia X, et al. Rifaximin improves
systemic hemodynamic and renal function in patients
with alcohol related cirrhosis. Clin Gastroenterol Hepatol.
2012;10:815-8. http://dx.doi.org/10.1016/j.cgh.2012.02.025



Biomédica 2016;36:133-9
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2627

ARTICULO ORIGINAL
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NI I O

Introduccion. La infeccion por el virus del dengue es una de las arbovirosis mas importantes en el pais
y es un grave problema de salud publica.

Objetivo. Determinar las caracteristicas clinicas y los resultados de los examenes de laboratorio de los
pacientes que consultaron por dengue en la Clinica Universitaria Rafael Uribe Uribe de Cali, y analizar
la tendencia del numero de casos por semanas epidemioldgicas durante el 2013.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional retrospectivo de los pacientes que
ingresaron con sospecha de dengue a la Clinica Rafael Uribe Uribe de Cali durante el 2013. Los
pacientes con diagndstico confirmado de infeccién por dengue se clasificaron de acuerdo con las
definiciones de la Organizacién Mundial de la Salud y, posteriormente, se describieron los parametros
clinicos que presentaban.

Resultados. Se notificaron 1.173 casos sospechosos, de los cuales 287 (24,5 %) fueron confirmados
por serologia; 152 (53,0 %) eran mujeres y 135 (47,0 %), hombres; 40,1 % no presentaba signos
de alarma, 34,8 % si y 25,1 % tuvo manifestaciones graves. Los sintomas mas frecuentes fueron
la fiebre (287; 100 %), las mialgias (223; 78,0 %), y la cefalea (183; 64,0 %). Las manifestaciones
hemorragicas se presentaron en 100 (34,8 %) de los pacientes. Cuatro pacientes (1,4 %) presentaron
manifestaciones neuroldgicas. Se reportaron tres muertes (0,7 %), dos de las cuales se asociaron
a la drepanocitosis.

Conclusiones. La forma grave de la infeccion y la mortalidad que caus6 durante el periodo de
estudio fueron mas frecuentes en la poblacion pediatrica. Se sugiere la implementacion de estrategias
que garanticen la atencion especifica de los pacientes con enfermedades concomitantes, como
la drepanocitosis.

Palabras clave: dengue/clasificacion, dengue grave, signos y sintomas, epidemiologia, anemia de
células falciformes.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2627
Clinical profile of dengue in patients consulting a tertiary hospital in the city of Cali, Colombia, 2013

Introduction: Dengue virus infection is amongst the most important arboviral diseases in the country
and has become a major global public health concern.

Objective: To describe the clinical profile of patients with dengue virus infection hospitalized in a tertiary
hospital in the city of Cali, Colombia. We also describe the trend analysis of the number of cases by
epidemiological weeks in 2013.

Materials and methods: We conducted a retrospective study of admitted patients suspected to have
dengue infection in the Rafael Uribe Uribe Clinic in the year 2013. Patients with serological confirmation
of dengue infection were classified according to the World Health Organization classification.
Subsequently, the clinical parameters of the patients with dengue were described.

Results: Of the 1,173 patients with suspected dengue, 287 (24.5%) were confirmed serologically;
152 (53%) were women and 135 (47%) males; 40.1% had no warning signs, 3.8% had warning signs
and 25.1% had severe manifestations. The most common symptoms were fever (287;100%), myalgia
(223;78%), and headache (183:64%). Hemorrhagic manifestations were recorded in 100 (34.8%)
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patients; 4 (1.4%) had neurological manifestations. Three deaths (0.7%) were reported, two of which

were associated with sickle cell disease.

Conclusions: The severe form of the infection and mortality from dengue reported during the outbreak
was more frequent in the pediatric population. It is suggested to implement strategies to ensure specific
attention to patients with comorbidities such as sickle cell disease.

Key words: Dengue/classification; severe dengue; signs and symptoms; epidemiology; anemia,

sickle cell.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2627

El dengue constituye un serio problema de salud
publica que afecta los paises en desarrollo,
principalmente de Africa, Asia y América Latina
(1,2). Es una de las enfermedades virales trans-
mitidas por mosquitos mas prevalentes y graves
(3) y anualmente el virus causante afecta a 400
millones de personas alrededor del mundo, apro-
ximadamente, de las cuales cerca de 100 millones
presentan signos clinicamente evidentes (2).

En afos recientes, la investigacion sobre esta
enfermedad se ha orientado principalmente a
determinar los factores clinicos y epidemiolégicos
en diversos partes del mundo (4,5). En Colombia
se presenta una transmision elevada, ya que 90
% de la poblacién vive por debajo de los 2.200
msnm, lo cual favorece el aumento de los casos,
que se presentan por ciclos epidémicos cada dos
o tres afnos (6), y pasaron de 5,2 por 100.000
habitantes en la década de 1990 a 18,1 por
100.000 habitantes durante el ultimo lustro (6). En
el 2012 se presentaron alrededor de 54.722 casos,
de los cuales 1.464 se consideraron graves. Por
otro lado, el departamento del Valle del Cauca
se considera mesoendémico vy, la ciudad de Cali,
hiperendémica (7).

La presentacioén clinica del dengue varia amplia-
mente, especialmente los primeros sintomas, que
no son especificos y se pueden confundir con
los de otras condiciones febriles prevalentes en
la zona, por lo cual el diagnéstico de laboratorio
es fundamental para la posterior vigilancia de
los pacientes y para garantizar el tratamiento
adecuado de quienes presentan otros sindromes
febriles que, mal atendidos, pueden conducir a la
muerte (8-10).
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El procedimiento ideal para el diagnéstico se basa
en el aislamiento del virus o la utilizacion de una
prueba de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real (10); sin embargo, en el pais
esto se dificulta debido a los costos, por lo que en
la mayoria de los casos el diagndstico se basa en
el cuadro clinico y en la detecciéon de anticuerpos
o del antigeno NS1 especifico del dengue (11).
Segun las guias nacionales para el manejo de la
infeccion por dengue, la deteccién de anticuerpos
IgM es la prueba diagndstica para la infeccién
(6). Por otro lado, algunas instituciones de salud
de escasos recursos tienen en cuenta el recuento
de plaquetas (100.000 por ul) para establecer el
diagnéstico (11).

El objetivo de este trabajo consistié en determinar
las caracteristicas clinicas y de los resultados de
los exdmenes de laboratorio, de los pacientes que
consultaron por dengue en la Clinica Universitaria
Rafael Uribe Uribe de Cali, asi como analizar
la tendencia del numero de casos por semanas
epidemioldgicas durante el 2013.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio retrospectivo, descriptivo y
observacional sobre las caracteristicas clinicas de
los pacientes febriles con sospecha de dengue,
que consultaron en la Clinica Universitaria Rafael
Uribe Uribe, institucion de tercer nivel que atiende
a personas pertenecientes a los regimenes contri-
butivo y subsidiado, principalmente del Valle del
Cauca, y cuyas fichas epidemioldgicas fueron
reportadas al Sistema de Vigilancia en Salud
Publica (Sivigila) entre el 1° de enero y el 31 de
diciembre de 2013 con resultados de IgM para
dengue positivos en el inmunoensayo ELISA.

Ademas, muestras de estos pacientes fueron
sometidas a la prueba ELISA para IgG y a la
prueba de inmunocromatografia para NS1.
Las pruebas diagnésticas se hicieron en los
laboratorios Angel, S.A., y la informacion de los
resultados fue confirmada y validada en el depar-
tamento de estadistica de la institucion, el cual



Biomédica 2016;36:133-9

cotejo la informacion del sistema de vigilancia
con los resultados positivos para IgM de dengue
obtenidos en la ELISA.

Los pacientes se clasificaron de acuerdo con los
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en las categorias de dengue sin signos de
alarma, dengue con signos de alarma y dengue
grave (12).

Andlisis estadistico

En el analisis de la informacién se tuvieron en
cuenta las siguientes variables: edad y sexo
(sociodemograficas); presencia de fiebre, mialgias,
artralgias, cefalea, emesis, dolor abdominal
y manifestaciones hemorragicas (clinicas), vy
presencia de anticuerpos IgM en la prueba
confirmatoria ELISA, y de IgG y antigeno NS1
para dengue, recuento de leucocitos, plaquetas,
hemoglobina, hematocrito, transaminasas, creati-
nina y albumina (de laboratorio).

En el andlisis de los datos se utilizé el paquete de
Microsoft Excel® 2010. Las medidas de frecuencia
relativa y absoluta de las variables categodricas se
expresaron como porcentajes, y para las variables
continuas se emplearon el promedio como medida
de tendencia central y la desviacion estandar como
medida de dispersion. Con base en el numero de
casos notificados en los tres afios anteriores, se
establecié el canal endémico con el recuento de
casos sospechosos durante el afio de la epidemia
y empleando la mediana y los percentiles 25y 75
para definir las diferentes areas del canal.

Consideraciones éticas

El protocolo se sometié a la aprobacion del Comité
de Etica Médica de la Clinica Universitaria Rafael
Uribe Uribe en la categoria de investigaciéon sin
riesgo, segun la Resolucion 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia, que establece las
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normas cientificas, técnicas y administrativas para
la investigacion en salud.

Resultados

Se revisaron 1.173 fichas de notificacion de casos
probables de dengue. A 539 pacientes se les hizo
la prueba ELISA para la deteccion de IgM, de los
cuales 287 fueron positivos. La edad promedio de
los pacientes confirmados fue de 28,94+1,34, con
una relacion hombre mujer de de 1:12; 251 (87,5 %)
pacientes procedian de Caliy 36 (12,5 %) de otros
municipios del Valle del Cauca; 84 (30,0 %) eran
menores de 13 afios y los restantes 203 (70,0 %)
eran mayores de 13 afos; 257 (90,0 %) pacientes
pertenecian al régimen contributivo y, 30 (10,0 %),
al régimen subsidiado; 17 (5,9 %) de los pacientes
eran afrocolombianos.

El aumento de casos se registré desde la primera
semana epidemioldgica de 2013, con un pico en
la semana epidemioldgica 17, luego de la cual se
observoé un progresivo descenso hasta registrar un
periodo no epidémico en la semana 52 de 2013
(figura 1).

De los pacientes que resultaron positivos para IgM,
106 (36,0 %) fueron positivos para el antigeno
NS1 vy, 237 (82,0 %), para IgG, dato este que
tendria relacion con posibles infecciones previas.
Las manifestaciones de ingreso mas frecuentes
fueron la fiebre, las mialgias y las artralgias. Las
manifestaciones hemorragicas mas frecuentes
fueron las petequias y la epistaxis, y los signos
mas frecuentes de extravasacion fueron el dolor
abdominal y la hipotension, cuya frecuencia no
varié al estratificar por sexo y edad (cuadro 1).

Segun la gravedad, los pacientes con dengue sin
signos de alarma fueron la mayoria, seguidos por
aquellos con signos de alarma y con dengue grave.
Al estratificar por sexo no se presento variacion en
este orden, pero, al estratificar por edad, la poblaciéon

w== Zona de alerta

ke Zona de seguridad

&=a Zona de éxito

Semanas epidemioldgicas

Figura 1. Canal endémico de dengue, Clinica Universitaria Rafael Uribe Uribe, 2010-2013
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Cuadro 1. Sintomas y hallazgos en el examen fisico de ingreso a la institucion

Pacientes Pacientes <13 afios >13 afios Mujeres Hombres
febriles IgM (-) febriles IgM (+)

Manifestaciones en el examen de ingreso
Fiebre 262 (100,0) 287 (100,0) 84 (100,0) 203 (100,0) 152 (100,0) 135 (100,0)
Mialgias 218 (83,2) 223 (77,7) N/A 181 (89,2) 118 (77,6) 105 (77,8)
Voémito 83 (31,7) 108 (37,6) 47 (55,6) 61 (30,1) 64 (42,1) 44 (32,6)
Ictericia 1 (04) 1 (0,3) 0(0) 1 (0,5) 0 (0) 1 (0,7)
Dolor retroocular 65 (24,8) 80 (27,9) 20 (23,8) 60 (29,7) 42 (27,6) 38 (28,2)
Artralgias 127 (48,5) 142 (49,5) N/A 118 (68,1) 72 (47,4) 70 (51,9)
Exantema 43 (16,4) 75 (26,1) 31 (36,9) 44 (21,6) 47 (30,90 28 (20,7)
Diarrea 38 (14,5) 52 (18,1) 15 (17,9) 37 (18,2) 25 (16,5) 27 (20,0)
Prueba de torniquete positiva 5 (1,9) 20 (7,9) 6 (9,00 14 (8,0 13 (10,05 7 (6,00
Cefalea 181 (69,1) 183 (63,8) N/A 138 (67,9) 99 (65,2) 84 (62,2)
Manifestaciones hemorragicas
Epistaxis 19 (7,3) 26 (9,1) 13 (15,5) 13 (64) 10 (6,6) 16 (11,9)
Hemoptisis 1 (04) 2 (0,7) 1 (1,2) 1 (0,5) 0 (0 2 (1,5
Hematemesis 5 (1,9) 7 (24) 4 (4,8) 3 (1,5 5 33 2 (1,5
Gingivorragia 12 (4,6) 1 (3,8) 4 (4,8) 7 (3,5 1 (0,7) 10 (7.4)
Petequias 21 (8) 36 (12,5) 18 (21,5) 18 (8,9 22 (14,5) 14 (104)
Metrorragia’ 3 (1,38 2 (2,5 N/A 2 (2,5 2 (2,5 N/A
Choque 7 (27) 9 (3,1) 8 (9,5 1 (0,5) 7 (46) 2 (15
Melenas 4 (1,5 5 (1,7) 0(0) 5 (2,5 3 (1,9 2 (1,5
Hematuria 3 (1,1) 1 (0,3) 1 (1,2 0 (0) 0 (0) 1 (0,7)
Derrame pleural 6 (2,3) 8 (2,8) 4 (4,8) 4 (1,9 4 (26) 4 (29
Manifestaciones de extravasacion
Ascitis 4 (1,5 4 (1,4) 2 (24) 2 (0,9 1 (06) 3 (22
Dolor abdominal 76 (29) 100 (34,8) 43 (561,2) 57 (28,1) 54 (355) 46 (34,1)
Alteracion del estado de conciencia 1 (0,4) 3 (1,0) 1 (1,2 2 (0,9 1 (0,6) 2 (1,5)
Convulsiones 1 (0,4) 1 (0,3) 1 (1,2 0 (0) 1 (0,6) 0 (0,0)
Hipotension 8 (3,1) 15 (5,2) 8 (9,5 7 (35 10 (65 5 (37)
Hepatomegalia 10 (3,8) 24 (8,4) 19 (22,6) 5 (24) 10 (6,5 14 (104)
Edema agudo de pulmén 0 (0,0) 1 (0,3) 0 (0) 1 (0,5 1 (0,6) 0 (0,0)
Oliguria 3 (1,1) 4 (1,4) 3 (3,6) 1 (0,5) 2 (1,3) 2 (1,5
Total 262 287 84 203 152 135

Los datos se muestran como frecuencia absoluta (porcentaje).

"El denominador excluye a pacientes con manifestaciones hemorragicas (n=243).
2El denominador excluye a pacientes con manifestaciones hemorragicas (n=251).
3El denominador excluye a pacientes con manifestaciones hemorragicas (n=66).

n=185).

5El denominador excluye a pacientes con manifestaciones hemorragicas (n=130).
8El denominador excluye a pacientes con manifestaciones hemorragicas (n=119).

(
(
(
“El denominador excluye a pacientes con manifestaciones hemorragicas (
(
(

"El denominador incluye a mujeres en edad fértil (n=80).
8El denominador incluye a mujeres en edad fértil (n=224).
N/A: no aplica

pediatrica fue la mas afectada por el dengue
grave (cuadro 2). Los pacientes fueron atendidos
de acuerdo con los lineamientos de la guia clinica,
los cuales estipulan que los pacientes sin signos de
alarma deben atenderse ambulatoriamente, aquellos
con signos de alarma deben hospitalizarse y los
pacientes con dengue grave deben permanecer en la
unidad de cuidados intensivos. En cuanto a las alte-
raciones reflejadas en los examenes de laboratorio,
se pudo observar que en la mayoria el recuento
plaquetario estuvo en el rango de la trombocitopenia
leve y que esta tendencia se mantuvo en el recuento
de control. En cuanto al recuento leucocitario, se
registré una tendencia hacia la leucopenia (cuadro 3).
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Se presentaron tres muertes durante el periodo de
estudio, dos en menores de 13 afos y una en una
paciente de 65 afos. La primera muerte fue la de
una nifa afrocolombiana de 10 afios procedente del
municipio de Palmira, sin manifestaciones previas
de crisis dolorosas pero con anemia normocitica
normocromica manejada con acido félico, que
habia estado hospitalizada en una clinica de
segundo nivel durante los cinco dias en que
presento el estado febril del cuadro. En el sexto dia
de defervescencia, presentd choque y signos de
coagulacion intravascular diseminada, por lo que
fue remitida a nuestra institucion en donde sufrio
una hemorragia alveolar y fallecio.
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Cuadro 2. Clasificaciéon segun la gravedad*

Caracterizacion clinica del dengue en la Clinica Rafael Uribe, Cali

Total Mujeres Hombres <13 afos >13 afos
Dengue sin signos de alarma 115 (40,1) 59 (38,8) 56 (41,5) 18 (21,4) 97 (47,8)
Dengue con signos de alarma 100 (34,8) 60 (39,5) 40 (29,6) 30 (35,7) 70 (34,5)
Dengue grave 72 (251) 33 (21,7) 39 (28,9) 36 (42,9) 36 (17,7)
Total 287 (100) 152 (100) 135 (100) 84 (100) 203 (100)
* Se incluyeron pacientes positivos para IgM de dengue; los datos se presentan como frecuencia (porcentaje).
Cuadro 3. Resultados de los exdmenes de laboratorio
Media Desviacion Maximo Minimo n
estandar
Alanino aminotransferasa (U/I) 150 31 353 23 12
Aspartato aminotransferasa (U/I) 236 60 631 26 12
Creatinina (mg/dl) 1,0 0,1 2 1 9
Albumina (mg/dl) 3,0 0,2 4 2 6
Recuento plaquetario inicial (mm?) 122.000 13.203 147.000 7.500 287
Recuento plaquetario de control (mm3)* 148.000 16.270 349.000 20.000 147
Hematocrito inicial (%) 45,2 0,3 51,0 28,0 287
Hematocrito de control (%)* 38,1 19 53,0 34 147
Recuento leucocitario (mm?) 5.495 412 76.000 1.052 287

* Valor a las 48 horas (control) del examen inicial

El segundo caso se traté de un nifio afrocolombiano
de 5 afos procedente del municipio de Cali, que
no habia presentado manifestaciones previas
diferentes a la anemia normocitica normocromica
tratada con acido folico y que fue llevado a consulta
después de tres dias de fiebre alta no cuantificada;
el nifo fue internado inicialmente en una institucion
de segundo nivel de atencién donde se le suminis-
tré hidratacion segun el esquema hasta el sexto
dia, en el que presentd defervescencia y choque
resistente a inotropicos y liquidos isotonicos, razon
por la cual fue remitido a nuestra institucién. En
el momento del ingreso, se le hizo intubacién
orotraqueal y presentd hemorragia alveolar con
signos de coagulacion intravascular diseminada.
En estos dos casos se hizo electroforesis de
hemoglobina, en la cual se confirmé la presencia
del rasgo de células falciformes.

La tercera muerte ocurrié en una paciente de 65
afios procedente de Cali, que tenia antecedentes de
falla cardiacay renal, y consulté después de tres dias
con fiebre alta no cuantificada, astenia, adinamia,
pero sin evidencia de sangrados y con tolerancia de
la via oral. La paciente fue hospitalizada de inme-
diato y respondié adecuadamente a la hidratacion.
Durante el quinto dia de hospitalizacién presenté
choque y, aunque su curva térmica se normalizo,
tuvo oliguria que no mejoro con liquidos, estertores
basales en ambos campos pulmonares y signos
de hipoperfusion, ante lo cual se le dio soporte

inotrépico. Posteriormente, la paciente presenté
paro cardiaco y fallecioé a pesar de las maniobras
avanzadas de reanimacion.

Discusion

En este trabajo se reportan cifras similares
de casos en hombres y mujeres, o que puede
deberse a que en las epidemias de dengue no
suelen presentarse diferencias en este sentido (13-
15), aunque en algunos estudios se ha registrado
un mayor numero de casos en hombres (16-18).
Asimismo, en diversas series en varias zonas
del mundo se ha reportado que la mayoria de los
casos de dengue grave y de otros tipos se ha
presentado en menores de edad (19,20), lo cual
no coincide con lo reportado en Bucaramanga,
donde solo 25,0 % de la poblacion afectada era
menor de 13 afios (15).

En este estudio el aumento del numero de
casos reportados en el mes de abril concordd
con un mayor volumen de precipitaciones en el
departamento del Valle del Cauca. Esta tendencia
se ha documentado en diversos estudios, en los
que se encontré6 que la mayoria de los casos
coincidia con la temporada de lluvias debido a la
disminuciéon de las temperaturas, el aumento de
la humedad relativa y la disminucion de la tasa
de evaporacion, lo que facilita que se mantengan
los criaderos y se acelere el ciclo de vida del
mosquito (21,22).
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Los sintomas y signos, como la fiebre, las mial-
gias y las artralgias, reportados en este trabajo,
fueron similares a los reportados por otros
autores (13-18). Sin embargo, el derrame pleural
y la hepatomegalia, que fueron caracteristicas
inusuales en los pacientes estudiados y constitu-
yen signos de choque, se han reportado en mas
de un tercio de los casos en otros estudios (14,16).
Cabe destacar que estos signos se presentaron
con frecuencia similar en los distintos grupos de
edad, en contraste con otras series en las que
se ha reportado un mayor nimero de casos en la
poblacion pediatrica (15).

También, debe considerarse que, al igual que
en Bucaramanga, la gravedad del dengue y las
manifestaciones hemorragicas fueron mas fre-
cuentes en nifos, y que dichas manifestaciones
pueden llevar a choque e incluso a la muerte
(15). En este estudio se reportd el antecedente
de drepanocitosis en dos de los pacientes
fallecidos, condicion que, infortunadamente, es
una enfermedad huérfana cuyo tratamiento no se
contempla en las normas. En este sentido debe
anotarse que la distribucion de hemoglobinopatias
en el Valle del Cauca puede llegar a 8,3 % (23), por
lo que la tamizacion activa deberia implementarse
en este departamento tal como se hace en algunas
otras regiones con menor prevalencia de la
enfermedad (24).

La clasificacion de la OMS no incluye las
manifestaciones inusuales y las enfermedades
concomitantes, sobre cuyo manejo no hay claridad
suficiente y que pueden ser mortales en los
pacientes que las presentan (18). Sin embargo,
en algunos estudios en la India se han reportado
cifras de manifestaciones inusuales similares a las
de este estudio, aunque en el estudio de Sahana,
et al. (16), la observacién se hizo en poblacién
pediatrica mientras que, en este, el universo de la
muestra fue mas amplio.

Se debe insistir en el diagndstico y el tratamiento
oportunos, asi como en diferenciar el dengue
de otras arbovirosis e infecciones bacterianas
o parasitarias, como la fiebre de chikungufa, la
leptospirosis o la malaria, las cuales presentan
un cuadro clinico inicial de caracteristicas
similares, pero cuyo manejo médico posterior es
completamente distinto (25). Es de gran impor-
tancia conocer las cifras de mortalidad, asi como
las enfermedades concomitantes que puedan
empeorar el cuadro clinico (como la drepanocitosis)
y la edad de los pacientes (menores de 13 afos)
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con signos de mayor gravedad y manifestaciones
hemorragicas, ya que estas se consideran un
factor de riesgo para el dengue grave. Por esta
razon, deben elaborarse guias de practica clinica
especificas para el manejo de estos pacientes en
las regiones de gran prevalencia de la enfermedad
(15,26,27). Se recomiendan también estrategias
de prevencion primaria en salud que tengan en
cuenta a la comunidad para el empoderamiento
de las medidas de prevencioén y control, entre ellas,
la inspeccion semanal y la eliminacion de criaderos
en los hogares y en sus alrededores antes de los
periodos de lluvias (28).

Entre las limitaciones de este estudio cabe
destacar la falta de informacién mas precisa sobre
la gravedad del dengue, puesto que no se tenia
informacion sobre el volumen de liquidos admi-
nistrados, sobre los valores de la presidon venosa
central y otros parametros propios del manejo en
las unidades de cuidados intensivos, ya que dichos
registros no son captados por el programa de
computador que se usa en la institucién. Tampoco
se sabia si los casos se trataban de infecciones
primarias o secundarias, y ademas, hicieron falta
mas examenes de laboratorio.
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ARTICULO ORIGINAL

Manejo de las redes sociales electrénicas por parte
de los estudiantes de medicina: el caso de la publicacién de
fotografias de los pacientes y el profesionalismo médico
Pedro José Villamizar, Sandra Milena Moreno, Freddy Moreno

Facultad de Ciencias de la Salud, Pontificia Universidad Javeriana, Cali, Colombia

Introduccion. Se hizo la caracterizacion sociodemografica de los estudiantes de Medicina de la
Pontificia Universidad Javeriana en Cali, Colombia, y se recolect6 informacién sobre el acceso a
internet, el manejo de redes sociales electrénicas y la difusion de fotografias con los pacientes
durante las practicas de docencia asistencial, lo cual es una practica inapropiada y contraria al
profesionalismo médico.

Objetivo. Determinar el manejo de las redes sociales electrénicas por parte de los estudiantes de
medicina, en cuanto a la publicacion de fotografias con los pacientes.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal que caracterizé a los
estudiantes de Medicina de la Pontificia Universidad Javeriana de Cali. De los 423 estudiantes
matriculados en enero de 2013, 299 diligenciaron una encuesta disefiada con el programa Cardiff
TELEform®, version 10.0. Asimismo, se constituyd un grupo focal con 20 estudiantes escogidos
aleatoriamente para discutir sobre la publicacion de fotografias en las redes sociales electronicas.
Resultados. El 97,6 % de los estudiantes encuestados manifesté ser usuario activo de, por
lo menos, una de las principales redes sociales electrénicas (96,2 % de Facebook, 70,5 % de
Instagram y 44,1 % de Twitter). El 17,6 % (52) manifesté haber publicado, por lo menos, en una
ocasion una fotografia tomada durante la atencion a los pacientes.

Conclusion. La gran mayoria de los estudiantes tenia teléfonos inteligentes y habia publicado
su perfil de usuario en las principales redes sociales electrénicas, a través de las cuales
difundian fotografias de los pacientes durante la atencion médica asistencial, asi como durante
diversas actividades, lo que podria tener implicaciones éticas y legales, e ir en contra del
profesionalismo médico.

Palabras clave: educacion de pregrado en medicina, estudiantes de medicina, red social,
profesionalismo médico, ética médica.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2646

Management of electronic social networks by students of medicine: The case of publication of
photographs with patients and professional medical conduct

Introduction: The socio-demographic characterization of medical students at the Pontificia Universidad
Javeriana in Cali, Colombia, was made using a survey and focus group discussion to collect information
on access to the Internet, management of electronic social networks and the dissemination of
photographs with patients taken during medical teaching rounds, a practice that constitutes a breach
of professional medical conduct.

Objective: To identify the management of social electronic networks by students of medicine with
respect to the publication of photographs with patients.

Materials and methods: A descriptive cross-sectional study was undertaken to characterize students
of medicine at the Pontificia Universidad Javeriana in Cali. Of the 423 students enrolled in January
2013, 299 participated in a survey designed with the software Cardiff TELEform®, version 10.0. Twenty
students were also selected at random for a focus group discussion on the publication of photographs
with patients on electronic social networks.

Results: Of the students surveyed, 97.6% claimed to be active users of at least one of the main
electronic social networks (96.2% Facebook, 70.5% Instagram and 44.1% Twitter). Of these, 52 (17.6%)
admitted having published a photograph showing patient care on at least one occasion.

Contribucion de los autores:
Todos los autores participaron en la revision sistematica de la bibliografia, el disefio del proyecto de investigacion, la obtencion, el
analisis y la discusion de los resultados, y la elaboracioén y revision del manuscrito.
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Redes sociales electrénicas y estudiantes de medicina

Conclusion: Most of the students had smartphones and user profiles on the main social electronic
networks, on which they disseminated photographs of patients taken during teaching rounds, as well as
images of various activities which could have ethical and legal implications and contravene standards

of professional medical conduct.

Key words: Education, medical, undergraduate; students, medical; social networking; ethics, medical.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2646

En la primera década del siglo XXI, el uso de las
redes sociales a través de internet transformo las
practicas sociales de las personas e instituciones.
Las redes sociales constituyen un medio social
virtual que permite a los seres humanos establecer
relaciones por medio de un conjunto de redes de
comunicacion interconectadas entre si (1,2).

Entre las redes sociales electronicas mas recono-
cidas se encuentran Facebook, Instagram, Twitter,
MySpace, YouTube y Linkedin, en cuyas plataformas
virtuales los usuarios pueden compartir mensajes
de texto, fotografias, videos y accesos directos a
diversas fuentes de informacion disponibles en
internet (3,4), en una red compleja que cuenta
con cerca de mil millones de personas, lo que
ha transformado la forma en que las personas
interpretan la ética de sus relaciones con amigos,
companieros de trabajo, padres, hijos, empleadores,
empleados, profesores, estudiantes, vendedores,
compradores e, inclusive, las relaciones entre
médicos y pacientes (5,6).

Si bien el propdsito inicial de cada red social
electronica era funcionar como una herramienta
de conexion de los seres humanos con sus
conocidos y con otras personas de su mismo
entorno, los usuarios comenzaron a expresarse en
ambitos psicoldgicos y afectivos que pueden tener
implicaciones éticas y legales. En este sentido
cabe mencionar la publicacion de datos, fotos y
videos que violan la privacidad de otras personas
y las suplantan creando perfiles falsos y violando
los derechos de autor con descargas ilegales y la
obtencion o intercambio de contenidos (7-9).

El estudio de las implicaciones éticas y legales
del emergente fendbmeno de las redes sociales
electronicas, se centra en los patrones y efec-
tos del uso y la integracién de los dispositivos
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electrénicos y de las llamadas nuevas tecnologias
de la informacién y la comunicacidon en muchas
esferas de la vida cotidiana, lo que afecta signifi-
cativamente las relaciones humanas en la familia,
en la comunidad, en las instituciones educativas y
en las empresas prestadoras de servicios en salud,
por citar las de mayor impacto sociolégico. Dicho
estudio constituye hoy una rama de la ética aplicada
denominada “ética informatica” o “ciberética”, la
cual evalla y analiza el impacto social y ético de
las citadas tecnologias (10).

La discusién se ha centrado en el manejo de la
privacidad en las redes sociales electronicas
a partir de las buenas practicas de control de la
informacion en términos de acceso e integridad
contextual (11,12). Si bien es cierto que los adminis-
tradores de estas redes manifiestan explicitamente
que el material publicado es de total responsabilidad
de los usuarios, los mecanismos para verificar si
se ha vulnerado el derecho a la privacidad, o se
ha incurrido en practicas inadecuadas desde el
punto de vista ético, no resultan contundentes.
Ademas, ante lo atractivo y util que puede resultar
el libre acceso a toda la informacion, los usuarios
no comprenden o minimizan las consecuencias
de compartir e intercambiar informacién en las
redes sociales, lo cual se ha interpretado como
la aceptacion social de la pérdida de intimidad
y la ausencia de limites que determinen qué tan
publico o privado debe ser un perfil de usuario en
los entornos virtuales y como se debe enlazar con
la vida real (13,14).

Con respecto al uso de las redes sociales elec-
tronicas por parte de los estudiantes, residentes
y profesionales de la medicina, las aplicaciones
en los teléfonos mdviles inteligentes y el acceso
permanente a internet se han convertido en
el mecanismo mas rapido de intercambio de
informacion personal y profesional mediante la
publicacién de comentarios y fotografias, lo cual
puede catalogarse como una conducta inapropiada
que compromete el profesionalismo y la ética
meédica, principalmente cuando se vulnera la
privacidad y la confidencialidad de la informacién
sobre los pacientes (15-17).
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Este tipo de divulgacion genera una serie de
inconvenientes médicos y legales por mala practica
y responsabilidad profesional para las personas,
las instituciones educativas y las empresas pres-
tadoras de servicios de salud con las cuales se
establecen convenios docente-asistenciales. Tales
inconvenientes se inscriben en el ambito de la
vulneracion de la confidencialidad de la historia
clinica en lo legal, la identificaciéon de los pacientes
en lo ético y la violacion del secreto médico en
lo profesional (18-20). Asi pues, si bien el
desarrollo y el uso de las redes han generado
un cambio de paradigma en la comunicacion
entre médico y paciente, médico e institucién, y
paciente e institucion, también pueden vulnerar
los principios del profesionalismo en la practica
médica (21).

El profesionalismo, que incluye entre otros
aspectos el respeto por la privacidad de los
pacientes (22-24), constituye una de las seis
competencias basicas que deben desarrollar y
mantener los estudiantes de Medicina durante
el pregrado y la residencia, y los médicos en su
ejercicio profesional. Hoy el uso masivo y poco
controlado de las redes sociales electronicas ha
provocado un debate ético en este campo (25,26),
pues los estudiantes y los profesionales de la
Medicina utilizan estas redes para relacionarse
con sus colegas y con sus pacientes, y como
una herramienta médica que trasciende su uso
exclusivo en el sitio de trabajo, lo cual si bien
resulta beneficioso, los expone al riesgo constante
de cruzar el limite entre lo que se considera un
comportamiento profesional y lo que no. Al igual
que cualquier ciudadano, los profesionales de la
Medicina tienen la libertad y el derecho de usar
las redes sociales, pero deben tener especial
cuidado para no trasgredir las normas éticas que
rigen la profesién médica (27).

En este sentido, las asociaciones médicas y los
colegios de médicos en diversos paises han
propuesto guias y manuales para reglamentar
el comportamiento de los médicos en las redes
sociales electronicas (28-31). Entre las normas
adoptadas, se ha planteado que la publicacién
de informacién y de fotografias de los pacien-
tes tomadas durante la consulta, constituye una
franca vulneracion del derecho a la intimidad y a
la confidencialidad de la informacién contenida en
la historia clinica, lo cual tiene implicaciones éticas
y legales y afecta negativamente la confianza de
las personas en la profesion médica (19).
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En este contexto, en el presente estudio se pro-
puso analizar el manejo que los estudiantes de
Medicina de la Pontificia Universidad Javeriana de
Cali hacen de las redes sociales, especificamente
en lo relacionado con la publicacion de fotografias
de los pacientes y el profesionalismo médico.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal
para analizar el manejo de las redes sociales
electrénicas, especificamente la publicacion de
fotografias con los pacientes y el profesionalismo
médico, a partir de la caracterizacién socio-
demografica de los estudiantes de Medicina de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Pontificia
Universidad Javeriana de Cali (Colombia). No
se tuvieron en cuenta los estudiantes de primer
semestre, ya que este no habia comenzado.

Los datos se recolectaron mediante una encuesta
diligenciada por los participantes y estructurada
con base en los siguientes dominios: 1) sociodemo-
grafico y cultural; 2) académico y cognitivo; 3)
socioafectivo y sexual; 4) ético, moral y religioso;
5) participativo y gremial; 6) politico e ideoldgico;
7) relativo a la salud y el uso del tiempo libre, y 8)
deportivo. Estos dominios se habian empleado en
un estudio previo de caracterizacion del estudiante
javeriano (32), de cuya informacion solo se utilizé
la relacionada con el uso de las redes. Antes de
la encuesta los estudiantes no recibieron ningun
tipo de informacién adicional sobre el manejo de
estas redes y el profesionalismo médico diferente
a la informacion incluida en el plan de estudios
en asignaturas como la de medicina basada en la
etiqueta y la de bioética.

La encuesta se disefid en el programa Cardiff
TELEform®, versién 10.0, que permite la captura
automatica de los datos a partir de las respuestas
al cuestionario mediante el sistema de recono-
cimiento 6ptico de caracteres con un lector optico.
Ademas, el programa consolida automaticamente
la informacion de las encuestas y la exporta a
una base de datos compatible con el programa
IBM SPSS Statistics®, version 21.0, con el cual se
analizan las frecuencias.

Por otra parte, se seleccionaron aleatoriamente 20
estudiantes con quienes se constituyé un grupo
focal para recolectar informacion mediante una
entrevista grupal semiestructurada (33,34) en torno
al acceso y el manejo de la informacion en las redes
sociales mas populares (Facebook, Instagram y
Twitter), y con la cual se obtuvo informacion sobre
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las practicas, creencias, actitudes, sentimientos,
experiencias y reacciones de los participantes, con
el fin de determinar la realidad sobre el uso de
dichas redes.

Consideraciones éticas

Una vez el estudio fue aprobado por el Comité de
Etica e Investigacién en Humanos de la Pontificia
Universidad Javeriana de Cali, los estudiantes
contestaron la encuesta tras aceptar su partici-
pacion en el estudio y firmar el consentimiento
informado. En todo momento se preservo la
confidencialidad de la informacién de acuerdo con la
Resolucion 008430 del Ministerio de la Proteccion
Social (35) y con la Declaracion de Helsinki (36).

Resultados

De los 423 estudiantes matriculados en el pro-
grama de Medicina en el primer periodo (enero-
junio) de 2013, 299 (70,7 %) de los inscritos entre
el segundo y el octavo semestres contestaron
la encuesta; 64,3 % correspondia a mujeres
y, 35,7%, a hombres; 90,9 % era mayor de 18
afios, aunque al ingresar al plan de estudios en el
primer semestre, 43,7 % era menor de 18 afios.
En el momento de contestar la encuesta la edad
minima de los participantes era de 16 afios vy, la
maxima, de 28 (media de 19,79; mediana de 20,00;
desviacion estandar de 1,980 y varianza de 3,921).
Con respecto al estrato socioecondmico de los
estudiantes residentes en la ciudad de Cali, 69,9 %
habitaba viviendas de estratos 4, 5y 6,y 9,4%, de
los estratos 1, 2 y 3, en tanto que 20,7 % no sabia
cual era el estrato en el momento de responder la
encuesta. Todos los estudiantes contaban en sus
viviendas con los servicios publicos de energia,
agua, alcantarillado y recoleccion de basuras. En
cuanto a los medios de comunicacién disponibles
en el lugar de residencia, todos los estudiantes
tenian servicio de telefonia fija y telefonia celular,
television e internet, y otros contaban con telefonia
satelital y radioteléfono (37 %).

Del total de participantes, 292 (97,6 %) manifes-
taron ser usuarios activos de, por lo menos,
una de las principales redes sociales: 281
(96,2 %) de Facebook, 206 (70,5 %) de Instagram
y 129 (44,1 %) de Twitter; 149 (51 %) estudiantes
tenian un perfil de usuario en las tres redes
sociales mencionadas.

De los 292 estudiantes que tenian un perfil de
usuario en alguna de las redes sociales, 213
(73 %) contaban con teléfonos inteligentes y
acceso directo a ellas, 35 (12 %) accedian a
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través de dispositivos con conexion a internet
inalambrica como tabletas electrénicas, y 44 (15 %)
lo hacian a través de computadores portatiles y
de oficina. El 17,8 % de los usuarios de las redes
sociales tenia un perfil privado vy, el resto, uno
publico con algunas restricciones.

De los 213 estudiantes poseedores de teléfonos
inteligentes, 210 (98,6 %) se mantenian conec-
tados en tiempo real permanentemente, de tal
forma que accedian a las redes sociales cada vez
que recibian una notificacion automatica. Los tres
(1,4 %) estudiantes restantes accedian digitando
su usuario y contrasefia maximo dos veces al dia,
principalmente al iniciar y al finalizar el dia.

Del total de estudiantes, 190 (65,1 %) manifes-
taron que publicaban habitualmente informacion
escrita (mensajes de texto) o grafica (fotografias y
videos) con el tipo de mensaje propio de cada red
social y de acuerdo con las capacidades técnicas
de cada sistema.

Entre los participantes, 52 (17,6 %) manifestaron
haber publicado, por lo menos, en una ocasién una
fotografia tomada durante la atenciéon a pacientes;
46 (88 %) de estas publicaciones fueron hechas
por estudiantes de sexto a octavo semestre que
habian comenzado sus rotaciones en las diferentes
instituciones prestadoras de servicios de salud; las
seis (12 %) publicaciones restantes correspondian
a actividades extramurales durante las practicas
de salud publica. Por otra parte, 263 (87,9 %)
estudiantes manifestaron saber que la publicacion
de fotografias tomadas durante la atencion a los
pacientes en las que fuera posible identificarlos,
constituia una mala practica profesional con
implicaciones éticas y legales; entre los estudiantes
con cuenta de usuario en alguna de las redes, 17
(5,8 %) habian hecho este tipo de publicaciones,
principalmente en Facebook e Instagram, aun
sabiendo las implicaciones legales y éticas.

Por otro lado, 285 (95,3 %) estudiantes mani-
festaron que habian publicado informacion que
de una u otra forma podria catalogarse como
poco profesional, fundamentalmente en forma de
comentarios y fotografias de actividades sociales y
culturales que, tomadas fuera de contexto, podian
interpretarse como situaciones de intoxicacion por
consumo de alcohol, o imagenes de contenido
sexual explicito o de consumo de cigarrillo, asi
como la expresion de posiciones personales frente
a problemas médicos y sociales actuales, como el
aborto, la eutanasia, el matrimonio y la adopcién
por parte de parejas homosexuales y el consumo
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de marihuana como método terapéutico, entre
otras, las cuales, por ser controversiales, podian
interpretarse como poco profesionales por parte
de personas del comun y de pacientes con acceso
a los perfiles de usuario.

En el grupo focal, los estudiantes manifestaron
que efectivamente habian publicado fotografias de
ellos mismos durante la atencion a pacientes en
los sitios de practica, principalmente en Facebook
e Instagram. Al discutir sobre el propdsito de
hacer este tipo de publicaciones, las respuestas
casi unanimes fueron que “estoy demostrando a
familiares y amigos que como médicos en forma-
cion ya estamos en contacto con los pacientes” y
que “tengo sentido de pertenencia por la profesion
y por la universidad”. Cuando se les pregunté si
reconocian que dicha practica no era profesional
ni ética, la mayoria dijo que “no percibo nada
de malo en subir este tipo de fotografias”, “no
estamos haciendo nada de malo” y “todos lo
hacen sin ningun problema, incluso médicos”. De
igual forma, los estudiantes manifestaron que las
fotografias y su publicacién habian sido autorizadas
verbalmente por los pacientes y, en el caso de
los nifios, por los padres y acudientes, por lo que
al preguntarseles si habia algun asentimiento o
consentimiento informado anexado en la historia
clinica, la respuesta fue negativa.

Frente a la pregunta de si sabian que la publicacion
de fotografias con los pacientes en las redes
sociales tenia implicaciones éticas y legales, las
respuestas incluyeron “no sé”, “no creo” y “si, he
leido algo al respecto”, pero incluso quienes dije-
ron tener conocimiento de ello, habian publicado
fotografias argumentando que “no hay ninguna
mala intencion”.

Con respecto al manejo poco profesional de la
informacion, hubo consenso sobre el derecho a
la libre expresion y a la separaciéon entre la vida
cotidiana y el ambito profesional; en este contexto,
se registraron expresiones como “yo hago con mi
tiempo libre lo que quiera”, “yo puedo publicar mis
actividades personales en mi perfil de usuario sin
que esto afecte mi imagen profesional” y “no creo
que actividades como fumar cigarrillo o tomarme
unos tragos afecte mi profesionalismo”.

Discusion
El profesionalismo es una competencia funda-
mental para la obtencion y el mantenimiento

de la licencia de médico, y la certificacion vy
renovacion del certificado de la especializacion
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meédica en muchos paises. No obstante, las
personas divulgan informaciéon sobre su vida
personal sin someterse al escrutinio profesional,
lo que desemboca en la publicacién imprudente
de opiniones discriminatorias y en la expresion
de conductas sexuales inapropiadas o estados
de intoxicacion por alcohol que reflejan un perfil
individual incompatible con los requisitos de
ingreso a las instituciones, las cuales consideran
esto como una conducta falta de profesionalismo
(22,23,37,38). El punto de quiebre radica en
que la mayoria de los estudios concluyen que
entre los estudiantes de Medicina aspirantes
a una residencia y los educadores médicos no
existe un consenso sobre lo que se considera
una publicacién imprudente, inadecuada o poco
profesional (17), por lo que esgrimen el argumento
de no ser conscientes de que las publicaciones
en las redes sociales electrénicas pueden reflejar
una falta de profesionalismo médico (19).

Sin embargo, y pese a que el uso no profesional
de estas redes por parte de médicos se encuentra
muy bien documentado, y que las sociedades
profesionales han elaborado manuales de com-
portamiento y manejo ético y profesional de
los perfiles de usuario, no se han desarrollado
mecanismos para detectar estas conductas
médicas (39), aun cuando se trata de una
comunidad profesional que ejerce la regulaciéon de
las conductas de sus integrantes (comités de ética
médica, asociaciones de especialistas, cuerpos
colegiados, asociaciones académicas, etc.) y en
la que todos deben velar por el cumplimiento de
las normas éticas y profesionales, inclusive en el
escenario virtual de las redes sociales (40-43).

Segun los resultados de la discusion del grupo
focal, esta se centrd en el desconocimiento de los
estudiantes de las implicaciones éticas y legales
de la publicacion de fotografias de los pacientes en
las redes, lo cual indudablemente es inapropiado
e imprudente, antiprofesional y antiético, y resulta
en una vulneracion del derecho a la privacidad de
los pacientes, a la confidencialidad de su historia
clinica y al secreto médico. Sin embargo, los
estudiantes manifestaron su desacuerdo sobre
lo que se puede considerar e interpretar como
inapropiado y poco profesional en el ejercicio de
la Medicina cuando se trata de la divulgacién a
través de las redes sociales de hechos de su vida
privada. De todas maneras, se percibid cierto
grado de conciencia de que los profesores, las
directivas y los mismos pacientes de una u otra
forma tienen acceso a los perfiles de usuarios y
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que los comentarios y las fotografias inapropiadas
e imprudentes que vulneran la confidencialidad de
la informacion sobre los pacientes pueden generar
expectativas negativas sobre el comportamiento
ético y profesional del médico en formacion, lo
que finalmente afectara también la imagen de la
institucion de educacion superior y de la institucion
prestadora de servicios.

En este sentido, se discutio la Ley 23 de 1981
(44) en la cual se estipula que la historia clinica
“‘es un documento privado sometido a reserva
que unicamente puede ser conocido por terceros
previa autorizacién del paciente” y que “el médico
esta obligado a guardar el secreto profesional en
todo aquello que por razén del ejercicio de su
profesion haya visto, oido o comprendido, salvo
en los casos contemplados por disposiciones
legales”; asi como la Resolucién 1995 de 1999
(45) que determina que la historia clinica “es
un documento privado, obligatorio y sometido
a reserva, en el cual se registran cronolégica-
mente las condiciones de salud del paciente,
los actos médicos y los demas procedimientos
ejecutados por el equipo de salud que interviene
en su atencion”. Por lo tanto, las fotografias
tomadas a los pacientes, incluso si estos las han
autorizado, hacen parte de la historia clinica y
de los documentos legales, técnicos, cientificos
y administrativos pertinentes en los procesos de
atencién y, por ende, quedan cobijadas por la
citada legislacion.

Asimismo, se dejo claro que la intimidad, la priva-
cidad y la confidencialidad constituyen derechos
fundamentales de los seres humanos, adoptados
por la Asamblea General de la Organizacion de
las Naciones Unidas y ratificados por la Corte
Interamericana de Derechos Humanos, a la cual
Colombia se encuentra adscrita, y protegidos por
los principios de la Asociacién Médica Mundial,
incluida la Declaracion de Helsinki, y por el estado
colombiano en sus leyes, empezando por la
Constitucion Politica.

Al comparar los resultados de este estudio con
otros reportes (cuadro 1) hallados en la revi-
sion sistematica de la literatura a través de
PubMed, quedd claro que la investigacion de
las implicaciones éticas y legales del manejo de
la informacion en las redes sociales por parte
de estudiantes y residentes de Medicina y de
profesionales médicos, se centra en la vulneracion
del derecho a la confidencialidad de los pacientes
y en el detrimento del profesionalismo médico.

Redes sociales electrénicas y estudiantes de medicina

Aunque este estudio tiene limitaciones porque no
valoré directamente los perfiles de usuario de los
estudiantes en las redes sociales, con la encuesta
y la discusion en el grupo focal se pudo tener
una percepcion sobre lo que representa para los
estudiantes la publicacion de fotografias de los
pacientes durante su atencion.

La encuestas y la discusién del grupo focal
permitieron determinar que la mayoria de los
estudiantes desconoce las implicaciones éticas y
legales de la publicacion y difusion de fotografias que
vulneren la confidencialidad de la atencién médica
de los pacientes, y que no logran determinar el
punto en el que las publicaciones y los comenta-
rios sobre sus actividades socioculturales pueden
resultar controversiales en nuestra sociedad y ser
juzgadas fuera de contexto como poco profesionales
por personas del comun, asi como por los pacientes
y por los integrantes de la comunidad académica,
cientifica y asistencial que, de una u otra forma,
tienen acceso a los perfiles de usuario.

En conclusion, la muestra estudiada correspondia
a una poblacion homogénea, con las mismas
caracteristicas sociodemograficas y de acceso
a teléfonos celulares inteligentes que les permi-
tian mantenerse conectados en tiempo real a
las redes, principalmente Facebook, y acceder
a los comentarios y fotografias publicadas por
ellos mismos y por sus contactos. Asimismo,
una cantidad significativa de estudiantes habia
publicado en las redes sociales fotografias
tomadas en los sitios de docencia asistencial, en
diferentes instituciones prestadoras de servicios
de salud y durante la atencién a los pacientes.
De igual forma, los estudiantes manifestaron
que publicaban contenidos que podrian ser
catalogados como poco profesionales. Las redes
sociales preferidas para este tipo de publicaciones
eran Facebook e Instagram.

La recomendacion, entonces, es que frente a la
tendencia a publicar fotografias que vulneran la
confidencialidad de la historia clinica, permiten
conocer la identidad de los pacientes, de las
instituciones académicas y de los prestadores de
servicios de salud, y revelan el secreto médico,
se incluyan en las catedras de Etica Médica y
Bioética, y en cualquier espacio académico afin,
conferencias y clases magistrales que propicien la
discusion sobre las implicaciones éticas y legales
de la difusion de fotos de los pacientes en las
redes sociales. Lo mismo aplica para las activi-
dades socioculturales que pueden comprometer
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Cuadro 1. Estudios sobre el uso no profesional de las redes sociales electrénicas por parte de estudiantes y profesionales

de Medicina
Autores Ano Lugar Tipo de Muestra Objetivo Resultados y conclusiones
estudio
Thompson, 2008 Estados Descriptivo  Estudiantes Determinar el uso El 44,5 % contaba con perfil de usuario,
etal. (15) Unidos de Medicina no profesional de 37,5 % manejaba perfiles privados,
y residentes Facebook 64,3 % publicaba mensajes de texto,
enlaces y fotografias con gran frecuencia.
Chretien, 2009 Estados Descriptivo  Estudiantes Determinar el uso El 52 % de los participantes publicaba
etal. (19) Unidos de Medicina no profesional mensajes con lenguaje obsceno, 48 %
de las RSE usaba expresiones discriminatorias, 38 %
incluia representaciones textuales y graficas
sugestivas de contenido sexual, 39 % aludia
al consumo e intoxicacion por alcohol y
sustancias ilicitas.
Landman, 2010 Estados Descriptivo  Residentes y Determinar el uso El 64 % de los residentes y 22 % de los
etal. (21) Unidos profesores de no profesional profesores contaban con perfil de usuario
Medicina de Facebook en Facebook, 50 % de los perfiles era
publico, 31 % de las publicaciones se
relacionaba con la practica médica, 14 %
vulneraba la privacidad de los pacientes.
Chretien, 2011 Estados Descriptivo  Profesionales Determinar el uso Se evidencio la vulneracion de la
etal. (37) Unidos de Medicina no profesional confidencialidad de la informacion de
de Twitter los pacientes en los perfiles de usuario
de Twitter.
Greysen, 2012 Estados Descriptivo  Profesionales Evidenciar denuncias El 92 % de los participantes habia vulnerado
et al. (40) Unidos retrospectivo  de Medicina por conductas no el derecho a la confidencialidad de la
apropiadas en informacion de los pacientes y la
las redes sociales prescripcion de medicamentos sin una
electronicas que relacion clinica establecida.
condicionaran el
profesionalismo
de los médicos
von 2012  Suecia Revision Estudiantes y Determinar el uso Entre 4 y 68,2 % de los participantes
Muhlen M, sistematica de profesionales de Facebook publicaba contenidos que vulneraban el
et al. (46) la literatura  de Medicina, y Twitter derecho a la confidencialidad del paciente.
Odontologia,
Enfermeria 'y
Farmacéutica
Golden, 2012 Estados Descriptivo  Residentes de Evaluar el uso El 51 % de los perfiles de usuario
et al. (25) Unidos Otorrinolaringologia ~ de Facebook era totalmente publico, y 11 % de
las publicaciones se consideraron
potencialmente violatorias de la ética
y del profesionalismo médico.
Farooqi, 2013 Pakistan Descriptivo  Estudiantes Evaluar el efecto El 64 % de los participantes tenia perfil de
etal. (47) de Medicina de Facebook en usuario, 40,1 % revisaba las notificaciones
la vida social de su cuenta tres veces al dia como minimo,
sin importar la actividad que se encontrara
haciendo.
Brynolf, 2013  Suecia Descriptivo  Estudiantes y Evaluar el contenido  El 1,9 % se consideré como publicaciones
et al. (48) profesionales de los mensajes poco profesionales y 0,2%, como
de Medicina de Twitter potencialmente violatorias de la privacidad
de los pacientes.
Ponce, 2013 Estados Descriptivo  Médicos que Evaluar el uso El 9 % tenia contenidos que vulneraban la
et al. (26) Unidos solicitaron de Facebook ética médica debido a comportamientos poco
residencias profesionales.
Clyde, 2014 Estados Descriptivo  Estudiantes Evaluar el uso La mayoria de publicaciones sobre
etal. (39) Unidos de Medicina de Facebook situaciones personales y cotidianas se
podian interpretar como poco profesionales.
Este 2014 Colombia Descriptivo  Estudiantes Evaluar el uso de El 17,6 % de los participantes manifestd
estudio de Medicina Facebook, Twitter haber publicado por lo menos en una ocasion

e Instagram

una fotografia tomada durante la atencion a
los pacientes; 95,3 % publicaba informacién
que de una u otra forma podria catalogarse
como poco profesional, fundamentalmente
comentarios y fotografias relacionadas con
actividades socioculturales.
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el profesionalismo de los estudiantes, residentes
y profesionales de la medicina, a quienes se les
sugiere leer y seguir las recomendaciones que al
respecto propone la Asociacion Médica Mundial.
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ARTICULO ORIGINAL

La insuficiencia de conocimientos para
el diagnéstico microscopico de la malaria en técnicos
de la red de laboratorios de Luanda, Angola

Garcia Nazaré-Pembele', Lazara Rojas?, Fidel Angel Nufiez?

' Instituto Nacional de Salud Publica, Luanda, Republica de Angola
2 Departamento de Parasitologia, Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, La Habana, Cuba

Introduccion. La malaria, o paludismo, continta siendo uno de los mas importantes problemas de salud
publica a nivel mundial. La gota gruesa sigue siendo la técnica de referencia para su diagnéstico.
Objetivo. Evaluar los conocimientos para el diagndstico de la malaria de técnicos del sector de la salud
en Luanda, Angola, mediante una encuesta.

Materiales y métodos. La preparacion de la encuesta transcurrio en tres etapas: primero, se hicieron
entrevistas abiertas a los técnicos en torno a los diferentes procedimientos para el diagnéstico
microscopico de la malaria; en una segunda etapa, se prepard el cuestionario preliminar, y en la
tercera, se elabor6 el cuestionario definitivo. La encuesta se hizo en un grupo de 120 técnicos de la
red nacional de salud entre los meses de abril y julio de 2013. Se comparo la proporcion de respuestas
correctas e incorrectas considerando como significativo un valor de p<0,05.

Resultados. Las respuestas incorrectas predominaron sobre las correctas, de forma estadisticamente
significativa (p<0,05), en las preguntas sobre: las manifestaciones clinicas (68 Vs. 52); las especies de
Plasmodium segun zonas geograficas (76 Vs. 44); el tipo de granulaciones segun la especie parasitaria
(96 Vs. 24); el tipo de lente para visualizar la gota gruesa (105 Vs. 15); la forma de hacer un informe del
resultado de la microscopia (76 Vs. 44); el tiempo y la concentracion de las diferentes soluciones que
se utilizan (81 Vs. 39), y el niumero de parasitos por 200 leucocitos (96 Vs. 24).

Conclusiones. Se demostro la insuficiencia de conocimientos para el diagnostico microscopico
de la malaria. Estos resultados serviran de base para el desarrollo de las herramientas de una
intervencion educativa orientada a mejorar la calidad del diagnéstico de la malaria en la red de
laboratorios de Luanda.

Palabras clave: malaria/diagnostico, recoleccion de datos, personal de laboratorio, Angola.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2623

Lack of knowledge regarding the microscopic diagnosis of malaria by technicians of the
laboratory network in Luanda, Angola

Introduction: Malaria is still one of the most important public health problems worldwide. The diagnosis
of this disease is still mainly based on thick blood films.

Objective: To evaluate the knowledge about malaria diagnosis of the technicians of the public health
network in Luanda, Angola, by means of a survey.

Methods: This survey was carried out in three phases. In the first one, open interviews were done to
technicians related with the different procedures for malaria diagnosis. In the second one, a preliminary
questionnaire was prepared and evaluated. In the third phase, a definitive questionnaire was applied
to 120 technicians from Luanda between April and July, 2013. The proportions of correct and incorrect
answers were compared for every question of the survey.

Results: Significantly higher proportions of incorrect answers (p<0.05) were found in the questions
related to clinical manifestations, 68/52 (p<0.05), species of Plasmodium according to geographical
areas, 76/44 (p<0.05), the type of granulations according to species, 96/24 (p<0.01), the class of
microscope magnifying glasses used to observe the thick smear, 105/15 (p<0.01), the thick smear
report, 76/44 (p<0.01), the time and preparation of different stain solutions, 81/39 (p<0.01), and the
number of parasites counted per 200 leukocytes, 96/24 (p<0.01).

Contribucién de los autores:

Garcia Nazaré-Pembele: idea principal, trabajo de campo en la Republica de Angola y aplicacion del cuestionario a los
técnicos participantes

Lazara Rojas: preparacion del cuestionario, interpretacion de los resultados, escritura y revision del trabajo

Fidel Angel Nufiez: disefio estadistico e interpretacién de los resultados.
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Conclusions: Various failures for the microscopic diagnosis of malaria were observed amongst the
evaluated technicians. These results will be useful as a baseline study before applying an educational
intervention aimed to improve the quality of malaria diagnosis in Luanda’s laboratory network.

Key words: malaria/diagnosis, data collection, laboratory personnel, Angola.
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La Republica de Angola es un pais situado en la
costa occidental de Africa, que presenta diferentes
grados de endemismo de malaria o paludismo,
enfermedad que es la principal causa de morbimor-
talidad en el pais y afecta especialmente a nifios
menores de cinco afios y mujeres embarazadas.
En el 2013, el Programa Nacional de Control de la
Malaria en Angola estimé una incidencia de seis
millones de casos de malaria y tres mil muertes
por esta causa (comunicacion personal, Filomeno
Fortes, jefe del Programa Nacional de Control de
la Malaria en Angola).

En 1880, Alphonse Laveran publicé la primera des-
cripcion de los parasitos causantes de la malaria.
Desde entonces, la observacion en el microscopio
de los parasitos que invaden los glébulos rojos,
con la ayuda de colorantes que tifien el ADN
parasitario, ha sido la técnica por excelencia para
el diagndstico del paludismo (1). La gota gruesa
continda siendo la técnica de referencia, sobre
todo en los paises con una gran morbimortalidad
y una elevada intensidad de la transmision. Esta
técnica es de bajo costo y sencilla, y con ella se
pueden establecer las densidades parasitarias
y los estadios del ciclo de vida del parasito. Es
un procedimiento sensible y especifico que, si se
realiza con la calidad requerida, brinda una gran
confiabilidad (2,3).

Los resultados de esta técnica dependen fun-
damentalmente de la experiencia del técnico
microscopista, aunque existen otros factores que
inciden en su utilizacién y afectan sensiblemente
el éxito de los programas nacionales de control
de la malaria en diferentes areas endémicas.

En la guia del Programa Nacional de Control de la
Malaria de Angola, se estipula que el tratamiento
eficaz de la enfermedad debe basarse en un
diagnéstico de laboratorio preciso que permita la
identificacién y la diferenciacion de las especies
de Plasmodium, dando lugar a un tratamiento

Correspondencia:

Garcia Nazaré, Departamento de Parasitologia, Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri”, La Habana, Cuba

Teléfono: (53) 5829 6627
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racional y esencial para retardar el fenémeno de la
resistencia por el uso indiscriminado de farmacos
antipaludicos, para lo cual es necesario contar con
personal bien entrenado y capacitado (4).

Segun Fortes, et al. (4), en Angola la microscopia
Optica, a pesar de ser la técnica de referencia
para el diagnéstico de la malaria, presenta varias
limitaciones, algunas de ellas asociadas a las
condiciones propias de los laboratorios, y a la
formacién y la experiencia de los técnicos que
hacen la lectura de la gota gruesa y el extendido.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar
los conocimientos tedricos que pudieran estar
incidiendo en la calidad del diagnéstico de la
malaria mediante una encuesta a técnicos del
sector de la salud en Luanda, Angola.

Materiales y métodos

La preparacion del cuestionario transcurrié en
tres fases. En la primera, se hicieron entrevistas
abiertas a un grupo de técnicos considerados
competentes dada su experiencia; las preguntas
contenidas en esta entrevista se relacionaban
con los diferentes procedimientos del diagnéstico
de la malaria mediante el examen microscépico
de la gota gruesa y del extendido de sangre
periférica. Las entrevistas estuvieron a cargo de
los investigadores del estudio.

Se establecieron varios grupos de preguntas que
abarcaron los principales aspectos relacionados
con el diagnostico microscépico de la malaria y
se dividieron por acapites, de la siguiente forma:
aspectos generales de la malaria; aspectos morfo-
I6gicos de las diferentes especies de parasitos
que producen la enfermedad; aspectos de la
microscopia propiamente dicha; aspectos de la
coloracion de la gota gruesa, y aspectos de los
métodos de cuantificacion de la parasitemia.

Para cada uno de los acapites se hicieron varios
enunciados con diferentes opciones de respuestas
(cuatro en total), de las cuales solo una era correcta.

El procesamiento y la evaluacién de la informacion
fueron sencillos, pues en cada grupo de preguntas
solamente existian dos opciones en la respuesta:
correcta o incorrecta.
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En la segunda fase se prepar6 el cuestionario
preliminar. Con base en los resultados de las
entrevistas, se estructuraron las preguntas de dicho
cuestionario, a lo cual se agregd la experiencia
acumulada en el Departamento de Parasitologia
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” en
la preparacion y la aplicacion de instrumentos de
este tipo, asi como las opiniones sobre el tema de
algunos especialistas en el empleo de las encuestas
como herramientas de investigacion. Ademas,
se utilizaron los interrogantes clave planteados
por la Organizacion Mundial de la Salud y la
Organizacion Panamericana de la Salud en cursos
relacionados con la malaria, dirigidos a estudiantes
de laboratorio clinico (5). Después se reviso todo
exhaustivamente, teniendo en cuenta que la
encuesta podria servir para el establecimiento de
lineas de base en la evaluacion de una intervencion
posterior de capacitacién del personal técnico a
cargo del diagndstico microscépico de la malaria.

En la tercera fase, se redactd el cuestionario
definitivo: una vez elaborado el cuestionario
preliminar, el cual contenia 25 preguntas, este
se sometid al escrutinio de varios expertos.
Posteriormente, se hizo la validacién, es decir,
se evaluo la factibilidad de su empleo mediante
la aplicacion del cuestionario a cuatro médicos
especialistas en Parasitologia y a otro grupo de 10
técnicos de laboratorio clinico familiarizados con el
diagnostico microscopico de la malaria, los cuales
prestaban servicios fuera de las areas donde se
aplico el cuestionario definitivo. Después de hacer
las correcciones y las enmiendas resultantes de
dichas consultas, el instrumento quedo listo para
su utilizacion.

No se considerd necesaria la elaboracion de
un formato instructivo para la aplicacién del
cuestionario, pues esta estuvo a cargo de uno de
los autores de la investigacion.

El cuestionario definitivo incluyé 20 preguntas
congregadas en cinco grupos. Uno constaba de
cuatro preguntas (20 %) relacionadas con aspectos
generales de la malaria, como la determinacion
de la forma mas comun de transmisién de la
enfermedad, el reconocimiento de los sintomas
clinicos mas frecuentes, la produccion del ciclo
evolutivo, y otros aspectos generales sobre la
epidemiologia de la enfermedad. Otro grupo,
también de cuatro preguntas (20 %), se referia a
las caracteristicas morfolégicas de los parasitos
causantes de la malaria y a las alteraciones mas
frecuentes que se producen en los glébulos rojos
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segun la especie parasitaria que los afecta. Un
grupo de seis preguntas (30 %) versaba sobre
los aspectos microscopicos propiamente dichos,
incluidos los procedimientos para garantizar
una 6ptima calidad en la toma de la muestra, los
relacionados con el tipo de lente para visualizar
la gota gruesa y los elementos del informe de los
resultados del examen microscoépico. Otro grupo
de cuatro preguntas (20 %) se relacionaba con los
métodos de coloracion de la gota gruesa; por ultimo,
dos preguntas (10 %) del cuestionario se referian a
los métodos de cuantificacion de la parasitemia. El
cuestionario definitivo recopild, ademas, los datos
generales de los participantes y se aplicé entre los
meses de abril y julio de 2013 a un grupo de 120
técnicos de laboratorio de nivel basico y medio en
el andlisis clinico de la red nacional de salud de
Luanda, Republica de Angola.

Andlisis estadistico

Con el empleo el programa Epi-Info, version
6.04, se confeccioné una base de datos con la
informacion obtenida de la encuesta a los 120
técnicos. El procesamiento y la evaluacion de la
informacion fueron sencillos, pues en cada grupo
de preguntas solamente existian dos opciones en
la respuesta: correcta o incorrecta.

Se calculd la proporciéon de respuestas correctas
e incorrectas en cada una de las preguntas segun
los diferentes acapites y se compararon las fre-
cuencias de ambos grupos para cada pregunta
con una prueba de comparacién de proporciones.
Se considero significativo un valor de p<0,05.

Aspectos éticos

Este estudio fue aprobado por la Comision
Cientifica del Hospital del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” de La Habana, Cuba, y por
el Comité de Etica del Instituto Nacional de Salud
Publica de Luanda, Angola.

Resultados

De los 120 técnicos encuestados, todos respon-
dieron las 20 preguntas del cuestionario y en
ningun caso se anularon encuestas.

Como se muestra en el cuadro 1, al comparar la
frecuencia de respuestas correctas e incorrectas en
el grupo de preguntas que median los conocimien-
tos sobre aspectos generales de la malaria, en
las relacionadas con las manifestaciones clinicas
y las especies de Plasmodium segun zonas
geograficas, predominaron de forma significativa
las respuestas incorrectas (p<0,05). De igual forma,
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Cuadro 1. Comparacioén de la frecuencia de las respuestas correctas e incorrectas en cada pregunta de los cinco grupos de

aspectos evaluados

Respuestas Respuestas
Aspectos evaluados Total correctas incorrectas p
n (%) n (%)
Aspectos generales
La forma mas comun de transmisién de la malaria 120 114 (95,00) 6 (5,00) <0,001
Manifestaciones clinicas de la malaria 120 52 (43,33) 68 (56,66) <0,05
Ciclo evolutivo 120 73 (60,83) 47 (39,16) <0,001
Especie de plasmodio segun zona geografica 120 44 (36,66) 76 (63,33) <0,001
Morfologia
Tipo de granulaciones segun especie parasitaria 120 24 (20,00) 96 (80,00) <0,001
Diferencias morfologicas de los gametocitos segun especie parasitaria 120 78 (65,00) 42 (35,00) <0,001
Elementos celulares fundamentales de Plasmodium 120 86 (71,66) 34 (28,33) <0,001
Etiologia del pigmento paludico 120 114 (95,00) 6 (5,00) <0,001
Microscopia
Relacionados con los glébulos rojos parasitados 120 68 (56,66) 52 (43,33) <0,05
Relacionados con los glébulos blancos en una gota gruesa 120 113 (94,16) 7 (5,85) <0,001
Relacionados con las dimensiones de una gota gruesa 120 71 (59,17) 49 (40,83) <0,001
Relacionados con el tipo de lentes para visualizar la gota gruesa 120 15 (12,50) 105 (87,50) <0,001
Elementos sanguineos que pueden encontrarse en una gota gruesa 120 86 (71,66) 34 (28,33) <0,001
Informe del resultado de la microscopia 120 44 (36,66) 76 (63,33) <0,001
Coloracion
Sustancias utilizadas para fijar el extendido de la sangre 120 66 (55,00) 54 (45,00) =0,121
pH éptimo de las soluciones 120 111 (92,50) 9 (7,50) <0,001
Tipo de marcador utilizado para identificar una gota gruesa 120 53 (44,16) 67 (55,83) =0,07
Tiempo y concentracion de las diferentes soluciones utilizadas 120 39 (32,50) 81 (67,50 ) <0,001
Cuantificacion
Numero de parasitos por pl de sangre 120 71 (59,16) 49 (40,83) <0,001
Numero de parasitos por 200 leucocitos 120 24 (20,00) 96 (80,00) <0,001

en relacién con las preguntas sobre los aspectos
morfologicos de Plasmodium spp., se pudo apre-
ciar que las respuestas incorrectas sobre el tipo
de granulaciones segun la especie parasitaria,
predominaron sobre las incorrectas de forma
estadisticamente significativa (p<0,01).

En el acapite concerniente a la microscopia,
en lo relativo al tipo de lente para examinar
la gota gruesa y la forma de hacer un informe
correcto del resultado de la microscopia, también
predominaron las respuestas incorrectas (p<0,01),
al igual que en las preguntas sobre los aspectos
relativos a la coloracion, especificamente el tiempo
y la concentracion de las diferentes soluciones
utilizadas (p<0,01).

Por ultimo, en las preguntas sobre la cuantificacion
de la parasitemia, se observé que 80 % de los
encuestados respondié errbneamente ala pregunta
relacionada con el numero de parasitos por 200
leucocitos (p<0,01).

Discusion
Los conocimientos sobre la malaria han experi-
mentado significativos progresos durante los

ultimos decenios, con implicaciones en la practica
meédica. Dichos avances en el conocimiento
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de la parasitosis aun no estan incorporados al
quehacer de los técnicos directamente vinculados
con su diagnéstico. Uno de los conocimientos
mas arraigados, emanados de la practica médica
tradicional, se relaciona con las manifestaciones
clinicas de la malaria aguda no complicada,
caracterizada por el paroxismo paludico: esca-
lofrios, fiebre y sudoracion (6). A pesar de
esto, un numero significativo de encuestados
respondié errébneamente a la pregunta sobre las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, ya
que atribuyeron a la malaria otros sintomas que
guardan muy poca O ninguna relacién con el
paroxismo agudo de una malaria no complicada.
Esta pudiera ser una de las causas de los falsos
diagndsticos positivos que se emiten con cierta
frecuencia en areas endémicas de paludismo,
pues el personal técnico no médico es el que en
muchas ocasiones recibe a los pacientes y es
responsable de su tratamiento y seguimiento.

Los aspectos epidemiolégicos pueden contribuir
positivamente a la correcta interpretacion de un
cuadro clinico paludico. El conocimiento de las
diferentes especies parasitarias predominantes
segun las areas geogréficas, en ocasiones, ayuda
a la compleja identificacién de las especies, lo
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que complementa la interpretacion microscopica
cuando esta es responsabilidad de personal no
experimentado (6); sin embargo, un significativo
numero de los encuestados no pudo identificar
correctamente las especies.

En cuanto a la morfologia, los principales errores
se dieron en la respuesta a la pregunta sobre los
diferentes tipos de granulaciones que se observan
en el glébulo rojo parasitado y que varian en su
tonalidad segun la especie de Plasmodium. Se
sabe que el eritrocito parasitado puede sufrir
deformaciones y presentar granulaciones rosadas,
denominadas de Schiffner en Plasmodium vivax
y P. ovale, de Maurer, en P. falciparum, y de
Ziemann, en P. malariae, estas ultimas, dificiles
de observar. Sin embargo, el mayor porcentaje
de respuestas incorrectas se produjo en las rela-
cionadas con la sustitucion de granulaciones por
las mitocondrias, que constituye un dato bioldgico
importante y constituye un error de conocimiento
basico en torno a los detalles morfolégicos de
Plasmodium determinantes para establecer un
buen diagndstico microscépico.

Reyburn, Coleman y Milne (7-9) han sefalado que,
si la gota gruesa esta bien preparada y coloreada,
no debe haber dificultad en la visualizacion
microscopica del parasito y, por ende, en la
identificacion de la especie de Plasmodium.
No obstante, es de destacar que, dado el gran
pleomorfismo en las diferentes estructuras mor-
fologicas de los parasitos que producen la malaria
(cada especie y cada estadio morfolégico difieren
entre si), el personal encargado del diagnéstico
tiene que estar muy bien entrenado para evitar
confusiones, e incluso asi, en ocasiones se
presentan ciertas dificultades que resultan en
un diagnéstico equivocado. Ademas, la gota
gruesa y el extendido pueden presentar algunos
contaminantes ambientales como hongos, par-
ticulas de polvo, células vegetales y bacterias.
Estos artefactos a veces capturan los colorantes
durante el proceso de tincion, provocando
confusion y dificultades en el diagndstico (7,9).
Asimismo, los colorantes mismos pueden estar
contaminados con algunas de estas estructuras
e interferir con el proceso de coloracién y, en
consecuencia, con la visualizacion microscopica.

Llama la atencién que en las preguntas sobre
el tipo de lente que se debe utilizar y la forma de
presentar el informe del resultado de la micros-
copia, predominaron de forma significativa las
respuestas erroneas. Es muy importante insistir en
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que, si se quiere tener una imagen microscépica
nitida, debe combinarse un ocular de 10X y un
objetivo de 100X para lograr un aumento total
de 1.000X, que es la norma a la cual se ajustan
los microscopios compuestos clasicos (2) para
evitar esfuerzos innecesarios y el cansancio del
microscopista. En este sentido, los errores se
debieron al desconocimiento de este enunciado,
lo cual puede provocar la seleccion errénea de
lentes para el examen microscoépico.

Un correcto informe de la lectura de la gota
gruesa debe incluir la especie de Plasmodium, el
estadio morfolégico y la parasitemia. Son estos
precisamente los aspectos mas importantes
que debe conocer el médico para establecer un
tratamiento adecuado y eficiente en un paciente
con paludismo (10,11).

La magnitud de la parasitemia, o densidad parasi-
taria, es un parametro objetivo que permite estimar
la intensidad de la infeccion, la que a su vez se
relaciona con la gravedad de las manifestaciones
clinicas (12). Existen varios métodos para
determinar la densidad parasitaria, cuyo manejo
exige que los técnicos estén bien capacitados y
entrenados en el reconocimiento de los diferentes
tipos de células y de componentes de la sangre,
en especial, los leucocitos. Precisamente este fue
otro de los parametros en el que se encontrd el
mayor porcentaje de errores en las respuestas
emitidas por los encuestados, pues no sabian
cémo determinar la parasitemia segun el nimero
de parasitos por 200 leucocitos. Estos errores
tienen gran peso en el desempefio de los técnicos,
pues la cuantificacién precisa de la parasitemia
proporciona al clinico un dato objetivo para evaluar
la intensidad de la infeccion paludica, el resultado
del tratamiento y la sensibilidad in vivo a los
farmacos esquizonticidas sanguineos.

En los aspectos evaluados relacionados con la
coloracién, el tiempo y la concentracion de las
diferentes soluciones utilizadas para la coloracion
de la gota gruesa, también predominaron las
respuestas erréneas. El desconocimiento de estos
procedimientos resulta en una mala coloracion
de las estructuras de los parasitos. Resultados
similares se obtuvieron en el estudio de Ginorio,
et al. (13), sobre el control de calidad del
diagnostico de paludismo en la provincia de
Cienfuegos; los autores consideraron que las
razones fundamentales de esas dificultades
radicaron en la inexistencia de documentos
escritos o manuales de procedimientos técnicos
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para el diagndstico, asi como en la falta de
entrenamientos y actualizaciones sistematicas
del personal encargado de esta actividad.

Segun Hemme, et al. (14), para lograr calidad
en el diagnostico microscopico de la malaria y
mejorar competencias, resulta indispensable la
capacitacion periodica del recurso humano que
desempefa esta funciéon en paises en desarrollo.
Este planteamiento, de ser aplicado en Angola,
permitiria obtener una mayor confiabilidad en el
diagndstico microscépico de la malaria. El desarrollo
de estrategias para mejorar las competencias de
los trabajadores de la salud relacionadas con el
diagndstico y el tratamiento del paludismo, es muy
necesario no solo en Angola sino, probablemente,
en otros paises de la regién (15).

En algunos paises del continente africano, entre
los cuales se destacan Etiopia (16), Zambia
(17), Congo (18) y Uganda (19), también se
han encontrado deficiencias en el diagndstico
de la malaria y en algunos se han desarrollado
programas de intervencion educativa con el
objetivo de mejorar la calidad del diagndstico
de esta parasitosis en las respectivas redes de
laboratorios, lo que constituye unas de las bases
sustentables para su control en la region.

Un estudio de 122 centros de salud de Etiopia
(11) indicd que, aunque la mayoria de los centros
tenian una infraestructura y equipamientos basicos
aceptables,para el diagndstico microscépico de
la malaria, habia un problema significativo de
suministro de materiales y reactivos de laboratorio,
y no se programaban entrenamientos ni super-
visiones de apoyo, una debilidad del sistema que
contribuye al deterioro de la calidad de los servicios
que se prestan.

Desde el punto de vista tedrico, este estudio
encontrd una serie de insuficiencias de conoci-
miento en el personal responsable del diagndstico
microscopico de la malaria. Se deben crear
mecanismos educativos estables que tengan
la garantia del sistema de salud publica de
Angola. Conjuntamente con la capacitacion, debe
procurarse el establecimiento de un sistema
de gestiéon de la calidad bien ejecutado que
complemente las acciones para, asi, mejorar la
competencia del personal técnico encargado del
diagndstico microscépico de la malaria.

Este constituye el primer paso de una serie de
intervenciones que se deben realizar para mejorar
aspectos relacionados con el diagnéstico de esta
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importante parasitosis en el pais siguiendo las
recomendaciones de la Organizacién Mundial de
la Salud para la evaluacion del desempefio, con la
respectiva acreditacion peridédica de competencias,
como parte de un proceso de mejoria que incluya
un programa de entrenamiento continuo. Ademas,
debe tenerse en cuenta que en el desempefio final
de los microscopistas de Luanda, pudieron haber
influido también otros factores, como el volumen
de trabajo, la adecuacion de las condiciones de
trabajo, y la falta de equipos e insumos apropiados,
entre otros aspectos que no fueron evaluados
en el presente estudio y que deben ser motivo de
futuras investigaciones.

Los resultados obtenidos en este estudio serviran
de base para la aplicacién de una posible inter-
vencion educativa dirigida a mejorar la calidad del
diagndstico de la malaria en la red de laboratorios
de Luanda, asi como su posible extension a todo
el pais.
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Comparison of independent and dependent culture
methods for the detection of transient bacteremia
in diabetic subjects with chronic periodontitis
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Introduction: Oral-derived bacteremia may occur after several dental procedures and routine daily
activities. Some conditions of the oral cavity may favor episodes of bacteremia. This would be the case
of patients with diabetes mellitus and periodontitis, who exhibit exacerbated gingival inflammation and
may be more prone to developing oral-derived bacteremia.

Objective: To compare the effectiveness of an independent culture method (quantitative real-time
PCR- qCR) and the most commonly used method (BacT-ALERT 3D®) for the diagnosis of bacteremia.
Materials and methods: Blood samples were drawn from subjects with type 2 diabetes mellitus and
chronic periodontitis before and after apple chewing. Samples were processed by an automated blood
culture system (BacT-ALERT 3D®) monitored for 15 days with suitable subculture of positive cultures.
In parallel, whole DNA from blood samples was purified using a commercial kit and screened by gPCR
using a universal primer set 0f16S rDNA for bacteria detection.

Results: Blood cultures taken before apple chewing were shown to be negative by the two diagnostic
methods. After chewing, two samples (11%) showed bacterial growth by BacT-ALERT 3D® whereas
gPCR did not detect the presence of bacteria in any sample.

Conclusions: gPCR did not show greater effectiveness than the BacT-ALERT 3D® in the detection of
bacteremia of oral origin.

Keywords: Bacteremia, real-time polymerase chain reaction, periodontitis, diabetes mellitus/
diagnosis, microbiology.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i1.2674

Comparacion entre métodos de cultivo independientes y dependientes para la deteccion de
bacteriemia transitoria en individuos diabéticos con periodontitis crénica

Introduccién. Las bacteriemias de origen oral pueden ocurrir después de procedimientos
odontoldgicos y de otros actos cotidianos. Algunas condiciones de la cavidad oral favorecen las
bacteriemias como en el caso de pacientes con diabetes mellitus y periodontitis que presentan
inflamacion gingival exacerbada.

Objetivo. Comparar la eficacia de un método independiente de cultivo (PCR cuantitativa) y otro
dependiente (BacT-ALERT 3D®) en la deteccion de la bacteriemia.

Materiales y métodos. Se tomaron muestras de sangre de individuos con diabetes mellitus de tipo Il y
periodontitis, antes y después de la masticacion de manzana. Una alicuota se proceso por el sistema
automatizado de hemocultivo (BacT-ALERT 3D®) y se monitorizé durante 15 dias; la otra alicuota fue
tratada para la extraccion del ADN y procesada por RT-PCR usando un conjunto de cebadores de 16S
rDNA exclusivos para bacterias.

Resultados. En las muestras tomadas antes de masticar se confirmé la ausencia de bacterias mediante
los dos métodos. En las muestras tomadas después de masticar la presencia de bacterias se evidencié
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PCR versus culture for bacteremia detection

unicamente en dos hemocultivos y en ninguna de las muestras se detecto la presencia de bacterias

con el método de RT-PCR.

Conclusiones. La PCR cuantitativa no mostré mayor eficacia que el BacT-ALERT 3D® en la deteccién

de la bacteriemia de origen oral.

Palabras clave: bacteriemia, reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, periodontitis,

diabetes mellitus/diagndstico, microbiologia.
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Bacteria may be transiently found in the blood-
stream after dental healthcare procedures such as
scaling and root planning (1-6),as well as during
certain daily activities involving the gums, such
as mastication or tooth brushing (5,7). However,
these bacteria are normally eliminated by the
host immune system after a short period of time
(5,7,8). This event, known as transient bacteremia
of oral origin, might lead to endocarditis (9) or favor
other chronic processes, such as atherosclerosis
(8,10,11).

Periodontitis is a polymicrobial infection caused
by microorganisms that colonize and may invade
periodontal tissues, leading to connective tissue
and alveolar bone loss. Oral biofilm accumulation
and the concomitant inflammatory response asso-
ciated with periodontitis have been shown to be
closely related to transient oral-derived bacteremia
(12-14). The ulcerated pocket epithelium underlying
the highly vascularized and dilated vascular network
of the adjacent connective tissue contribute to the
migration of microorganisms into the bloodstream
(9). In addition, this process may be favored by
intermittent changes in vessel pressure after
any intervention surrounding the gum, because
the blood pressure becomes negative, making it
possible for bacteria to spill into the blood stream
(15). Therefore, the risk of presenting transient
bacteremia depends not only on bacterial load,
but also on the severity of gingival inflammation.
From this perspective, patients with inflammatory
response disorders may be more prone to devel-
oping transient bacteremia. This might be the case
of patients diagnosed with diabetes mellitus (DM),
who exhibit worse gingival inflammation when they
suffer from periodontal disease (16-19). Therefore,
these patients may be at an increased risk for
developing transient bacteremia.
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To date several methods, including dependent
and independent culture techniques, have been
used to detect bacteria in blood during oral-
derived transient bacteremia (1,20-22). The most
commonly used methods are the continuous-
monitoring blood culture systems (23), such as
the BacT-ALERT 3D®. However, these systems
have several disadvantages, such as high cost,
being time consuming, requiring a continuous
power supply, frequent technical maintenance,
the occurrence of false positive results due to
contamination and having low sensitivity for the
detection of some fastidious bacteria (23-25). On
the other hand, molecular diagnostic techniques,
such as polymerase chain reaction (PCR) may
be more affordable and more sensitive than
bacterial culture techniques, and may detect the
fastidious microorganisms normally associated
with the etiology of periodontitis. However, to date
no studies have compared cultural and molecular
techniques as regards their effectiveness in
detecting the occurrence of bacteremia during
chewing in patients with chronic periodontitis.
Therefore, the aim of this study was to compare
the effectiveness of an independent culture
method (quantitative PCR- gPCR) and the
method routinely used in clinical laboratory
(BacT-ALERT 3D®) for diagnosing bacteremia in
these patients.

Materials and methods
Study population

Eighteen subjects with type 2 DM with glycated
hemoglobin (HbA1c) levels 27.0% and <10%,
(ADA, 2012) diagnosed with chronic periodontitis
(ChP) (40 years old; with at least 15 teeth
excluding third molars and teeth with advanced
decay indicated for extraction); a minimum of six
teeth with at least one site with probing depth (PD)
and clinical attachment level (CAL) =5 mm and
bleeding on probing at baseline, and at least 30%
of the sites with concomitant PD and CAL 24 mm
were selected from the Dental Clinic of S&o Paulo
University (FOUSP). All the participants signed
a term of free and informed consent, which was
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approved by the Research Ethics Committee of
FOUSP (#173 / 2010). A single trained examiner
performed all clinical examinations.

Induced bacteremia and blood sampling

Bacteremia was induced by chewing a Fiji apple.
The subjects were instructed to take three bites of
the apple, chew and ingest them in about 2 minutes
(22). They were also asked to avoid oral hygiene,
and not to eat and drink (except water) for at least
8 hours before the dental appointment. The blood
samples were collected by venipuncture. In order to
prevent external contamination, sample collection
was performed in accordance with the Standard
Operational Procedure of the Clinical Laboratory
Service of S&o Paulo University’s Hospital, which
included the use of gloves, disinfection of the vial
stopper with 70% alcohol, skin antisepsis with
70% alcohol and 10% providone iodine, and the
use of sterile sets. Peripheral venous blood (10
mL) was drawn at baseline (T0O) and 2 min + 30
s after the first apple bite (T1) (22). An aliquot of
the blood sample (T0) was inoculated in 6 mL K2
EDTA Vacutainer®ubes (BD Vacutainer®, Curitiba,
PR, Brazil) and the second sample (T1) was stored
at -80°C until processed for DNA extraction and
suitable qPCR reaction.

Sample processing

Five milliliters of blood sample were inoculated in
parallelin culture bottles for aerobic (Bact/Alert 3D
FA- Biomeriéux) and anaerobic microorganisms
(Bact /Alert 3D FN- BioMeriéux) and monitored
for 15 days. In case of positive bacterial growth
detection by the BacT-ALERT® (BioMérieux)
system, a Gram stain of the culture was performed.
Positives blood cultures were sub-cultured on
blood and chocolate agar and incubated under
anaerobic conditions. Sub-cultures were also
performed on MacConkey agar and incubated
under aerobic conditions. Bacteria were identified
by the automated microbiology identification system
VITEK®2 compact (BioMérieux, Inc. Hazelwood,
MO). Total DNA extraction from blood samples
was performed using the MasterPure™ complete
DNA and RNA purification kit (Epicentre, Madison,
WI, USA). Samples were processed for 16S rDNA
detection by gPCR. The following primer set was
used: 16SrDNA F:5’gtgStgcaYggYtgtcgtca 3’ and
16SrDNA R:5’acgtcRtccMcaccttcctec 3’ (26).

The reaction mixture was made in accordance
with the Cylcer® FastStart DNA Master PLUS
SYBR Green | (Roche, Cat. No 03515 885001)
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manufacturer’'s instructions by adding 2.5 ul of
DNA template (20 ng/pL). Reactions were per-
formed on a LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany). The following PCR
conditions were used: 94°C for 10 min, followed
by 40 cycles of 95°C for 10 s; 56°C for 5 s; and
72°C for 7s. After amplification, the melting curve
was made from 65 to 95°C with a plate read out
at every 0.1°C. Calibration standard curves were
prepared with serial dilutions (107 to 10%) of DNA
from a mock community of oral microorganisms
with an equal number of genomes per species.
The genome copies per reaction were calculated
taking into account the individual genome
size and the mean weight of one nucleotide
pair (27). DNA from a mock community of oral
microorganisms consisted of a mixture of genomic
DNA from five species (Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Treponema denticola,
Actinomyces odontyculus, Streptococcus oralis
and Fusobacterium nucleatum). Afterwards, the
C, value of each sample was plotted against the
standard curve in order to determine the amount
of target cells. The level of detection was set to
(log,) 10% bacteria.

Results

The patients’ demographics and mean periodontal
clinical parameters are presented in table 1.
Thirteen men and five women participated in
the study. The mean age of the population was
55.45+10.14. The mean PD (3.59+1.4) and CAL
(4.1£1.5) of the population included in this study
characterize advanced periodontitis. Table 2
summarizes the microbiological data. No sample
was positive for bacterial detection at TO, either
by BacT-ALERT® test, or by qPCR. After apple
chewing (T2), two samples out of the 18 subjects
evaluated (11%) were positive for transient
bacteremia by the BacT-ALERT® test. One blood

Table 1. Demographic characteristics and mean (+SD) full-
mouth clinical parameters of the subjects included in the study

Variable Base line
Age (years) 55.45+10.14
Gender (M/F) 13/5
Weight (kg) 85.5£15.10
Height (m) 1.6 8+0.08
Body Mass Index 17.9
Probing depth (mm) 3.59 (+1.4)
Clinical attachment level (mm) 4.1 (£1.5)
Percentage of sites with:

Gingival bleeding 52 %

Bleeding on probing 59.5 %
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Table 2. Results of bacterial detection in blood samples evaluated
by BacT-ALERT® and gqPCR, before and after apple chewing

Time point Number of samples Number of
(number of positive by BacT- samples positive
samples) ALERT® by qPCR

T, (n=18) 0 0

T, (n=18) 2% 0

* Staphylococcus epidermidis and a Gram-positive facultative anaerobic
rod-shaped bacterium identified by system VITEK2® compact

culture was positive for Staphylococcus epidermidis
and the other was positive for a Gram-positive,
facultative anaerobic, rod-shaped bacterium.

As regards the analysis by qPCR, the stand-
ardization step indicated the set of primers was
target specific, as shown by the melting curve
analysis, and the DNA recovered from the samples
was suitable for evaluation by PCR. Nevertheless,
none of the screened samples was positive for
bacterial detection by gPCR.

Discussion

We were able to detect oral-induced bacteremia
after apple chewing by the BacT-ALERT® system in
2/18 (11%) subjects with type 2 DM suffering from
ChP; however, bacterial detection by qPCR failed.

The lack of bacterial detection by qPCR, even in
the samples that were positive in the hemoculture,
may be due to the fact that there was an increased
amount of host DNA, yielding an unbalanced
microorganisms-to-host DNA ratio. This imbalance
might have prevented the primer set from hybrid-
izing with the target bacterial DNA, hampering the
performance of PCR. This fact has been pointed
out in other manuscripts dealing with samples in
which human DNA was more concentrated in
comparison with microbial DNA, e.g. blood, saliva
and subgingival biofilm samples (28-30). In order to
minimize this problem, some approaches could be
used before performing PCR, such as depletion of
human DNA or selection of prokaryotic DNA during
extraction protocols (28-32).

One of the bacterial species identified in one
individual blood sample was S. epidermidis,
which has previously been isolated from blood
cultures after tooth extraction (33). In addition,
S. epidermidis has been detected in subgingival
samples of patients with periodontitis by Murdoch,
et al. (34), who found this species in 64.3% of
subjects with ChP. Furthermore, Loberto, et al. (35),
isolated Staphylococcus spp. from the subgingival

PCR versus culture for bacteremia detection

samples of 37.5% of subjects with periodontitis,
and S. epidermidis was the most frequently
detected species. Similar results have previously
been reported by Rams, et al. (36), who detected
Staphylococcus spp. in the subgingival samples of
18.5% of adults with ChP, and 45.8% of the species
detected were S. epidermidis. One might ask
whether the coagulase negative Staphylococcus
could be a contaminant (false-positive result) found
in blood cultures. This contaminant is related to
the commensal microbiota of the patient’s skin,
and is therefore associated with inadequate
skin preparation during blood collection (37-39).
However, this is probably not the case in the
present study, since S. epidermidis was identified
at a rate of 0.18% in all the hemocultures (n=18)
and providone iodine was used as antiseptic for
skin decontamination (37). The second positive
blood sample in this study harbored Gram-
positive facultative anaerobic rod-shaped isolates,
characteristic of some subgingival periodontal micro-
organisms, such as the Actinomyces species.

In this study, oral transient bacteremia induced
after apple chewing was shown to be positive by
the BacT-ALERT® system in 2/18 (11%) subjects
with type 2 DM suffering from ChP. The frequency
of bacteremia after apple chewing in the present
study was 11%, a frequency higher than that
previously reported in non-diabetic individuals
(33). Maharaj, et al. (33), failed to detect bacteremia
after apple chewing using the BacT-ALERT®
system in 60 systemically healthy subjects with
periodontal disease. The same situation was
reported by Murphy, et al. (40), in 21 subjects with
ChP after chewing paraffin wax for four minutes.
The higher prevalence of bacteremia found in
the present study compared with the findings of
Maharaj, et al.(33), and Murphy, et al. (36), could be
explained by the exacerbated inflammation process
of the periodontal tissues in diabetic patients, and
possibly by their impaired host immune system,
which hampered bacterial clearance from the blood
(41). On the other hand, Forner, et al. (42), reported
that four out of 20 (20%) systemically healthy
patients with ChP were positive for bacteremia after
chewing; however, in the cited study, the authors
used chewing gum for a period of 10 min.

In summary, the data of the present study suggested
that gPCR does not show greater sensitivity than
the BacT-ALERT 3D® system in the diagnosis of
transitory bacteremia of oral origin in subjects with
type 2 DM suffering from ChP.
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IN MEMORIAM

Luis Carlos Orozco
1946-2016

Carlos Arturo Sarmiento

Departamento de Salud Publica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia

La muerte de Luis Carlos Orozco el pasado 30
de enero de 2016, ha dejado un gran vacio en su
familia y en la comunidad académica y cientifica
de nuestro pais. Hemos perdido a un excelente
investigador, a un gran docente, a un padre y
€sSposo amoroso, a un muy buen amigo. Luis
Carlos, de personalidad dinamica y recia, sera
recordado de manera especial por todos los
que tuvimos el privilegio de trabajar a su lado y
compartir con él los escenarios de la salud publica
del pais.

Nacido en Bucaramanga el 5 de abril de 1946, fue
el cuarto de seis hermanos. Luis Carlos hizo sus
estudios de secundaria en el Colegio Salesiano
de Zapatoca (Santander), donde empez6 su acer-
camiento a las artes, en particular con la musica.
En los afos 70, ya en Bogota, ingresé al Teatro
La Mama donde incursiond en la actuacion teatral,
apoyado en esa potente voz, grave y sonora, que
siempre lo identifico.

Gracias a su espiritu trabajador y emprendedor,
se gradud de Médico Cirujano en la Universidad
Industrial de Santander en 1977 y dos afios
después ingresé al Instituto Nacional de Salud
desde donde hizo un aporte creativo e innovador
a la salud publica de Colombia. Alli se desempen?,
primero, como jefe del Laboratorio de Lepra vy,
luego, del Grupo de Micobacterias hasta su contro-
vertida renuncia y retiro en 1995.

Conoci a Luis Carlos a principios de los 80 en el
departamento de Boyaca en el curso anual de
“Bacteriologia de las micobacterias”, cuando yo
era el coordinador del Programa de Dermatologia
Sanitaria — Control de Lepra. Desde entonces
ya se apreciaba su liderazgo al frente del Grupo
de Micobacterias del Instituto Nacional de Salud,
al brindar asesoria continua y permanente a los
servicios seccionales de salud en todo el pais.
Posicion6 al Grupo como cabeza de la red de
laboratorios y estandarizé los procesos de lectura
de las baciloscopias de lepra y tuberculosis.
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Luis Carlos participé activamente en el cambio
de orientacion administrativa de los programas
de control de estas dos enfermedades; a partir
de 1991, se inicid una tarea conjunta entre el
Ministerio de Salud, la Ayuda Alemana para los
Enfermos de Lepra y los Grupos de Micobacterias
y de Patologia del Instituto Nacional de Salud,
para capacitar a los profesionales de la salud
(médicos, bacteridlogas y enfermeras) que asu-
mirian directamente las actividades de control del
Programa de Lepra. Al frente de las actividades
del laboratorio de referencia estaban el doctor
Orozco y su Grupo de Micobacterias, cumpliendo
una excelente labor en todas las capacitaciones
efectuadas. Fruto de este trabajo y del empefo
de Luis Carlos y de Gerzain Rodriguez como
editores, se publicoé la primera edicion del libro
“Lepra”, aporte fundamental para la continuidad
del proceso de educaciéon y para el manejo
descentralizado del Programa de Control de la
Lepra en el pais.
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Discipulo del profesor Alberto Alzate, Luis Carlos
se gradu6é como magister en Epidemiologia en
la Universidad del Valle en 1994, con lo cual se
consolidé y fortifico su espiritu investigador.

Con su retiro del Instituto Nacional de Salud, el
pais perdié un baluarte de la salud publica en el
campo de estas enfermedades transmisibles. Sin
embargo, la academia le abrié sus puertas de
nuevo y en 1996 ingreso a la Escuela de Enfermeria
de la Universidad Industrial de Santander, con
lo cual se dio un gran impulso al campo de la
investigacion epidemiolégica en ese centro aca-
démico. Alli fue prolifico y se gano6 el aprecio
de sus estudiantes y sus colegas, quienes lo
consideraban un verdadero maestro.

La vida profesional de Luis Carlos se dividié en
dos periodos muy similares: uno de 17 afios
en el Instituto Nacional de Salud y el otro de 18
afos de trabajo en la Universidad Industrial de
Santander. Fue en esta donde incrementé su
productividad académica e investigativa, con
su participacion activa en el desarrollo de las
maestrias de Epidemiologia, de Ciencias Basicas
y de Fisioterapia, y con su labor como docente
y director de tesis de grado, asi como con su
participacion como investigador sénior en el Grupo
de Investigacion en Movimiento, Armonia y Vida,
de la Escuela de Fisioterapia de la Universidad.
Entre sus ultimas contribuciones en cursos inter-
nacionales se puede mencionar la efectuada
en el 2012 en Brasil, en el curso “Introducéo a
epidemiologia aplicada na saude do adulto” y en el
curso taller “Testing intervention: Clinical trials and
alternatives research design” en la Universidad de
Séo Paulo.

Entre sus publicaciones vale la pena destacar
las siguientes, por su aporte académico y a la
salud publica:

- Bautista LE, Oréstegui M, Vera LM, Prada GE,
Orozco LC, Herran OF. Prevalence and impact
of cardiovascular risk factors in Bucaramanga,
Colombia: Results from the Country wide
Integrated Noncommunicable Disease Inter-
vention Programme (CINDI/CARMEN) base
line survey. Eur J Cardiovasc Prev Rehabil.
2006;13:769-75.

« Sanchez J, Orozco L, Buendia J, Muhoz G.
Validez del diagnoéstico presuntivo de leish-
maniasis cutanea realizado por mediadores
comunitarios en Colombia. Rev Panam Salud
Publica. 2007;21:335-44.

« Castellanos YZ, Cucunuba ZM, Floérez AC,
Orozco-Vargas LC. Reproducibilidad de pruebas
seroldgicas para el diagndstico de infeccién por
Trypanosoma cruzi en mujeres embarazadas
de una zona endémica de Santander, Colombia.
Biomédica. 2014;34:198-206. doi: http://dx.doi.
org/10.7705/biomedica.v34i2.1571

» Upegui LD, Orozco LC. Disefio de un instrumento
para medir estigma hacia la tuberculosis. Revista
de la Universidad Industrial de Santander —
Salud. 2014;46:23-33.

Quiero hacer una mencién especial de dos libros
publicados por el profesor Orozco: el primero,
ya mencionado anteriormente, es el de “Lepra”,
en el cual fui invitado a participar con algunos
capitulos, y que se edité e imprimié en la Divisién
de Biblioteca y Publicaciones del Instituto Nacional
de Salud en 1996, y el otro es el de “Medicién en
salud: diagndstico y evaluacion de resultados, un
manual critico mas alla de lo basico”, publicado
por la Division Editorial y de Publicaciones de la
Universidad Industrial de Santander en el 2010.

En el campo de la musica, Luis Carlos se destaco
en la interpretacién de la trompeta y grab6 dos
discos compactos con canciones de su autoria,
titulados “Poramor” en el 2003 y “Otro, por amor” en
el 2006. A finales de los afios 90 e inicios del 2000,
pertenecidé al Grupo Quetalcito de Bucaramanga
y, en el 2002, al Grupo Noveca, integrado por
estudiantes y musicos de la Universidad Industrial
de Santander, con quienes grabd los dos discos
mencionados. Fue, ademas, miembro benefactor
de la Fundacién Armonia de esa misma ciudad.

Padre de dos nifias y un varén, compartié mas de 25
anos de su vida con Diana Camargo, la mujer que
llend sus dias de ternura, afecto y amor. Quienes
tuvimos el privilegio y el orgullo de ser amigos de Luis
Carlos nos unimos a Diana para recordarlo como
la persona realmente excepcional que siempre fue.

Paz en el descanso eterno de mi gran amigo
‘Luiscar’.
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