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Neuronas inmaduras inducidas por CDK5 RNAI en ratas isquémicas (verde: proteina de
fluorescencia verde, GFP). Inmunorreaccion en las zonas granular, subgranular y polimorfa a los
15 dias de la isquemia en ratas tratadas y no tratadas (rojo: proteina doblecortina, DCX; azul:
bromodeoxiuridina, BrdU).

Captura de imagenes en un microscopio confocal motorizado de disco giratorio (unidad de escaneo
de disco) Olympus IX 81™ (Olympus Latinoamérica, Inc., Miami, FL, EE. UU.) con 10X.
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Editorial
Polimorfismo genético en poblaciones colombianas y su importancia en salud publica

Las caracteristicas genéticas relacionadas con la propension a ciertas enfermedades en la poblacién
colombiana, son consecuencia de su proceso de poblamiento y adaptacion al medio. Segun la evidencia
actual, la primera migracion de los amerindios se produjo hace cerca de 12.000 afios con la llegada al
norte de Suramérica de un grupo muy reducido de pobladores que se origind en Asia, lo que produjo
un efecto fundador, con la consecuente pérdida de diversidad genética y un aumento de la frecuencia
poblacional de algunos alelos.

Simultdneamente con este fendmeno migratorio, se desarrollé el proceso adaptativo a las condiciones
ecoldgicas del continente americano, tal y como se refleja en la acentuada restriccion de los genes que
codifican para la presentacion del antigeno leucocitario humano (Human Leukocyte Antigen, HLA) en
la reaccion inmunitaria en los amerindios actuales (1). Ademas, como consecuencia de los multiples
agentes patdégenos desconocidos que arribaron con los conquistadores europeos, se produjo una
reduccion drastica de las poblaciones amerindias cuyo efecto fue, probablemente, la seleccién de alelos
HLA protectores.

En estudios recientes de la poblacién colombiana residente en 11 departamentos, se ha registrado que
el ancestro materno de herencia mitocondrial de origen amerindio, tiene una frecuencia de 74 a 97 %, lo
cual revela su gran proporcién de mestizaje (2). En contraste, al estudiar el origen masculino mediante
el cromosoma Y, se encontré que el poblamiento estuvo a cargo, principalmente, del sexo masculino,
puesto que en la actualidad se puede observar una frecuencia de hasta 94 % del cromosoma Y de origen
europeo en algunas poblaciones colombianas (3-5). Asimismo, se observé una subpoblacién con una
variabilidad reducida, esencialmente de origen europeo, lo que se explica con la inmigraciéon masculina
de los europeos desde los tiempos de la Conquista.

En cuanto al ancestro africano, hay evidencia histérica, linglistica y genética de que los origenes
corresponden al centro occidental de Africa. La distribucion de los grupos afrocolombianos se concentra en
la costa Pacifica y la Atlantica, donde se observa un mestizaje importante en poblaciones histéricamente
‘afro’, es decir, de origen africano reciente, como la de Palenque de San Basilio, donde los marcadores
uniparentales del ancestro masculino evidencian un 57,7 % de origen africano y un 38,5 % de origen
europeo. Algunos lugares de la costa Atlantica, como la poblacion de Pinillos, tienen una mayor proporcion
de ancestro amerindio masculino (23,8 %) (3). Es menor la contribucién de los ancestros judio y arabe
como producto de las inmigraciones durante el siglo XX, principalmente.

Estas caracteristicas particulares del poblamiento colombiano traen como consecuencia la propension a
enfermedades genéticas propias, como se puede evidenciar en varios estudios realizados en el pais. Por
ejemplo, existen mutaciones en varios genes que implican una mayor propension genética al cancer de
mama, cuya consecuencia es que el riesgo de desarrollar cAncer en el curso de la vida de quienes portan
dichas mutaciones puede ser de hasta un 80 %. En un estudio de nuestro grupo se logré demostrar
gue las mutaciones colombianas mas frecuentes en el gen BRCAL1 fueron la A1708E (27 pacientes) y la
3450delCAAG (13 pacientes), seguidas de cuatro pacientes con la 1793delA, tres con la C5141T y dos
con C39R (234T>C) y la V1145F. En cuanto al gen BRCA2, las mutaciones mas frecuentes, ademas de
la mutacién fundadora 3034delACAA en ocho pacientes, fueron la C5972T (11 pacientes) y la 6328C>T
(3 pacientes). Se observo que existe un gradiente de frecuencias, ya que mientras la mutacién A1718E es
la mas frecuente en el norte de Colombia, en el sur del pais lo es la 3450delCAAG (6). Uno de los efectos



positivos de las pruebas genéticas en la salud publica consiste en que, cuando se encuentra un paciente
portador de una mutacion deletérea, se puede examinar a los familiares y asi ampliar la deteccion, pues
el mecanismo de transmisién de la propensién es autosémico dominante, lo cual implica que es heredado
por el 50 % de los hijos de un portador.

Queda claro que el patron de mutaciones es diferente para cada poblacién, por ello, la tamizacion
poblacional en Colombia podria detectar personas con una probabilidad de desarrollar el cAncer de mama
de hasta 80 %, e incorporarlas a programas de prevencion. Si bien el costo de dicha tamizacién pareceria
elevado, la reduccion final de los enormes costos de un tratamiento contra el cancer lo compensaria.

Otro ejemplo es la farmacogenética, pues las variaciones genéticas se han relacionado con el riesgo de
enfermedad, la eficacia y las dosis del tratamiento, y sus efectos colaterales. El uso de la genotipificacion
de polimorfismos genéticos previene la toxicidad y los efectos secundarios, como en el caso del
tamoxifeno, el cual deberia reemplazarse por otros medicamentos ante la deteccion del polimorfismo
CYP2D6 rs3892097. En el caso de medicamentos como la warfarina o el clopidogrel, hay polimorfismos
cuya presencia aconsejaria el ajuste de la dosis para evitar efectos indeseables, como la hemorragia
o la trombosis, segin el metabolismo especifico de los pacientes. Otro ejemplo es el estudio de los
genes del metabolismo de las estatinas, ya que la presencia de un polimorfismo particular en el gen
CYP2D6 aumenta el riesgo de inducir rabdomidlisis, por lo que debe cambiarse el medicamento en
estos pacientes.

La utilidad de los estudios de genética molecular también se ha demostrado en el caso de la anemia
falciforme. En Colombia, se estima que la cifra anual de nacidos con rasgo drepanocitico (heterocigotos)
se acerca a los 20.000 nifios, lo cual contrasta con la estimacion de alrededor de 500 nifios que nacen
anualmente homocigotos para la hemoglobina S (7). El conocimiento de la distribucién de los afectados
y de los heterocigotos (portadores) mediante las pruebas moleculares, es crucial para proveer servicios
preventivos, tratamientos e informacién para el publico, asi como para la distribucion adecuada de los
recursos en salud. En Colombia, hay enfermedades de probable origen amerindio, como el prurigo
actinico, una fotodermatosis de gran prevalencia en comunidades como la de los indigenas chimila, pero
gue también se encuentra en poblacién mestiza y se ha podido asociar con la presencia de un alelo de
los genes de clase Il del HLA, el DRB1 *04 (8).

En sintesis, gracias a las técnicas actuales de secuenciacion se ha logrado estudiar el genoma de los
pacientes, lo que permite diagnosticar oportunamente las enfermedades y conocer la propensién frente a
las enfermedades cardiovasculares, el cancer y la diabetes, ente otras condiciones de gran prevalencia.

Uno de los problemas para interpretar estas pruebas moleculares, es el hallazgo de variantes de significado
incierto. En este sentido, el conocimiento de las frecuencias genéticas en la poblacion colombiana,
permitird la interpretacion precisa de mutaciones causales.

El conjunto de tales pruebas permitiria la deteccion de la propensién a enfermedades, con lo cual se podran
orientar las politicas de salud publica para su prevencion, diagnostico y tratamiento. En la actualidad, los
programas de tamizacion de enfermedades como el cancer de mama, se hacen considerando la edad
de las pacientes y, gracias a ellos, muy probablemente se han reducido los costos de su atencion; no
obstante, ello se intensificaria con la deteccion de las pacientes de alto riesgo mediante el examen
genético, y reduciria los procedimientos para aquellas de bajo riesgo, mejorando asi la relacién entre los
costos y los beneficios de la atencién en salud en nuestra sociedad.

Ignacio Bricefio-Balcazar
Genética Clinica, Departamento de Biociencias, Universidad de La Sabana, Chia, Colombia
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El linfoma linfocitico de células pequefias es una neoplasia de células B maduras con un amplio
espectro de presentaciones clinicas. Las infecciones por gérmenes oportunistas no asociadas con el
tratamiento, incluso en estadios avanzados de la enfermedad, tienen baja incidencia.

Se han reportado muy pocos casos de pacientes con linfoma linfocitico de células pequefias asociado
a histoplasmaosis diseminada que no habian recibido quimioterapia en el momento del diagnéstico.
Se presenta el caso de una paciente de 82 afios que fue hospitalizada por presentar tos seca
intermitente, astenia y adinamia de un mes de evolucién. Se le practicaron mudltiples estudios
para detectar infecciones o compromiso inmunolégico o reumatico, y se diagnosticé un sindrome
adenopético extenso con compromiso cervical, toracico y retroperitoneal.

En la citometria de flujo y en la biopsia de ganglio linfatico cervical, se reportaron los fenotipos CD19+,
CD20dim, CD5+, CD45+, CD23+, CD43neg y CD10neg, con restriccion de la cadena ligera kappa, lo
cual confirmd un linfoma linfocitico de células pequefias.

En la histopatologia del ganglio, se observaron granulomas epitelioides sin necrosis, pero las
coloraciones especiales no mostraron la presencia de microorganismos, en tanto que el cultivo del
ganglio fue positivo para Histoplasma capsulatum. Se inicié el tratamiento antifingico con anfotericina
B e itraconazol, y la paciente tuvo una adecuada evolucion. Dado que no se cumplian los criterios para
el tratamiento oncoldgico, se continud con su observacion mediante controles periédicos.

Las infecciones oportunistas pueden ser la manifestacion clinica inicial en pacientes con sindromes
linfoproliferativos de bajo grado. Este caso demuestra que pueden desarrollarse, incluso, en ausencia
de quimioterapia.

Palabras clave: Histoplasma; histoplasmosis; leucemia linfocitica cronica de células B; linfoma no
Hodgkin, granuloma; informes de casos.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3739

Disseminated histoplasmosis as a first clinical manifestation in a patient with small lymphocytic
lymphoma: A case report

The small lymphocytic lymphoma is a mature B cell neoplasm with a broad spectrum of clinical
presentations. Opportunistic infections that are not related to the treatment, even in advanced stages,
have a low incidence rate. There are few case reports in the medical literature of patients who have not
received immunosuppressive therapy and present with small lymphocytic lymphoma associated with
disseminated histoplasmosis at diagnosis.

A female 82-year-old patient was admitted due to an intermittent dry cough, asthenia, and adynamia
that had persisted for one month. Multiple studies to detect infections and immuno-rheumatic
conditions were performed and an extensive cervical, thoracic and peritoneal adenopathic syndrome
was diagnosed.

A flow cytometry and a cervical lymph node biopsy were performed reporting CD19+, CD20dim,
CD5+, CD45+, CD23+, CD43neg, and CD10neg phenotypes with restriction in the light kappa chain
compatible with a small lymphocytic lymphoma.
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Histoplasmosis y linfoma linfocitico de células pequefias

Epithelioid granulomas without necrosis were observed in the lymph node histopathology and
special colorations showed no microorganisms. The culture from the lymph node was positive
for Histoplasma capsulatum. We initiated treatment with amphotericin B and itraconazole with an
adequate response. In the absence of compliance with oncology treatment criteria, the patient was

managed on a “watch and wait” basis.

Opportunistic infections could be the initial clinical manifestation in patients with low-grade
lymphoproliferative syndromes. This case report shows that they can develop even in the absence

of chemotherapy.

Key words: Histoplasma; histoplasmosis; leukemia, lymphocytic, chronic, B-cell; lymphoma, non-

Hodgkin; granuloma; case reports.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3739

El linfoma linfocitico de células pequefias o leu-
cemia linfocitica crénica (Small Lymphocytic
Lymphoma/Chronic Lymphocytic Leukemia, SLL/
CLL) es una neoplasia frecuente de células B
maduras, caracterizada por acumulacién progre-
siva de linfocitos funcionalmente incompetentes
de origen monoclonal (1). Menos del 10 % de los
pacientes desarrollan solo compromiso ganglionar
sin leucemia, presentacion clinica que corresponde
a menos del 5 % de todos los linfomas no Hodgkin;
sin embargo, la mayoria progresan a infiltracién en
sangre periférica o en médula 0sea (2).

Las complicaciones infecciosas son una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad
en pacientes con esta enfermedad, incluso sin
tratamiento oncoldgico (3). Las bacterias encap-
suladas y los virus respiratorios, como el de la
influenza, son los més prevalentes en los pacientes
gue no han sido diagnosticados y, por lo tanto, no
se han tratado (4). Las infecciones por gérmenes
oportunistas son menos frecuentes, incluso en
estadios avanzados de la enfermedad (5).

Se han reportado muy pocos casos de coexisten-
cia de linfoma linfocitico de células pequefias e
histoplasma (6-8). El presente es el primer caso
documentado en Colombia de una paciente con
histoplasmosis diseminada como manifestacién ini-
cial de un linfoma linfocitico de células pequefias.

Presentacion del caso

Se trata de una mujer de 82 afios con historia
previa de hipertensién arterial sistémica, diabetes
mellitus y demencia de tipo Alzheimer. Consult6 por
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Valle del Lili, Avenida Simén Bolivar, Carrera 98 N° 18-49, Cali,
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un cuadro clinico de tos seca, diaforesis nocturna,
astenia y adinamia de un mes de evolucion. No
presentaba fiebre ni pérdida de peso.

En el examen fisico inicial se encontraron ade-
nopatias cérvico-laterales y submandibulares, sin
otros hallazgos relevantes.

Se practicaron mdltiples estudios para detectar
infecciones: PPD (Purified Protein Derivative),
12 mm; baciloscopias, negativas; lavado bron-
coalveolar con coloracién de Gram; hidroxido
de potasio, KOH; cultivos, negativos; y prueba
GeneXpert™ para detectar ADN de la micobac-
teria tuberculosa, negativa); ademas, pruebas
inmunoldgicas cuyos resultados estuvieron dentro
de los limites normales. Se solicité una tomografia
computadorizada (TC) corporal total, en la cual se
evidenciaron adenopatias en mediastino, retroperi-
toneales y mesentéricas, infiltrados pulmonares en
patrén de arbol de gemacién y un granuloma en el
[6bulo medio.

Dados estos hallazgos, se tomd una biopsia de
ganglio linfatico cervical, en la cual se observé dis-
torsion de su arquitectura debida a la proliferacion
de linfocitos pequefios, neoplasicos, acompafa-
dos de granulomas epitelioides sin necrosis. En
los estudios de inmunohistoquimica y citometria
de flujo del ganglio cervical, se observé que las
células neoplasicas expresaron el CD45+ y los
marcadores de linaje B CD19+, CD20+ y PAX-
5+, con expresién aberrante de BCL-2+, CD5+ y
CD23+, y restriccion de la cadena ligera kappa.
Los analisis para BCL-6, ciclina D1, CD10 y CD3,
fueron negativos. Estos hallazgos confirmaron
el diagndstico de linfoma linfocitico de células
pequeias (figura 1).

A las dos semanas de incubacion, el cultivo del
ganglio cervical evidencid el crecimiento de moho
hialino indicativo de Histoplasma capsulatum, lo
gue se correlacion6 con el hallazgo histolégico de
granulomas en el tejido linfoide evaluado.
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Figura 1. A.Ganglio linfatico con proliferacién neoplasica difusa de linfocitos. Hematoxilina y eosina, 2,5X. B. Presencia de histiocitos
epitelioides que forman un granuloma irregular sin necrosis. Hematoxilina y eosina, 15X. C, D y E. Células neoplasicas positivas
para CD20, CD5 y CD23, respectivamente. Inmunohistoquimica, 15X. F. Cultivo con crecimiento de Histoplasma capsulatum.

Se inicid el tratamiento con anfotericina B durante
cuatro semanas Yy, posteriormente, dos semanas
con itraconazol, con lo cual se obtuvo una adecuada
mejoria clinica. Los estudios complementarios des-
cartaron la presencia de leucemia (hemograma
sin leucocitosis y citometria en sangre periférica
no clonal). Dado que no cumplia con los criterios
para tratamiento oncolégico, la paciente continué
bajo vigilancia en el Departamento de Hemato-
Oncologia.

Consideraciones éticas

Para la publicacién de este reporte de caso se
obtuvo el aval del Comité de Etica Institucional
de la Fundacién Valle de Lili, ademas del asenti-
miento y la firma del consentimiento informado de
la paciente.

Discusion
El linfoma linfocitico de células pequefias es una
neoplasia de células B maduras caracterizada por
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la acumulacion progresiva de linfocitos funcional-
mente incompetentes de origen monoclonal (1).
La distincion diagnéstica entre el linfoma linfocitico
de células pequefias y la leucemia linfocitica
cronica, se basa en el lugar donde se encuentran
las células afectadas. En el primero, estas se
hallan principalmente en los ganglios linfaticos y
el bazo, en tanto que, en la segunda, la mayoria
esta en la sangre y la médula 6sea. La leucemia
esta ausente en menos de 10 % de los pacientes
con linfoma linfocitico de células pequefas, 1o que
ocurre en menos de 5 % de todos los linfomas no
Hodgkin. Sin embargo, en la mayoria de los casos,
las células terminan infiltrandose en la sangre peri-
férica o en la médula 6sea (2,9). En el presente
caso, no se encontraron linfocitos neoplasicos en
sangre periférica ni en médula 6sea.

En el inicio de la enfermedad, el 70 % de los
pacientes son asintomaticos o presentan sintomas
leves. A menudo se detecta de manera incidental
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en un conteo completo rutinario de células sangui-
neas con anormalidades como la leucocitosis
con linfocitosis (10). En fases mas avanzadas, es
posible encontrar linfadenopatias, hepatomegalia
y esplenomegalia, infecciones recurrentes, debi-
lidad, palidez, diatesis hemorragica y sintomas
generales como fiebre, sudoracidon nocturna y
pérdida de peso (11).

El diagnostico de esta paciente se hizo en el con-
texto de una infeccion respiratoria concomitante,
cuyos sintomas podian corresponder a cualquiera
de las dos condiciones, lo cual dificultd la sospecha
clinica del linfoma.

El ganglio linfatico infiltrado por esta enfermedad
se compone predominantemente de linfocitos de
apariencia madura, con cromatina condensada,
nucleo redondo y, ocasionalmente, un nucléolo
pequefio; las células linfoides grandes (prolinfo-
citos y parainmunoblastos) tienen un nucléolo mas
prominente, cromatina dispersa, estan siempre
presentes y son menos del 55 % (12). En un
ndmero menor de casos, el patron de infiltracion del
ganglio linfatico puede ser interfolicular o exhibir un
patron del tipo de zona marginal, lo cual promueve
la eventual confusiébn con linfomas del manto,
linfomas de zona marginal u otras neoplasias de
células B (10).

El estudio inmunofenotipico es un componente
clave para establecer el diagnoéstico definitivo y
determinar el pronéstico. Los resultados de los
estudios de inmunohistoquimica y citometria de
flujo del ganglio linfatico cervical arrojaron un
perfil inmunofenotipico congruente con linfoma lin-
focitico de células pequefas, segun lo descrito en
la literatura médica (13-18).

El diagnostico de linfoma linfocitico de células
pequefias no implica de manera automatica el
inicio del tratamiento, pues la mayoria de los
pacientes no lo necesitan. En el presente caso,
no se prescribio ningln esquema de quimiotera-
pia y se opto6 por vigilancia y control. En el linfoma
linfocitico de células pequefias, esta conducta ha
resultado en una supervivencia entre media y alta
comparada con la supervivencia global, segin un
ensayo clinico controlado aleatorizado sobre el
beneficio de la quimioterapia en pacientes asinto-
maticos con linfomas de bajo grado frente a la
observacién (supervivencia media de 59 y 6,7
afos, respectivamente) (19).

La infeccién por H. capsulatum es una micosis
sistémica humana producida por la inhalacion
de microconidias o fragmentos miceliales que

Histoplasmosis y linfoma linfocitico de células pequefias

cambian a su forma de levadura en los pulmones
del huésped. Algunos hongos entran al organismo
por los fagocitos, y son capaces de sobrevivir y
multiplicarse dentro de los macréfagos, lo cual
permite su difusion a varios 6rganos por medio del
torrente sanguineo o el sistema linfatico (20). Esta
circunstancia explica el desarrollo de los sintomas
respiratorios de la paciente, aunque el microorga-
nismo no se aislo en el pulmén y, en cambio, se
encontré en el ganglio linfatico. La gravedad de
esta micosis depende del nimero de particulas
inhaladas del hongo y el estado inmunoldgico
de la persona. Si no hay deficiencia inmunol6-
gica, un indéculo pequefio puede causar una infec-
cion asintomatica o una histoplasmosis pulmonar
aguda; en las personas inmunocomprometidas,
se suele presentar como una histoplasmosis
diseminada (21).

Las complicaciones infecciosas son la principal
causa de morbilidad y mortalidad en el linfoma
linfocitico de células pequefias. La patogenia de la
infeccién implica multiples factores y, generalmente,
se explica por una inmunosupresion relacionada
con la enfermedad o derivada del uso prolongado
de agentes farmacolégicos (22).

Existen pocos casos reportados en la literatura de
pacientes con linfoma linfocitico de células peque-
flas e histoplasmosis diseminada (6-8). En todos
ellos, los pacientes habian recibido tratamiento
inmunosupresor antes de que se presentara la
infeccién y la mayoria se asoci6 con el sindrome de
hemofagocitosis o con la transformacion de Richter.

El caso que se reporta es el primero en Colombia en
el que coexistian en un ganglio linfatico el linfoma
linfocitico de células pequefias y H. capsulatum,
no habia evidencia de leucemia y no se habia
administrado quimioterapia previamente. Ello hace
que sea de gran interés por la presentacién espon-
tanea de la infecciéon fungica y devela un posible
compromiso inmunolégico subyacente en las neo-
plasias hematoldgicas linfoides, incluso en las de
bajo grado. Ademas, plantea la cuestion de si la
edad avanzada por si sola puede generar algin
grado de inmunosupresion.

El hallazgo histoldgico de granulomas epitelioides,
con necrosis o sin ella, en los ganglios linfaticos
comprometidos por sindromes linfoproliferativos
0 en estados reactivos, debe llevar siempre a
descartar la presencia de un agente infeccioso
con la ayuda de estudios especiales y cultivos
del tejido, sobre todo en pacientes que presentan
sintomas respiratorios.
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Este caso clinico plantea la necesidad y la
importancia de una adecuada historia clinica con
diagnésticos diferenciales. En un paciente con
adeno-megalias y sintomas sistémicos deben con-
templarse, ademas del estudio histopatolégico, los
cultivos para descartar infecciones oportunistas.

Los granulomas en un ganglio linfatico infiltrado
por linfoma linfocitico de células pequefias, es un
hallazgo muy raro que exige estudiar su etiologia
y considerar la infeccién por H. capsulatum como
una opcion.
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PRESENTACION DE CASO

Mioclonias inducidas por salbutamol

Maria Alejandra Montoya-Giraldo, Dayana Vanessa Montoya, David Alexander Atehortla,
Jefferson Antonio Buendia, Andrés Felipe Zuluaga

Centro de Informacion y Estudio de Medicamentos y Téxicos, Departamento de Farmacologia y Toxicologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Antiogquia, Medellin, Colombia

El salbutamol es un agonista adrenérgico , ampliamente empleado en pacientes con enfermedades
pulmonares obstructivas y restrictivas. Sus principales efectos secundarios son la taquicardia y el
temblor. Las mioclonias son contracciones musculares involuntarias, irregulares, bruscas, breves y
repentinas, y pueden ser generalizadas, focales o multifocales.

Se presenta el caso de un paciente de 61 afios con mioclonias de dificil manejo que solo presentd
mejoria tras la suspension definitiva del agonista adrenérgico B,. Se describen los hallazgos clinicos,
las intervenciones y el resultado en las mioclonias asociadas con el uso de salbutamol y se discuten
la posible génesis y la importancia de este efecto adverso. Para documentar el caso, se siguieron las
recomendaciones de las guias para el reporte de casos (CAse REport, CARE).

Aungue en diversos estudios se han descrito mioclonias secundarias al uso de diferentes farmacos,
hasta donde se sabe, este seria el cuarto reporte de un caso asociado especificamente con el uso
del salbutamol.

Palabras clave: mioclonia; albuterol; farmacovigilancia; efectos colaterales y reacciones adversas
relacionadas con medicamento; farmacologia; toxicologia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3813
Myoclonus induced by salbutamol: A case report

Salbutamol is a B, adrenergic agonist widely prescribed in patients with obstructive and restrictive lung
diseases. The main side effects associated with its use are tachycardia and tremor. Myoclonus is an
involuntary, irregular, abrupt, brief and sudden muscular contraction, which can be generalized, focal
or multifocal.

We report the case of a 61-year-old patient presenting with myoclonus difficult to treat who showed
improvement only after the definitive discontinuation of the B, adrenergic agonist. We describe the
clinical findings, the interventions, and the outcomes related to the onset of myoclonus secondary to
the use of salbutamol, as well as the possible genesis and importance of this adverse effect. We used
the CARE guidelines to delineate the clinical case.

Although myoclonus secondary to the use of different drugs has been described in the literature, as far
as we know this is the fourth report of salbutamol-induced myoclonus to date.

Key words: Myoclonus; albuterol; pharmacovigilance; drug-related side effects and adverse reactions;
pharmacology; toxicology.
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Durante los dltimos 40 afios el salbutamol (albu- encuentra entre los veinte medicamentos mas
terol) se ha utilizado especialmente para el trata- vendidos (1). Su eficacia en enfermedades pulmo-
miento de pacientes asmaticos o con enfermedades nares de tipo obstructivo y restrictivo se relaciona
obstructivas pulmonares, y en varios paises se con su capacidad para relajar el musculo liso
Correspondencia: bronquial por la unién a los receptores adrenér-
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puede accederse mediante la herramienta gratuita
en linea VigiAccess™, en febrero de 2017 habia
41.918 reportes de casos de reacciones adver-
sas relacionadas con el salbutamol, de los cuales
23.043 (55 %) ocurrieron en mujeres y 15.389
(37 %) en hombres, siendo el continente ameri-
cano donde se originaron 29.016 (69 %) de todos
los reportes.

Entre los signos y sintomas adversos que se
reportan con mayor frecuencia, se mencionan
la disnea y el asma en 6.743 (16 %) casos, la
taquicardia o las palpitaciones en 3.465 (8 %),
el temblor en 3.326 (8 %), la tos en 1.865 (4 %),
la cefalea en 1.072 (3 %) y la neumonia en
1.028 (2 %). Solo se encontraron 30 reportes de
alteraciones motoras en dicha base de datos.
Las mioclonias inducidas por farmacos, aunque
infrecuentes y poco reportadas en la literatura
médica, pueden afectar de forma significativa la
salud de los pacientes.

En este reporte se describe el caso de un paciente
de 61 afios con mdltiples comorbilidades y sin ante-
cedentes de alteraciones motoras, el cual presento
un cuadro de mioclonias probablemente asociadas
con el salbutamol.

Consideraciones éticas

Se obtuvo la firma del consentimiento informado
del paciente para la publicacién del caso clinico.
Ademas, se solicitd el permiso del Hospital La
Maria E.S.E. de Medellin y del médico tratante,
para recolectar y usar los datos clinicos.

Caso clinico

El caso se documentd siguiendo las recomenda-
ciones de las guias CARE (CAse Report) (3). Se
trataba de un paciente de sexo masculino de 61
afios de edad, caucdsico, que consulto al servicio
de urgencias por un cuadro clinico de dos dias de
evolucién de temblor en reposo y en movimiento,
gue afectd primero las extremidades superiores,
se extendié luego a los miembros inferiores vy,
posteriormente, se acompafié de movimientos brus-
cos, involuntarios, de corta duracién, asociados
con temblor postural.

El paciente presentaba enfermedad pulmonar obs-
tructiva cronica (EPOC) desde hacia 11 afios, con
disnea de minimos esfuerzos, y en el momento de
la atencién en urgencias, requirié oxigeno. Ademas,
habia sufrido un infarto agudo de miocardio 20
afios antes, el cual no habia dejado secuelas, tenia
hipertension arterial sistémica esencial y, ocho
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meses antes de que comenzaron los temblores,
habia manifestado dolor neuropético en la zona
precordial izquierda irradiado a la espalda, la
faringe y el cuello, el cual requeria tratamiento
diario con hidromorfona.

Entre los antecedentes toxicolégicos, el paciente
refiri6 haber consumido cocaina, marihuana y
heroina hasta los 30 afios, y hasta 11 afios antes,
solia ingerir 750 ml de aguardiente (alcohol al 29 %)
y dos paquetes de cigarrillos diarios.

En el momento de su ingreso a urgencias, el
paciente consumia diariamente acetaminofén (3 g),
enalapril (10 mg), propanolol (40 mg), omeprazol
(20 mg), lorazepam (4 mg), fluoxetina (20 mg) y
bromuro de tiotropio (18 pg), asi como salmeterol
y fluticasona dos veces al dia (50/250 ug) y
salbutamol segun necesidad. El paciente refirié
gue, en los cuatro dias previos al ingreso, habia
hecho cinco inhalaciones de salbutamol cada dos
a tres horas.

En el examen fisico de ingreso presentaba esta-
bilidad hemodindmica, estaba alerta, orientado
y recibia oxigeno al 40 % a razén de 12 I/minuto
utilizando una mascarilla de Ventury. En cuanto
a los signos neuroldgicos, presentaba disartria y
movimientos generalizados, bruscos e involun-
tarios que le impedian permanecer sedente. Las
pupilas eran isocéricas y con reaccién normal,
sin desviacién de la mirada ni pérdida de la
conciencia. No tenia hemiparesia ni pardlisis de
nervios craneales.

Los médicos tratantes sefalaron inicialmente que
presentaba temblor, el cual estaba en estudio, y
enfermedad pulmonar obstructiva cronica decom-
pensada. Solicitaron examenes de sangre y solo
se encontrd elevacién del potasio a 5,48 mmol/L
(valores de referencia entre 3,5 y 4,5). Ademas,
se le practicé una tomografia computadorizada
de craneo, en la cual no se encontré6 ninguna
anormalidad. El electrocardiograma tampoco evi-
denci6 anomalias y no hubo reportes de examenes
adicionales.

Cuando se intentd retirar el oxigeno, el paciente no
lo tolerd y, como continuaba presentando disnea,
se le administraron 0,5 ml de salbutamol al 0,5 %
(5 mg/ml) diluido en 2,5 ml de solucién salina normal
en forma de vaporizacion, la cual se repitié cada 15
minutos hasta alcanzar una dosis de 2,5 mg/hora.
Posteriormente, se le administraron 10 gotas del
medicamento (equivalentes a 2,5 mg) diluidas en
2,5 ml de solucién salina normal, para un total de
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2,5 mg/hora durante cuatro horas mas y, después,
se le prescribié una dosis de mantenimiento de dos
inhalaciones de salbutamol (200 pg en total) cada
dos horas durante 24 horas mas.

El paciente recibi6, asimismo, vaporizaciones con
0,25 mg de bromuro de ipratropio mg y 0,5 mg de
fenoterol, asi como 10 gotas de los medicamen-
tos en 3 ml de solucion salina cada ocho horas
(0,375 y 0,75 mg/dia, respectivamente), 500 mg de
metilprednisolona en ampolla cada ocho horas y 2
mg de lorazepam cada 12 horas.

Las siguientes fueron las dosis diarias totales
de agonistas f,. en vaporizacion, 2,5 mg de
salbutamol, y en gotas, 10 mg de salbutamol; y
con inhalador, 2,4 mg de salbutamol y 0,75 mg de
fenoterol, es decir, 15,65 mg de agonistas f, en
24 horas, aproximadamente; la cantidad diaria de
salbutamol administrada fue equivalente a la mitad
de la dosis diaria maxima recomendada.

Ante la persistencia de las mioclonias y la ausen-
cia de mejoria clinica, el médico tratante se
contactdé con el Centro de Informacion y Estudio
de Medicamentos y Téxicos (CIEMTO) y solicité
asesoria. Los médicos expertos en farmacologia
y toxicologia sugirieron que las mioclonias podian
deberse a las altas dosis de agonistas adrenér-
gicos B, por lo que recomendaron suspenderlos.

A los dos dias, el paciente present6 una mejoria
clinica parcial, por lo que, tras una nueva consulta
a dicho Centro, se establecid que solo le habian
suspendido el salbutamol, no el fenoterol, y se
les recomendd suspender este también. No hubo
ningan otro cambio ni sugerencia sobre la medi-
cacion que venia recibiendo el paciente.

Las mioclonias desaparecieron espontaneamente
al dia siguiente de la suspensién del fenoterol y
el paciente pudo ser dado de alta. Durante los
siguientes siete meses, no volvid a presentar
mioclonias, pero al cabo de este tiempo fallecid
como consecuencia de una neumonia complicada
asociada con su enfermedad de base.

Discusion

Las mioclonias son alteraciones motoras hiperci-
néticas, consistentes en contracciones musculares
involuntarias, repentinas, breves y rapidas, cuyo ori-
gen principal esta en el sistema nervioso central (4).
Estas pueden ser la manifestacion de una extensa
variedad de condiciones médicas con diferentes
localizaciones y mecanismos fisiopatolégicos, y
varios tipos pueden coexistir en un mismo paciente.

Mioclonias inducidas por salbutamol

Se clasifican segln la zona del sistema nervioso
en que se originan, como corticales, subcorticales
o reticulares y espinales. Las corticales se deben
a una descarga neuronal situada en la corteza
motora, sin que la lesién o el agente desencade-
nante se encuentre necesariamente en el mismo
lugar; ademas, pueden tener diferentes etiologias,
como enfermedades degenerativas, mitocondriales
0 por depésito en los lisosomas, y encefalopatias
posteriores a lesiones anoxicas, de origen toxico,
metabdlicas o causadas por farmacos (5).

Existen una gran variedad de farmacos cuya
accion se focaliza en el sistema nervioso central y
gue se relacionan con la aparicion de mioclonias.
Poco se sabe sobre la frecuencia de esta reaccion
adversa, ya que la mayoria de los datos proviene
de reportes de casos espontaneos. Entre los
medicamentos que pueden inducir mioclonias, se
encuentran anestésicos como el etomidato, con
una frecuencia de 32 % (6), los medicamentos
para el Parkinson, los antidepresivos, los agentes
bloqueadores de dopamina, los opiaceos y los
ansioliticos, entre otros (7).

En un estudio en Francia en el que se analizaron
las bases de datos nacionales sobre las reaccio-
nes adversas a los medicamentos, se encontraron
185.634 eventos reportados en un periodo de
20 afios, catalogados como posibles, probables
o definitivos, de los cuales solo 423 (0,2 %)
correspondieron a mioclonias (8).

La revision de articulos en Pubmed/Medline,
utilizando los términos “myoclonus” y “albuterol”
(salbutamol), permitié detectar dos articulos rela-
cionados con el tema. En el primero, la apari-
ciobn de mioclonias se asocié con altas con-
centraciones de gabapentina en suero (9). En el
segundo, Micheli, et al., describieron tres casos en
los cuales el inicio y la remisién de las mioclonias
se asociaron con el uso y la posterior suspension
de las altas dosis de salbutamol.

Estos autores consideraron que otros factores
gue coexistian en los pacientes (enfermedad
cardiovascular, hipoxia, hematomas subdurales
y tumores malignos), podian haber contribuido a
la aparicidon de la reaccion adversa. Sefialaron,
asimismo, que los pacientes habian recibido las
dosis de salbutamol debido a episodios graves de
crisis respiratorias y que, a las pocas horas, habian
comenzado a presentar mioclonias que cedieron
cuando el medicamento se suspendié. De todas
maneras, en ningdn caso se hicieron mediciones
de las concentraciones séricas del farmaco (10).
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Al comparar el caso que se presenta con los
reportados en estos articulos, se evidencian varias
caracteristicas en comun: la presencia de comor-
bilidades, la edad avanzada de los pacientes, las
altas dosis diarias acumuladas de salbutamol y la
remisién de las mioclonias con la suspension del
farmaco, asi como la ausencia de medicion de las
concentraciones séricas del medicamento, lo que
en nuestro medio se debe a las limitaciones para la
realizacion oportuna de dicho examen.

Aunque en este caso el paciente recibié otros
medicamentos, como los opioides, que también
podrian haber estado asociados con la aparicién
de las mioclonias, solo con la suspensién de los
agonistas beta-adrenérgicos se obtuvo su resolu-
cion clinica y, dado que el paciente sigui6é siendo
tratado ambulatoriamente con otros medicamen-
tos sin que reapareciera la sintomatologia, la
posibilidad de atribuirle la reaccién adversa a un
producto diferente al salbutamol se redujo.

Segun la clasificacion de causalidad de la OMS,
las reacciones adversas se categorizan como
probables cuando los signos clinicos tienen una
secuencia temporal acorde con la administracion
del medicamento y la posterior recuperacion al
suspender el farmaco. Consideramos que este
caso clinico se ajusta a dicha definicion (11).

Segun el algoritmo de Naranjo para evaluar la
causalidad de una reaccion adversa por medi-
camentos, el caso alcanzé un puntaje de 6, que
también lo categoriza como un efecto probable
(12). Debido a que no hubo una nueva exposicion a
un agonista adrenérgico B,, no fue posible calificar
el efecto como definitivo.

Otra consideracion relevante en el presente caso
es la posibilidad de interacciones medicamentosas
debido a los mdltiples farmacos administrados, lo
cual podria explicar parcialmente el cuadro clinico.
Sin embargo, ninguna de las interacciones con los
otros medicamentos, ni ninguna condicidn neurolo-
gica del paciente, pudieron explicar las mioclonias.

Aunque poco se sabe sobre la asociacién entre
las mioclonias y el salbutamol (10,13), es posible
gue el mecanismo de accion de este medicamento
en el sistema nervioso central esté involucrado en
la génesis de las mioclonias. Aunque en las dosis
terapéuticas el blanco molecular del salbutamol
es el musculo liso bronquial, dicha selectividad
se pierde con dosis (concentraciones) altas que
desencadenan la accién del salbuta-mol como
agonista selectivo de los receptores B, en dicho
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tejido, estimulando masivamente todo los tipos
de receptores beta, o que deriva en un aumento
de la actividad adrenérgica corporal (10). Se ha
propuesto que el estimulo excesivo de los recep-
tores catecolaminérgicos del sistema nervioso
central, induce convulsiones y, por supuesto, mio-
clonias (13-15).

Se deben mencionar las limitaciones que hubo
en este caso como fue la imposibilidad de seguir
recabando informacién por la muerte del paciente,
lo que tampoco permitié obtener muestras sangui-
neas cuyo andlisis pudiera haber correlacionado
algun defecto genético con los hallazgos clinicos.
Ademads, no fue posible establecer si la presencia
de comorbilidades y el consumo de otros medi-
camentos con accion sobre el sistema nervioso
central, contribuyeron o no a la aparicion de la
reaccion adversa.

Hasta donde se sabe, este seria el cuarto reporte de
un caso de mioclonias asociadas con salbutamol, lo
cual resalta la importancia de esta reaccion adversa,
y deberia estimular a los profesionales de la salud
a incluirla entre los posibles diagnésticos diferen-
ciales cuando observen el inicio de mioclonias de
novo, sin otra asociacion clara, en un paciente
adulto con enfermedad pulmonar obstructiva cro-
nica que reciba altas dosis de salbutamol.
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El sindrome de Bardet-Biedl es una enfermedad hereditaria, autosémica recesiva, con gran
heterogeneidad de locus, que pertenece a las denominadas ciliopatias, denominadas asi por la
deficiencia funcional presente y porque las proteinas afectadas se localizan en el cilio primario. El
sindrome afecta multiples sistemas, con compromiso visual, renal, cognitivo, esquelético y gonadal, y
obesidad. Este sindrome presenta una gran variabilidad intrafamiliar e interfamiliar.

Se presenta el caso clinico de un paciente adolescente con diagndstico de sindrome de Bardet-Biedl,
asi como su manejo, los resultados de la secuenciacion de 22 genes y el analisis actualizado de la
literatura médica.

Se recopild la informacion clinica y, previo consentimiento informado, se hizo la prueba de panel
de secuenciacion multigénica de los genes implicados. El paciente es hijo de la unién de personas
consanguineas. Fue el primer afectado en la familia y presentaba polidactilia posaxial, obesidad,
micropene, retinitis pigmentaria y dificultades de aprendizaje.

En el panel multigénico, se identificé la variante patogénica homocigética c.39_46del en el gen BBS10
y otras variantes de genes BBS asociadas con la obesidad. Dado que el sindrome de Bardet-Bied| es
una enfermedad huérfana rara, interpretar el pleiotropismo y la heterogeneidad de locus y de alelos,
constituye un reto. La confirmacién molecular permite el manejo adecuado de los pacientes, asi como
el seguimiento y el asesoramiento genético apropiados.

Palabras clave: sindrome de Bardet-Biedl; polidactilia; obesidad; retinitis pigmentosa; discapacidad
intelectual; cilios.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i4.4199
A pathogenic homozygous variant of the BBS10 gene in a patient with Bardet Biedl syndrome

The Bardet-Biedl syndrome is an autosomal recessive hereditary disorder with vast locus heterogeneity
that belongs to the so-called ciliopathies, whose proteins are localized in the primary cilia and present
functional deficiency. The multisystemic features of the disease include ocular, renal, cognitive, skeletal,
as well as gonadal involvement and obesity, among others, with high inter- and intrafamilial variability.
We describe the clinical case of an adolescent male patient with Bardet-Biedl syndrome, including the
approach, the results from a 22-gene sequencing panel, and the analysis of updated scientific literature.
We collected the clinical data of the patient and, after obtaining the informed consent, we conducted a
multigenic sequencing panel oriented to known implicated genes.

The patient was born to consanguineous parents and was the first affected member of the family. He
presented with postaxial polydactyly, obesity, micropenis, retinitis pigmentosa, and learning disability.
The multigenic panel allowed the identification of the homozygous pathogenic variant c.39_46del in the
BBS10 gene and in other BBS genes variants associated with obesity. As the Bardet-Biedl syndrome
is a rare disease, it is challenging to interpret its pleiotropism and gene/allelic heterogeneity. Its
confirmation by molecular tests allows an adequate approach, follow-up, and genetic counseling of the
patient and the family.

Key words: Bardet-Biedl syndrome; polydactyly; obesity; retinitis pigmentosa; intellectual disability; cilia.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i4.4199
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En 1865, los oftalmologos Laurence y Moon des-
cribieron una familia de diez hijos (dos fallecidos
y cuatro sanos) nacidos de una pareja no con-
sanguinea, que presentaban un cuadro clinico
variable compuesto por ceguera nocturna, retinitis
pigmentaria, alteracién cognitiva, obesidad, hipo-
gonadismo y paraparesia espéstica (1). Poco
después, en 1920, Bardet reporté casos similares
gue presentaban, ademas, polidactilia posaxial.
En 1922, Bield observé, ademas, malformaciones
del sistema digestivo, con lo cual se conformaba
lo que entonces se conocié como el sindrome de
Laurence-Moon-Bardet-Bield. Posteriormente, el
sindrome fue diferenciado en dos condiciones inde-
pendientes: por un lado, el sindrome de Laurence-
Moon, que cursa con paraparesia espastica, y
por el otro, el sindrome de Bardet-Bield (Online
Mendelian Inheritance in Man™ #615987), que se
manifiesta con polidactilia posaxial y obesidad, a
pesar de la considerable superposicion fenotipica
entre ambos sindromes (2-7).

El sindrome de Bardet-Biedl es una condicién cuya
presentacion clinica es variada; cursa con compro-
miso multisistémico (3,4), incluso, en pacientes con
el mismo genotipo (6). Por lo general, las personas
afectadas no presentan todas las caracteristicas
clinicas, aunque existe un importante pleiotro-
pismo que incluye obesidad, discapacidad visual
por distrofia de conos y bastones, malformaciones
renales, polidactilia posaxial, alteraciones cogni-
tivas, hipogenitalismo y otras muchas alteraciones
del fenotipo (cuadro 1) (5).

Los criterios diagnésticos de este sindrome fueron
descritos por Beales, et al. en 1999 (5), y fueron
posteriormente modificados por Tobin, et al., en
2007 (8). Finalmente, en 2010, Pawlik, et al., reco-
mendaron que el diagndstico clinico de la entidad
debia basarse en la deteccion de, por lo menos,
cuatro caracteristicas primarias, o de tres primarias
y dos secundarias (9).

La etiologia del sindrome esta relacionada con un
conjunto de proteinas que desempefian un papel
bésico en la estructura y en la funcién de los cilios,
los cuerpos basales o el transporte intracelular (10).
Hasta la fecha, se conocen 22 genes causantes de
este sindrome (11,12).
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Cuadro 1. Criterios para el diagnostico del sindrome de Bardet-
Biedl. El diagndstico se basa en cuatro criterios primarios o tres
criterios primarios mas dos secundarios (1,7).

Criterios mayores Criterios menores

Retardo o alteracion del
lenguaje

Braquidactilia o sindactilia
Retardo del desarrollo
Alteracion del comportamiento

Distrofia retiniana temprana

Polidactilia posaxial
Obesidad central
Hipogonadismo en hombres
y anormalidades genitales
en mujeres

Anomalias renales
Alteraciones del aprendizaje

Anomalias oculares
Poliuria-polidipsia (diabetes
insipida nefrogénica)

Ataxia, coordinacién deficiente,
desequilibrio

Hipertonia leve

Diabetes mellitus

Anomalias orodentales
Anomalias hepaticas
Anomalias cardiovasculares
Anosmia

Dismorfismo craneofacial
Enfermedad de Hirschsprung

Se presenta el caso de un adolescente con
sindrome de Bardet-Biedl, a quien se le hizo
seguimiento durante cuatro afios y en quien se
encontré6 una mutacién poco comun en uno de
los genes causantes del sindrome y en algunas
variantes de la secuencia del ADN de otros también
implicados en su aparicion. Se discute, ademas, la
posible presencia de un fenotipo intermedio en los
familiares no afectados.

Caso indice

Se trata de un adolescente de 14 afios de edad, hijo
de padres consanguineos que tenian 16 (el padre)
y 15 (la madre) afios de edad cuando él nacid,
ambos originarios de Venecia (Cundinamarca)
(figura 1). La gestacion fue de 38 semanas, sin com-
plicaciones, y la madre refiri6 movimientos fetales
de vigor normal. El parto fue vaginal eutécico y el
nifio peso 3.710 g (z=0,92).

En el momento del nacimiento, se observé que
presentaba polidactilia posaxial bilateral en manos
y pies. En cuanto al desarrollo psicomotor, el
nifio sostuvo la cabeza a los dos meses, se pudo
mantener sentado (sedestacion) a los 6, gate6 a
los 8 y deambulé a los 24 meses; no se detectd
hipotonia. A los 30 meses de edad, se hizo la
correccion quirdrgica de la polidactilia de los pies
y de la mano izquierda. Se observé retraso en el
desarrollo del lenguaje e intencién comunicativa
a través de sefas, por lo que se inicié la terapia
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Figura 1. Arbol genealdgico del paciente con sindrome de Bardet-Biedl. Se observa la consanguinidad parental de primer grado
(primos hermanos) en los individuos 111.4 y 1.9, padres del paciente (relleno gris) (IV.10). En las generaciones I, lll y IV, se
evidencian individuos con sobrepeso u obesidad (lineas oblicuas) en patrén vertical (11.4, 1.5, 11.7, 11.8, 111.2, 111.3, I11.4, 1.5, 111.6, 111.7,
111.9 y IV.5). La abuela materna padece hipertensién arterial sistémica (lineas horizontales) (11.4). Por linea materna hay dos primos
hermanos medios del paciente, cada uno con una anomalia mayor: retinopatia no especificada en un varén (cuadricula en blanco y
negro) (IV.6) e hipoplasia renal en una nifia (relleno punteado) (1V.7). Segun los informes, la hermana por linea paterna, de 4 afios

de edad, esta sana.

de lenguaje; a los tres afios de edad, el nifio
pronuncié la primera palabra bisilaba y, ademas,
control6 esfinteres. A los cuatro afos, se le corrigié
el frenillo lingual.

El nifio inicié la escolarizacion a los dos afios
edad y en los reportes se informé sobre sus difi-
cultades en el aprendizaje de las matematicas,
en la construccion de frases estructuradas y en
narrativa, aunque logré aprender a leer y a escribir
en el curso de su educacioén regular con la ayuda
de estrategias de inclusion y adaptacion curricular.

A partir de los dos afios de edad, comenzé a tener
sobrepeso, por lo cual se hicieron recomendacio-
nes nutricionales. A los siete afios de edad, se le
detectd hipotiroidismo, para el cual se administrd
levotiroxina. Después de varios episodios de otitis
media recurrente, se le hizo una miringotomia a
los 10 afios de edad.

La madre refirio que el nifio tenia caidas fre-
cuentes, y disminucién de la agudeza visual en
la penumbra y en la oscuridad. A los nueve afios
de edad, el neuropediatra sospeché un sindrome
de Prader-Willi o un sindrome de Bardet-Biedl,
y lo remiti6 a consulta genética. El analisis del
cariotipo fue normal (46,XY). Los estudios de
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los potenciales evocados visuales mostraron un
compromiso moderado a grave de la transmision
retino-cortical bilateral y el electrorretinograma con-
firmé una acusada reduccion de las reacciones
electrofisioldgicas de la retina en ambos ojos, con
una minima actividad residual de la funcién de los
conos correspondiente a retinopatia.

En una evaluacion del coeficiente intelectual
mediante la escala de inteligencia de Weschler para
nifios (WISC-1V), el paciente obtuvo puntajes de
75 en comprensién verbal, de 71 en memoria de
trabajo, de 83 en velocidad de procesamiento, y
de 61 en razonamiento perceptivo, para un puntaje
total de 66.

A partir de los 10 afios, ha sido evaluado en el
Servicio de Genética de la Fundacion Hospital
Pediatrico de La Misericordia (HOMI) y el caso hace
parte de la casuistica de un estudio descriptivo
aprobado por el Comité de Etica de esta institucion.

El uso de las imagenes de los estudios previos
y de las fotografias médicas del paciente, toma-
das durante su evaluacion clinica, fue autorizado
mediante consentimiento informado firmado por
los responsables legales del menor y con su
asentimiento, segun las recomendaciones para
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las investigaciones médicas en seres humanos en
Colombia contenidas en las resoluciones 8430 de
1993 (13) y 2378 de 2008 (14) del Ministerio de
Salud y en la Declaracién de Helsinki (15).

Los siguientes son los resultados del examen
fisico: peso, 48 kg (z=1,28), talla, 138 cm (z=-1,02),
indice de masa corporal (IMC), 25,2 kg/m? (z=2,03),
perimetro cefalico, 56 cm (z=1,48), tension arterial,
105/58 mm Hg, y frecuencia cardiaca, 78 por
minuto. Se observé una disminucién del didmetro
bitemporal, asi como cejas gruesas arqueadas,
hendiduras palpebrales elongadas, sinofris leve,
estrabismo, surco nasolabial largo, mejillas llenas,
menton puntiforme, elevacién palatina bilateral,
acantosis pigmentaria en el cuello, aumento del
paniculo adiposo abdominal, braquidactilia en
manos, clinodactilia del quinto dedo en ambas
manos y polidactilia posaxial del tipo de apéndice
cutdneo en la mano derecha. En el borde cubital
de la mano izquierda, se observé una zona de
cicatrizacion antigua; en los pies se encontraron
ufias displasicas y cortas, y en las manos y pies se
evidenciaron cicatrices laterales antiguas debidas
a la correcciéon de la polidactilia bilateral (figura
2). No habia vello pubico y, ademas, se observé
microfalosomia.

Se establecio el diagnéstico clinico de sindrome de
Bardet-Biedl y se continuaron los estudios multidis-
ciplinarios, el seguimiento clinico y los exadmenes,
para establecer la extension de la enfermedad y
las necesidades individuales del paciente, segun
las recomendaciones internacionales (3,4).

En los siguientes cuatro afios, la ceguera noc-
turna del paciente avanzé, asi como su sobrepeso
y, asimismo, presentd alteraciones de su patrén de
suefio por los frecuentes ronquidos.

En los estudios iniciales de extension, se documentd
la presencia de higado graso por ultrasonografia
hepética, hipercolesterolemia (colesterol: 239 mg/
dl, HDL: 27 mg/dl), hipertrigliceridemia (525 mg/
dl), glucemia normal (glucosa en ayunas: 84 mg/
dl) con hiperinsulinemia leve (insulina: 39,4 U/
ml) y funcion tiroidea normal (TSH: 2,96 Ul/ml y
hormona T4 libre: 1.25 ng/dl). En cuanto a la
funcion renal, se reportaron niveles normales de
nitrégeno ureico (BUN: 10 mg/dl) y de creatinina
sérica (0,77 mg/dl), el uroandlisis fue normal y
los rifiones no presentaban alteraciones estruc-
turales en la ultrasonografia. Los valores de micro-
albuminuria fueron de 89 mg en 24 horas vy, los
de hiperreninemia, de 36 ng/ml por hora, ante lo
cual se reforzaron las recomendaciones de dieta
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baja en grasa y se inici6 la administracion de
gemfibrozilo, vitamina E y omega 3, asi como otras
medidas para proteger la funcién renal.

El electrocardiograma y el ecocardiograma evi-
denciaron un ritmo sinusal normal y un corazén
sin alteraciones estructurales. También, la funcion
biventricular era la adecuada, pero se observd
hipertension pulmonar leve con normotension
arterial durante todo el seguimiento. Se confirmé
el sindrome de apnea e hipopnea (indice de 9,5),
con lo cual se complementé la evaluacion de neu-
mologia, y se recomendo extraer las amigdalas.

A. B
C. D
E. F.
G.

H.

Figura 2. Caracteristicas fenotipicas del individuo con sindrome
de Bardet Biedl. A. Fotografia frontal: se observa un diametro
bitemporal estrecho, cejas gruesas arqueadas, hendiduras
palpebrales elongadas, estrabismo, surco nasolabial largo,
mejillas llenas y mentén puntiforme. B. Fotografia lateral:
la flecha sefiala acantosis pigmentaria en el cuello. C.
Radiografias de las manos a los dos afios de edad: se observa
polidactilia posaxial en la mano izquierda. D. Radiografias de
los pies a los dos afios de edad: se observa polidactilia posaxial
bilateral. E y G. Manos: se observa braquidactilia y clinodactilia
del quinto dedo en ambas manos, la flecha indica polidactilia
posaxial de tipo apéndice cutaneo en la mano derecha. Fy H.
Pies: ufias displasicas cortas y cicatrices laterales antiguas de
la correccién de la polidactilia. Las fotografias Ay B, y E a H,
fueron tomadas a los 13 afios de edad, después de la firma de
los consentimientos informados.
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Durante el seguimiento clinico entre los 11 y los
14 afios de edad, la condicién metabdlica del
paciente mejord, con disminucién del colesterol y
los triglicéridos (colesterol total: 195 mg/dl; LDL:
146 mg/dl; HDL: 39 mg/dl; TG: 112 mg/dl), y hubo
una mejoria significativa de su patrén de suefio
después de la adenoidectomia y la tonsilectomia.
Su educacioén escolar ha continuado hasta cursar
el tercer grado de secundaria con la ayuda de
estrategias de inclusion, adaptacion curricular y
orientacion vocacional para mejorar en el area de
matematicas. Su interaccién social con pares ha
sido adecuada.

Analisis molecular

Cuando el paciente tenia 13 afios de edad, se le
solicitd una prueba de ADN con secuenciacion de
nueva generacion (New Generation Sequencing,
NGS), la cual incluy6 el andlisis de los 22 genes
causantes del sindrome de Bardet-Bied|.

Para la extraccion del ADN se utilizo el estuche
comercial de QiAgen™ vy, para la construccion de
genotecas, el estuche Nextera XT™ (lllumina). La
secuenciacion de las librerias (2 x 150) se hizo en
el secuenciador MiSeq (lllumina™).

A continuacion, se hizo el andlisis bioinformético de
las regiones codificantes de los genes descritos.
Para el control de calidad de los datos genémicos,
se establecieron los siguientes parametros: 100 %
de representatividad de todos los exones del
gen, con cobertura minima de 20X, asi como
andlisis mediante NGS de pequefias deleciones
0 inserciones, y mutaciones puntuales en las
regiones codificantes de los genes seleccionados
y de los sitios de empalme alternativo.

Para el ‘llamado de variantes’ (variant calling),
se utilizé el programa Variant Studio™, versién
3.0 (Annovar, Intervar) (16). Las variantes se
clasificaron segun los criterios del American
College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (17).

El andlisis se centré en las regiones codificantes
de los genes ARL6, BBS21 (C8orf37), BBS1,
BBS10, BBS12, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS9,
CCDC28B, CEP290, BBIP1, IFT27,LZTFL1, MKKS,
MKS1, SDCCAGS8, TMEM67, TRIM32, TTC8 y
WDPCP (cuadro 2).

El andlisis molecular y el bioinformatico se hicieron
en el laboratorio de Genetix (http://www.genetix.
com.co/). Se identifico la variante homocigética
BBS10: NM_024685.3, c.39_46delGGCGTTGC,
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p.Alal4GlyfsTer79 (A14Gfs*79), la cual se clasificé
como patogénica del tipo PSV1, es decir, de
gran peso segun los criterios del ACMG (17). No
se encontraron reportes sobre esta frecuencia
alélica en los articulos consultados, como tampoco
en la base de datos de 700 pacientes de control
analizados en Genetix. La mutacion se analizé in
silico con tres predictores: Mutation Taster (18),
Ensembl Variant effect predictor (19) e InterVar
(20), los cuales la catalogan como patogénica.
Ademas, en el andlisis molecular se identificaron
otras variantes no patologicas en cinco de los
genes analizados (cuadro 3).

Discusion

Los hallazgos clinicos y de los distintos examenes
que se le practicaron al paciente, demostraron
el cumplimiento de cinco de los criterios prima-
rios (retinitis pigmentaria, polidactilia posaxial,
obesidad, micropene y dificultades de aprendizaje),
y de cuatro de los criterios secundarios (retardo
del desarrollo y en el lenguaje, braquidactilia,
estrabismo y anomalias craneofaciales), los cuales
son suficientes para sustentar el diagnéstico cli-
nico del sindrome de Bardet-Biedl (cuadro 1)
(5,9). Ademas, el antecedente de consanguinidad
parental sugiere un patron hereditario autosémico
recesivo, tal y como se ha descrito en la mayoria
de los casos.

Durante el seguimiento clinico, se evalué nueva-
mente el fenotipo del paciente para considerar
otros diagndsticos que pudieran superponer carac-
teristicas clinicas similares a las de este sindrome.
Por ejemplo, se descart6 el sindrome de McKusick-
Kaufman debido a la ausencia de cardiopatia
congénita y anomalias urogenitales en hombres,
principalmente, hipospadias y criptorquidia (21).
Se descartd, asimismo, el sindrome de Alstrom,
dada la ausencia de la hipoacusia neurosen-
sorial progresiva y la cardiomiopatia dilatada que
lo caracterizan; ademas, la polidactilia no hace
parte de este Ultimo sindrome (22,23). También, se
descart6 el sindrome de Joubert, dado que este
cursa con hipotonia, apraxia oculomotora, ataxia
y pérdida de la regulacion del patrén respiratorio
neonatal con episodios de hiperpnea y taquipnea;
ademas, con malformaciones tipicas en el cerebelo
y el tallo cerebral, o rasgos como los quistes rena-
les, la nefronoptisis y, ocasionalmente, encefalocele
occipital, fibrosis hepética, colobomas oculares y
hamartomas orales. La retinopatia y la polidactilia
se han reportado en este sindrome, pero como
hallazgos poco frecuentes (24).



Biomédica 2018;38:308-19

Sindrome de Bardet-BiedI: variante homocigética en BBS10

Cuadro 2. Genes implicados en el sindrome de Bardet-Biedl|. Se describen 25 genes involucrados en la funcion ciliar, de los cuales
22 han sido confirmados como causantes del sindrome. No obstante, existen otros genes responsables del transporte intraflagelar
anterogrado, el transporte intraflagelar retrégrado y del cuerpo basal, que podrian estar asociados con la enfermedad. Los genes
estudiados mediante el andlisis molecular en este caso clinico aparecen en negrilla. Para mas detalles de los genes, consultar con
el nimero MIM en la base de datos de OMIM (http://omim.org) (3,23-31).

Gen Nombre del Locus Funcion Namero MIM
locus Gen/locus
BBS1 11913 Proteina del BBS-oma 209901
BBS2 BBS2 16913 Proteina del BBS-oma 606151
ARL6 BBS3 3p12-p13 GTP-asa 608845
Modificador de BBS1
BBS4 BBS4 15g24.1 Proteina del BBS-oma 600374
BBS5 BBS5 2g31 Proteina del BBS-oma 603650
MKKS BBS6 20p12 Parte del complejo de chaperonas 604896
BBS7 4927 Proteina del BBS-oma 607590
TTC8 BBS8 14932.1 Proteina del BBS-oma 608132
PTHB1 BBS9 7pl4d Proteina del BBS-oma 607968
BBS10 BBS10 12g21.2 Parte del complejo de chaperonas 610148
TRIM32 BBS11 9g31-g34.1 Enzimas ligasas E3 de ubiquitina 602290
BBS12 BBS12 4927 Parte del complejo de chaperonas 610638
MKS1 BBS13 17922 Migracion del centriolo 609883
CEP290 BBS14 12921.3 Cuerpo basal: interaccién con retinitis pigmentaria 610142
WDPCP BBS15 2p15 Cuerpo basal: ciliogénesis 613580
SDCCAGS BBS16 1943 Cuerpo basal: interactlia con el gen OFD1 613524
LZTFL1 BBS17 3p21.31 Proteina del BBS-oma. Regulador negativo del trafico ciliar 606568
BBIP1 BBS18 10g25.2 Ciliogénesis y estabilizacién de los microtibulos citoplasmicos 613605
IFT27 BBS19 22q12.3 Transporte intraflagelar 615870
IFT74 BBS20 9p21.1 Requerido para la ciliogénesis 608040
C80ORF37 BBS21 8022.1 Localizado en la base del cilio 614777
CCDC28B 1p35.2 Modificador de BBS1 610162
TMEM67 8g22.1 Modificador de BBS14 609884
ALMS1 2p13.1 Formacién y mantenimiento del cilio primario 606844
NPHP4 1p36.31 Requerido para la formacion del cilio funcional 607215

Cuadro 3. Variantes benignas de los genes BBS2, BBS4, BBS6, BBS12 y BBS14, identificadas en el paciente con sindrome de
Bardet-Biedl debido a la mutacién en el gen BBS10

Variantes * Gen Estado** Localizacién/efecto Tipo de variante Frecuencia
de la proteina (ExAC)****

NM_018848.3:c.534C>T BBS6 He p.1178I Sinénima 0,1433

(rs17852625) (MKKS)

NM_018848.3:¢.1549C>T BBS6 He p.R517C Con cambio de sentido, 0,1441

(rs1547) (MKKS) benigna

NM_018848.3:¢c.1595G>T BBS6 He p.G532V Con cambio de sentido, 0,1437

(rs1545) (MKKS) benigna

NM_031885.3:¢c.367C>T BBS2 He p.1123V Con cambio de sentido, 0,2092

(rs11373) benigna

NM_033028.4:¢.1061T>C BBS4 Ho p.1354T Con cambio de sentido, 0,5743

(rs2277598) benigna

NM_033028.4:c.906T>C BBS4 Ho p.F302F Sinénima 0,9875

(rs12914333)

NM_033028.4:c.77-6G>A BBS4 Ho Sitio receptor de Variante en la region 0,9831

(rs8033604) empalme de intrén 2***  de corte y empalme

NM_025114.3:¢.853-12_853-11insG BBS14 Ho Insercion en receptor de  Variante intronica- 0,9284

(rs71082425) (CEP290) empalme de intron 10***  sinénima

NM_025114.3:c.2268A>G BBS14 Ho p.S756S Sinénima 0,00001415

(rs2468255)

NM_152618.2:¢c.1872A>G BBS12 Ho p.Q624Q Sinénima 0,1693

(rs13102440)

* Nomenclatura de la Human Genome Variation Society (HGVS) (Nomenclatura de Single Nucleotide Polymorphism Database, dbSNP); ** He:
heterocigoto; Ho: homocigoto; ***Efecto en el ARN clasificado como benigno con base en los datos de Reference SNP para racimos (refSNP) y
frecuencia alélica, y del International HapMap Project; ***ExAC Browser (Beta) | Exome Aggregation Consortium (http://exac.broadinstitute.org/)
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Como ya se menciond, el sindrome de Bardet-Bied|
es raro, con una prevalencia estimada cercana a
un caso por 160.000 personas en Europa (3). Es
mas frecuente en las poblaciones de beduinos de
Kuwait (1:13.500), donde existe una importante
endogamia (3,4,25). En las islas danesas Feroe,
se ha informado la mayor prevalencia del mundo
(1:3.700), debida a una nueva mutacién con efecto
fundador en un sitio geogréfico aislado (26).

Actualmente, se sabe que 22 de los genes que
codifican las proteinas estructurales o funcionales
de los cilios —las cuales tienen un papel estructural
o funcional y forman los cuerpos basales o par-
ticipan en el trafico de moléculas intracelulares—
son causantes del sindrome de Bardet-Bied!
(10-13). Las proteinas codificadas por los genes
BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS8, BBS9 y
BBS18, llamadas proteinas BBS, se localizan en
el cilio y forman complejos octaméricos estables
gue configuran el BBS-oma. El BBS-oma es indis-
pensable para la ciliogénesis y la transduccion de
sefiales intracelulares (cuadro 2) (27-35). Otras
proteinas BBS actdan como modificadoras y cha-
peronas, necesarias en el ensamblaje del BBS-
oma, y participan activamente en el transporte
intraflagelar, mecanismo de transporte celular bi-
direccional de los cilios fundamental en numerosos
procesos biol6égicos de las vias de sefalizacion
importantes en el desarrollo de diferentes tejidos y
organos (cuadro 2) (27-35). El conocimiento sobre
las proteinas implicadas y su participacion en esta
enfermedad sigue en constante desarrollo (29,30).

En el presente caso, se encontr6 una mutacion
patogénica en el gen BBS10 (OMIM 610148). Este
gen se localiza en el brazo largo del cromosoma
12 (locus 12g21.2) y comprende dos exones. La
proteina se denomina BBS10 y contiene 723 ami-
noécidos (~81 kDa) (30,36), cuenta con dos domi-
nios TCP-1 (Pfam), que también estan presentes
en proteinas de la familia de las chaperonas,
cuya funcién se asocia con su plegamiento. Esta
proteina, asi como la BBS6 y la BBS12, hacen
parte de la superfamilia de chaperonas de tipo Il,
se asocian con las proteinas CCT/TRIiC y forman
el complejo de chaperonas BBS (31,37-42). La
mayoria de las caracteristicas clinicas humanas
del sindrome de Bardet-Biedl, se han encontrado
en estudios del modelo en ratones Bbs10-/- (39).

El estudio molecular, con un panel multigénico de
22 genes causales del sindrome, permitié iden-
tificar la variante patogénica homocigoética PVS1
en el gen BBS10. En los articulos consultados,
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se describe esta mutacién en una familia no con-
sanguinea de etnia caucasica y de origen europeo
(40,43). Ademas, se consultaron las variantes
benignas identificadas en el paciente y se explord
su papel como factores genéticos modificadores
del fenotipo.

La variante patogénica c.39_46delGGCGTTGC
(p.Ala14GlyfsTer79 (Al4Gfs*79)) identificada en el
gen BBSI10, corresponde a una delecion de ocho
nucledtidos que afecta el primer exén, el cual seria
el causante del cambio en el marco de lectura
a partir del aminoacido 14, con el reemplazo
de un residuo de alanina por uno de glicina, asi
como del corrimiento del marco de lectura de la
traduccion de los aminoacidos subsiguientes
para, finalmente, presentar un codon de parada
anticipada en la posicion 79. De esta manera,
se traduce una proteina muy corta (al menos del
10 % de la cadena del polipéptido), la cual carece
de los dominios TCP-1, por lo cual se codifica como
una proteina probablemente no funcional.

Como perteneciente al grupo de chaperonas mole-
culares, la proteina BBS10 tiene como funcién prin-
cipal reconocer y seleccionar su union a péptidos
de sintesis reciente (42). Se ubica en el citosol de
los organismos eucariotas e interactia con otras
chaperonas llamadas CCT, formando el complejo
de chaperonas BBS (41). Las chaperonas BBS
previenen la agregacion durante el plegamiento de
cadenas de polipéptidos recién sintetizadas, evitan
interacciones no deseadas con otros componen-
tes celulares, y dirigen el ensamblaje de proteinas
de gran tamafo y de complejos multiproteicos.
Ademas, debe mencionarse que, durante situa-
ciones de estrés, potencian el plegamiento de
numerosas proteinas (31).

Se ha concluido que la proteina BBS10 es
necesaria en la regulacion de la interaccién
de las proteinas BBS6, BBS12 y BBS7 con las
proteinas CCT para la formacion del complejo
de chaperonas BBS. La ausencia o disminucion
de la BBS10 reduce la interaccion de la BBS6
con las proteinas CCT y sus dos subunidades
TCPa y TCPp, lo cual altera la conformacion del
BBS-oma, cuya formacion debe avanzar en una
secuencia ordenada en la que, inicialmente, se
unen las proteinas BBS2 y BBS7. Posteriormente,
el complejo de chaperonas BBS tiene un papel
importante en la estabilizacion de esta union, en
tanto que, después, la proteina BBS9 se une a este
complejo multiproteico y conforma un complejo
ternario que corresponde al nacleo del BBS-oma.
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En el ensamblaje del BBS-oma, la proteina BBS10
interactta directamente con las proteinas BBS7 y
BBS9 (31,38,41). También, se ha documentado
gue en su ausencia se presentan niveles bajos de
la BBS2. En estudios in vitro de células en cultivo
con deplecién de la BBS10, la asociacion entre
la BBS2 y la BBS7 con la BBS9 fue muy débil,
lo que demuestra que la deplecion de la BBS10
conlleva una falla en el ensamblaje del BBS-oma
(29,32,38), lo cual era de esperarse en el paciente
de este caso.

Por otra parte, Marion, et al., consideran que existe
una ciliogénesis transitoria en la diferenciacion
adipogénica, con lo cual la alteracion en las
proteinas BBS10 y BBS12 conlleva obesidad.
Estos autores describieron un modelo celular
adipogénico a partir de fibroblastos de pacientes
con sindrome de Bardet-Biedl, en el que obser-
varon cilios primarios en los preadipocitos en
diferenciacion. Las proteinas BBS10 y BBS12
afectan la ciliogénesis y las vias adipogénicas,
como la del receptor gamma activado por el factor
proliferador de peroxisomas (PPARY) (33).

En el 2015, Cognard, et al., compararon mode-
los de ratones Bbsl0 -/- con ratones normales,
y encontraron que presentaban hiperfagia y un
aumento en la ganancia de peso a las ocho sema-
nas de vida. Durante el seguimiento, los ratones
presentaron hiperleptinemia grave (leptina sérica:
125 ng), sobrepeso a partir de los tres meses de
edad (39), degeneracién retiniana grave, adelgaza-
miento de la retina, disminucion importante de la
rodopsina en el segmento externo, pérdida gradual
de los fotorreceptores y un nimero elevado de
nucleos, asi como resultados positivos en la prueba
de la transferasa desoxinucleotidilo terminal (TdT),
lo cual sugiere un acentuado proceso de apoptosis
(39). En cuanto al compromiso renal, se observé
disminucion del grosor de la membrana basal
glomerular, con ausencia primaria y secundaria de
la estructura de los podocitos, correlacionada con
un elevado incremento de la albuminuria (39). Las
caracteristicas descritas en este modelo en ratén
fueron similares a las manifestaciones clinicas evi-
dentes en el presente caso.

Asimismo, en la prueba mediante NGS de ADN de
los 22 genes causantes del sindrome de Bardet-
Biedl, se identificaron 11 variantes polimérficas en
cinco de los genes evaluados (BBS2, BBS4, BBS6,
BBS12 y BBS14) (cuadro 3). Estas variantes en
la secuencia de ADN se analizaron para estable-
cer si constituian factores genéticos modificadores

Sindrome de Bardet-BiedI: variante homocigética en BBS10

del fenotipo. Dos de estas, la ¢.534C>T y la
€.1595G>T, se habian detectado en el gen BBS6
(también denominado gen MKKS) del probando,
con una presunta relevancia epistatica y en estado
heterocig6tico compuesto.

La primera, ¢.534C>T, corresponde a una variante
sinénima (p.1178=) que no produce cambios en la
proteina BBS6, por lo que su comportamiento en
las predicciones in silico (PolyPhen-2, puntuacion:
0.00) (44), se considera benigno (45).

La segunda variante, ¢.1595G>T, corresponde a
una con cambio de sentido debido al reemplazo
del aminoacido glicina por valina en el residuo
532 (G532V), cambio que se considera benigno
(PolyPhen-2, puntuacion: 0.142) (45).

Ambas variantes se han asociado con un incre-
mento de la prevalencia de obesidad, el sindrome
metabdlico y la hipertension arterial sistémica en
humanos, con base en los resultados de un estu-
dio de casos y controles realizado en Grecia en
220 individuos obesos (IMC=30 kg/m?) y en 330
personas no obesas como control (cuadro 3) (46).

En la genealogia del paciente del caso en estudio
se observé que varios familiares presentaban el
fenotipo de obeso sin tener el sindrome de Bardet-
Biedl, y aunque estos no fueron valorados para
validar la hipotesis, llamé la atencién la recurrencia
del fenotipo de obeso en los familiares, lo cual sera
objeto de estudios posteriores.

También se detectd en el caso indice la variante
c.367A>G (p.I1123V) en el gen BBS2 en estado
heterocigoto, la cual ha sido reportada como
benigna (PolyPhen-2, score: 0,0) (45); esta
variante se ha identificado en el 4 % de europeos y
americanos, y en el 8 % de individuos catalogados
como “hispanos” evaluados como controles sanos
(34,45). En el 2014, esta variante se identificd
en estado homocigotico en uno de los pacientes
evaluados por Lindstrand, et al., a quien se le
habia diagnosticado nefronoptisis confirmada
por histopatologia, ocasionada por la mutacion
patolégica del gen NPHP1, lo que sugiere la
interaccion génica entre el BBS2 y el NPHP1 (34).

Con el fin de comparar otros pacientes con el
sindrome de Bardet-Bied| en quienes se hubieran
identificado variantes polimoérficas asociadas y
evaluado su papel en el fenotipo, se hizo una
blusqueda de casos del sindrome con confirmacién
molecular y evidencia de variantes en las proteinas
del BBS-oma.
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En un estudio publicado en 2013, Ajmal, et al.,
reportaron cuatro pakistanies afectados por el
sindrome ocasionado por mutaciones homocigo-
ticas en el gen BBS1 (47). En este estudio, se des-
cribian dos familias consanguineas en las cuales
se evidenci6 variabilidad fenotipica intrafamiliar. En
la familia A, dos hermanos (una mujer y un hombre)
presentaban la mutacién homocigética c.47+1G>T
en el gen BBS1, acompafiada de nueve variantes
mas en los genes BBS2, BBS4, BBS7, BBS9 y
BBS12. Ambos hermanos presentaban retinopatia
pigmentaria, obesidad y problemas del aprendizaje,
aunque solo la mujer present6 polidactilia.

Por otra parte, en la familia B, habia dos hermanos
-hombre y mujer- con el sindrome, ambos con la
mutacion homocigética ¢.442G>A (p.Aspl48Asn)
y retinopatia pigmentaria, obesidad, problemas
del aprendizaje, polidactilia e hipertension arterial
sistémica.

Los autores argumentaron que el efecto modifi-
cador de las variantes adicionales de las otras
proteinas que conforman el BBS-oma, explicaba la
variabilidad clinica observada en la familia A (47).
Al comparar estos hallazgos con los del presente
caso, hay cuatro variantes que coinciden con las
observadas en la familia A: BBS2 ¢.367T>C; BBS4
€.906T>C; BBS4 77-6G>A, y BBS12 ¢.1872A>G
(cuadro 3).

Dichos estudios clinicos sugieren que aun no se
han dilucidado los mecanismos subyacentes en las
variaciones de expresién del sindrome de Bardet-
Biedl y que, probablemente, se presentan alelos
modificadores, asi como eventos estocasticos.
Aungue son grandes los avances logrados en
los estudios fisiopatoldgicos y en el diagnostico
etiolégico molecular, asi como en la epigenética,
las causas de muchos de los casos del sindrome
siguen sin poder confirmarse (aproximadamente
20 %). Ademas, en los articulos publicados se
evidencia un numero creciente de nuevos genes
SBB, asi como menor frecuencia de variaciones en
el numero de copias; estas no se detectan mediante
los métodos de secuenciacién del ADN (34), lo que
dificulta la comprension de la variabilidad clinica
y fenotipica de los afectados por el sindrome de
Bardet-Biedl.

La prediccién de la presencia de los genes cau-
santes de ciliopatias ha mejorado, y cada vez
es maés frecuente el uso de herramientas para
anali-zar la secuenciacion del exoma completo
(Whole Exome Sequencing, WGS). En octubre de
2016, Shim, et al., utilizaron una herramienta de
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integracién bayesiana (DanioNet) que integré ~85 %
del genoma codificante de Danio rerio y ~61 % del
genoma humano ortélogo, en busca de los genes
asociados con alteraciones del desarrollo y otras
relacionadas con defectos genéticos que alteran
la formacion o la funcién de los cilios primarios, y
encontraron ocho nuevos genes candidatos, asi
como algunas variantes raras validadas des-pués
experimentalmente, aunque aun faltan pruebas
para identificar su posible funcion ciliar (48).

A pesar de que no hay un tratamiento definitivo
para el sindrome de Bardet-Biedl, ni para otras
ciliopatias, se han informado resultados favorables
en pacientes con otras enfermedades hereditarias
qgue incluyen protocolos de terapia génica para
la degeneracion retiniana mediante la liberacién
subretiniana e intravitrea de vectores virales que
contienen una copia del gen normal (49-51). La
disfuncion de conos y bastones es una de las
caracteristicas principales del compromiso reti-
niano en este sindrome y en otras ciliopatias, y en
un futuro cercano se podria contar con herramien-
tas terapéuticas innovadoras para su tratamiento.

En resumen, el sindrome de Bardet-Biedl es una
enfermedad huérfana, cuya presentacion clinica
progresiva, asi como las condiciones de disca-
pacidad visual y cognitiva, y las comorbilidades
producto de la disfuncion metabdlica y renal,
ameritan la intervencién de multiples especialida-
des para lograr un manejo 6ptimo de los pacientes.
En el modelo actual del sistema de salud colom-
biano, la atenciéon es fragmentada y, aunque se
esta trabajando en ello, todavia no se cuenta con
un programa de enfermedades raras (52,53). Por
esto, los pacientes que las padecen no disponen
de instituciones con la suficiente experiencia, y los
recursos humanos y tecnol6gicos necesarios para
su atencion.

Aunque el diagndstico clinico y molecular permite
un manejo y un seguimiento apropiados, sigue
siendo un reto clinico interpretar el pleitropismo de
los genes causales identificados, el papel de los
factores ambientales, asi como la heterogeneidad
de locus y de alelos descrita en este sindrome (35).
En el caso que se presenta, se confirmd su carac-
ter autosémico recesivo, lo cual permitié estimar
un riesgo de recurrencia de 25 % en eventuales
gestaciones futuras de los progenitores. Por otra
parte, se prevé la evaluacién de otros miem-
bros de la familia extensa para comprobar si son
portadores de la variante determinante de obesidad
o de la causante del sindrome, con el fin de brindar
asesoria a la hora de decidir nuevos embarazos.
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En general, el avance cientifico ha hecho posible
identificar enfermedades genéticas con mayor
precision, lo cual permite a los profesionales de
la salud un mejor conocimiento del papel de los
factores genéticos en los diversos procesos
patolégicos para, asi, proporcionar una asesoria
genética adecuada basada en la identificacién
precisa del mecanismo de herencia, sobre todo
cuando se trata de enfermedades con gran hetero-
geneidad molecular.
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Polimorfismos de los genes JAG1, MEF2C y BDNF asociados
con ladensidad mineral 6sea en mujeres del norte de México
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Introduccién. La osteoporosis se caracteriza por una baja densidad mineral 6sea; la composicion
genética es uno de los factores que mas influyen en ella, pero hay pocos estudios de genes
asociados con esta condicién en la poblacion mexicana.

Objetivo. Investigar la posible asociacién de ocho polimorfismos de un solo nucleétido (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) de los genes JAG1, MEF2C y BDNF con la densidad mineral 6sea en
mujeres del norte de México.

Materiales y métodos. Participaron 124 mujeres de 40 a 80 afios, sin parentesco entre ellas. Su
densidad mineral 6sea se determiné mediante absorciometria dual de rayos X y la genotipificaciéon se
hizo utilizando discriminacion alélica mediante PCR en tiempo real; se estudiaron cuatro de los SNP del
gen JAG1 (rs6514116, rs2273061, rs2235811 y rs6040061), tres del MEF2C (rs1366594, rs12521522
y rs11951031) y uno del BDNF (rs6265). El analisis estadistico de los datos obtenidos se hizo por
regresion lineal.

Resultados. EI SNP rs2235811 presento6 asociacion significativa con la densidad mineral 6sea de todo
el cuerpo bajo el modelo de herencia dominante (p=0,024) y, aunque los otros SNP no tuvieron relacion
significativa con esta densidad, en ninguno de los modelos de herencia estudiados, se observé una
tendencia hacia esta asociacion.

Conclusién. Los resultados sugieren que el SNP rs2235811 del gen JAG1 podria contribuir a la
variacion en la densidad mineral ésea de las mujeres del norte de México.

Palabras clave: densidad mineral 6sea; osteoporosis; polimorfismo genético; mujeres; México.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.4014

JAG1, MEF2C and BDNF polymorphisms associated with bone mineral density in women from
Northern México

Introduction: Osteoporosis is characterized by a low bone mineral density. Genetic composition is
one of the most influential factors in determining bone mineral density (BMD). There are few studies on
genes associated with BMD in the Mexican population.

Objective: To investigate the association of eight single nucleotide polymorphisms (SNP) of JAG1,
MEF2C and BDNF genes with BMD in women of Northern México.

Materials and methods: This study involved 124 unrelated Mexican women between 40 and 80
years old. BMD was determined by dual X-ray absorptiometry. Genotyping was performed using allelic
discrimination by real time PCR. We analyzed the SNP of JAG1 (rs6514116, rs2273061, rs2235811 and
rs6040061), MEF2C (rs1366594, rs12521522 and rs11951031), and BDNF (rs6265) and the data using
linear regression.

Results: The JAG1 SNP rs2235811 was associated with the BMD of the total body under the dominant
inheritance model (p=0,024). Although the other SNPs were not associated with BMD in any of the
inheritance models studied, a trend was observed.
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Polimorfismos genéticos y densidad ésea en mexicanas

Conclusion: Our results suggest that the SNP rs2235811 in the JAG1 gene might contribute to the

variation in BMD in women from northern México.

Key words: Bone mineral density; osteoporosis; polymorphism, genetic; women; México.
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La osteoporosis es una alteracion esquelética
comun que se caracteriza por una baja densidad
mineral ésea, deterioro de la microarquitectura 6sea
y un incremento de la propension a las fracturas,
especialmente de cadera, columna vertebral y
mufieca (1). Se ha determinado que su relevancia
aumenta en relacién directa con el envejecimiento
de la poblacion, ya que la probabilidad de frac-
turas relacionadas con esta condicion es mayor
en mujeres de mas de 50 afios (2). En México,
la osteoporosis representa un serio problema de
salud publica; Clark, et al., en el 2009, sefalaron
gue el 17 % de las mujeres y el 9 % de los hombres
mayores de 50 afios de ese pais presentaban
osteoporosis y estimaron que para el 2050 la
cantidad de casos de fracturas de cadera sera de
110.055, lo que representaria un costo sumamente
elevado para los sistemas de salud (3).

La patogenia de la osteoporosis es multifactorial,
ya que resulta de la interaccién de componentes
genéticos y ambientales. Se estima que la densi-
dad mineral Gsea es de caracter hereditario en mas
del 60 % de los casos (4,5). En diversos estudios,
se han podido identificar multiples regiones génicas
gue se asocian con variaciones en la densidad
mineral 6sea y con la etiologia de la osteoporosis,
principalmente, en poblaciones con ascendencia
europea y asiatica (6-8). En el caso de la poblacién
mexicana, los estudios de caracterizacion de los
factores genéticos involucrados en la propensién a
desarrollar osteoporosis han sido de asociacion en
series de casos y controles. Los principales genes
han sido el del receptor de la vitamina D, VDR (9-
12), el del receptor de estrégenos alfa, ER-alfa
(13), el del colageno de tipo | alfal, COLIAL (14),
el de la interleucina 6, IL-6 (15), el de la calcitonina
(16) y el de la proteina 5 relacionada con el receptor
de las lipoproteinas de baja densidad (Low-Density
Lipoproteins, LDL), LRP5 (17).

En varios estudios sobre la asociacion con genes
candidatos y del genoma completo (Genome-Wide
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Association Study), se han evidenciado multiples
regiones génicas relacionadas con variaciones en
la densidad mineral 6sea en algunas poblaciones.
Sin embargo, algunos resultados son contradic-
torios, ya que dichas asociaciones no se repiten en
otras poblaciones (6,18). Una de estas regiones se
localiza en el gen MEF2C (Miocyte Enhancer Factor
2C), miembro de la via de sefializacion Wnt (19).
El producto de este gen participa en la regulacion
de la expresién de la esclerostina (SOST), la cual
controla la actividad osteoblastica (20,21), y se
ha sugerido que algunos de sus polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP) pueden estar asociados
con variaciones de la densidad mineral dsea en el
cuello femoral y en ambas caderas en la poblacion
europea y asiatica, respectivamente (7,8,22).

Otro gen que participa en las variaciones de la
densidad mineral 6sea es el gen JAGL, el cual
est4 involucrado en la diferenciacion osteoblastica
de las células madre mesenquimales (Human
Mesenchymal Stem Cells, hMSC) por medio de
la via de sefializacién candnica Notch (23,24). En
recientes informes del Genome-Wide Association
Study, se ha establecido que el SNP rs2273061
del gen JAG1 se asocia con una baja densidad
mineral 6ésea en la columna lumbar y en el cuello
femoral en sujetos de ascendencia europea y en
poblaciones asiaticas (25). En cuanto a los estu-
dios en poblacion mexicana, los grupos de trabajo
de Rojano-Mejia y Velazquez-Cruz han investigado
la posible asociacion del polimorfismo rs2273061
con la densidad mineral 6sea en mujeres mestizas
mexicanas posmenopausicas, en la Ciudad de
México y en Cuernavaca, respectivamente, sin
encontrar asociacion (26,27).

Por otro lado, la proteina del factor neurotréfico
derivado del cerebro (Brain-Derived Neurotrophic
Factor, BDNF) codifica un miembro de la familia
de neurotrofinas de factores de crecimiento que
estan relacionadas con la via canénica del factor
de crecimiento nervioso. En varios estudios se
ha demostrado que dicho factor desempefa un
papel clave en la diferenciacion de los condro-
citos, el desarrollo del cartilago y la osteogénesis
(28). Se ha reportado que su ARN mensajero
(ARNm) se expresa en osteoblastos de raton
(células MC3T3-E1) (29), y que el SNP rs6265,
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relacionado con la fosforilacién en el factor neuro-
trofico derivado del cerebro, esta asociado con
la densidad mineral 6sea en humanos (30). En
estudios recientes, se ha descrito que el gen
BDNF esta asociado con las fracturas debidas a
la osteoporosis y, en estudios funcionales, se ha
demostrado que tiene un papel preponderante en
la diferenciacion osteoblastica (31).

La poblacion mexicana es una mezcla con una
estructura genética compleja; incluye genes de ori-
gen nativo americano (51 %), europeo (45,4 %) y
africano (3,7 %) (32,33). Dicha complejidad genética
se ha puesto de manifiesto en los analisis de las
variaciones existentes entre las diferentes regiones
geograficas (34) y, por ello, es necesario estudiar
detalladamente la estructura poblacional con datos
geograficos para evaluar la frecuencia y la preva-
lencia de enfermedades genéticas en las diversas
poblaciones del pais.

Delezé, et al., compararon la densidad mineral
Osea del cuello femoral y de la columna lumbar
de 4.460 mujeres entre los 20 y los 69 afos de
edad, provenientes de zonas urbanas de México,
y concluyeron que la densidad mineral ésea
variaba significativamente segun la region de la
poblacién estudiada: las mujeres del norte tenian
una densidad mineral 6sea mas alta en la columna
lumbar que las mujeres del centro o del sur (35).

Dado que son pocos los estudios que examinan
la asociacion de los SNP y la variacion de la den-
sidad mineral 6sea, y que estos corresponden a
poblaciones del centro del pais, el objetivo de este
estudio fue examinar la posible asociacion de los
SNP de los genes JAG1 (rs2273061, rs6514116,
rs2235811 y rs6040061), MEF2C (rs12521522,
rs11951031 y rs1366594) y BDNF (rs6265), con la
variacion de la densidad mineral 6sea en mujeres
del norte de México.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

El grupo de estudio incluyé mujeres nacidas en el
norte de México, con antecedentes de, al menos,
dos generaciones oriundas de esta region; no se
consideraron la raza ni la etnia.

La invitacion a participar en el estudio se hizo
de forma directa o a través de redes sociales.
En total, 180 mujeres de 40 a 80 afios de edad
respondieron a la invitacion y acudieron al Centro
de Investigacion en Nutricion y Salud Publica de
la Facultad de Salud Publica y Nutricion de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leodn.
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Se excluyeron las participantes con enfermeda-
des o condiciones que pudiesen tener efecto
sobre el metabolismo 6seo (trastornos crénicos,
enfermedades metabdlicas y enfermedades esque-
léticas diferentes a la osteoporosis), menopausia
precoz (antes de los 40 afios), pacientes que uti-
lizaban farmacos con efecto en el metabolismo
Oseo (terapia de reemplazo hormonal, corticoides,
anabolizantes, medicamentos anticonvulsivos e
inhibidores de la resorcién 6sea); ademas, como lo
sugieren Deng, et al. (36), para este tipo de estu-
dios, se excluyeron las mujeres con parentesco
familiar, con lo cual se incluyeron 124 mujeres
aparentemente sanas.

El estudio fue aprobado por el Comité de Inves-
tigacion de la Facultad de Salud Publica y Nutri-
cion (14-FaSPyN-SA-07), y se obtuvo el consenti-
miento informado de todas las participantes segun
lo establecido en el Reglamento de la Ley General
de Salud de México en materia de investigacion
para la salud (37).

Determinacién de la densidad mineral 6sea

La determinacion de la densidad mineral 6sea de
todo el cuerpo, en ambas caderas, en el cuello
femoral, en el triangulo de Ward, en el trocanter,
en la columna lumbar antero-posterior, L1-L4 vy
L2-L4, se hizo mediante absorciometria dual de
rayos X utilizando el densitometro Lunar Prodigy
Advance™, modelo 301264, (GE Healthcare), segun
el protocolo proporcionado por el fabricante. Las
mediciones se presentan en gramos por centimetro
cuadrado (g/cm?).

Genotipificacion

La extraccion del ADN gendmico a partir de
muestras de sangre periférica de las participantes,
se hizo utilizando el estuche comercial QIAamp

DNA Blood Maxi Kit™ (QIAGEN Inc., Valencia,
CA), segun las instrucciones del fabricante.

Los SNP se seleccionaron de acuerdo con los
siguientes criterios: una frecuencia del alelo menor
(Minor Allele Frequency, MAF) de mas del 5 % en
poblacion caucasica, aquellos previamente aso-
ciados con la densidad mineral 6sea en estudios
de asociacion con el gen candidato, en el Genome-
Wide Association Study y en metaanalisis.

La genotipificacién de los SNP se hizo mediante
ensayos de discriminacion alélica, utilizando las
siguientes sondas TagMan™ ya disefiadas (Applied
Biosystems, Foster City, CA): C_29449322 10
parars6514116, C_16177763_10 para rs2273061,
C_1265674 1 para rs2235811 y C_1265679_20
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para rs6040061 en el gen JAG1; C_3297670_10
para rs1366594, C_2836624 10 para rs12521522,
C_2836609_10 parars11951031 en el gen MEF2C,
y C_11592758 10 para rs6265 del gen BDNF.

Cada sonda TagMan™ consta de un solo tubo listo
para su uso, el cual contiene dos oligonucle6tidos
especificos de la secuencia para amplificar el SNP
de interés, dos sondas TagMan™ especificas para
la deteccion de los alelos del SNP, una marcada en
el extremo 5’ con el fluoréforo VIC™ paraelalelo 1y
con FAM™ para el alelo 2. Ademés, ambas sondas
contienen en el extremo 3’ una molécula apaga-
dora (quencher) unida al fluoréforo TAMRA™, el
cual inhibe la emisién de la fluorescencia mientras
la sonda permanece intacta.

Durante la reaccion de PCR, hay hibridacién de
los oligonucledtidos con una secuencia especifica
del molde de ADN; si este contiene la secuencia
polimoérfica, la sonda TagMan también presenta
hibridacion con su secuencia homologa. En la PCR,
la enzima AmplitagGold, que tiene actividad tanto
de la ADN polimerasa como de la exonucleasa 5’
— 3', es capaz de digerir la sonda marcada durante
la amplificacion y liberar al fluoréforo de la accién
del quencher, por lo que, bajo las condiciones utili-
zadas durante la reaccioén, solo la sonda especifica
para el SNP presente sufre hibridacion. De esta
forma, es posible diferenciar un alelo del otro con
base en el tipo de fluorescencia emitida.

Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen
final de 5 ul cada una, siguiendo el protocolo
del fabricante; se llevaron a cabo en una placa
de 96 pocillos en un sistema de PCR en tiempo
real (StepOnePlus Real-Time PCR System™,
Thermo Fisher Scientific, Inc.). El protocolo de
amplificacion consistié en un ciclo de 10 minutos
a 95 °C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a
95 °C y de 60 segundos a 60 °C. Los genotipos se
asignaron mediante la deteccion de fluorescencia
especifica del alelo con el programa SDS 2.2.3
para la discriminacion alélica (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

Andlisis estadistico

Los datos bioquimicos y antropométricos se pre-
sentan como promedios y desviaciones estandar.
Las frecuencias genotipicas y alélicas de todos
los SNP se expresaron como porcentajes. Para
descartar la subestructura genética de la pobla-
cién, se compararon las frecuencias alélicas de los
SNP presentes en las mujeres que conformaban
la generacién 15 (54 a 80 afios) y la generacion
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16 (menores de 53 afios), para lo cual, primero se
determindé que ambas poblaciones estuvieran en
equilibrio de Hardy-Weinberg y, posteriormente, se
analizo la similitud en la frecuencia de alelos con
la prueba de ji al cuadrado. El equilibrio de Hardy-
Weinberg se determiné utilizando el programa de
Court (38), disponible en internet.

La asociacion entre la densidad mineral ésea
y los polimorfismos, se determin6é mediante un
andlisis de regresion lineal simple, ajustando los
valores por edad e indice de masa corporal (IMC).
En estos andlisis se utilizaron los modelos de
herencia aditivo (1/1 Vs. 1/2 Vs. 2/2), dominante
(/1 Vs. 1/2 + 2/2) y recesivo (1/1 + 1/2 Vs. 2/2),
como lo proponen Iniesta, et al. (39). Los andlisis
estadisticos se hicieron con el programa SPSS™,
version 20 (SPSS, Inc.; Chicago, IL, USA). Los
valores de p menores de 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Resultados

Las caracteristicas generales de la poblacién estu-
diada se presentan en el cuadro 1. En la etapa
inicial se analizaron ocho SNP: cuatro del gen
JAG1], tres del gen MEF2C y uno del gen BDNF,
cuyos detalles se describen en el cuadro 2. Dos
de los polimorfismos del gen MEF2C resultaron
monomorfos en la poblacion estudiada (para el
rs12521522 solo se obtuvo el genotipo TT vy, para
el rs11951031, solamente el genotipo CC), por lo
gue fueron excluidos de los andlisis posteriores.

Para descartar la existencia de subestructuras
genéticas y, dado que la ciudad de Monterrey
fue fundada en 1596 y hasta el momento han
transcurrido 17 generaciones, se compararon las
frecuencias alélicas de los SNP presentes en las
generaciones 15 (mujeres de 54 a 80 afios, n=103)
y 16 (mujeres de 40 a 53 afios, n=21). En general,
en las dos generaciones la distribucién alélica
de los SNP analizados fue similar, observandose
valores de p entre 0,19 y 0,52; ambas poblaciones
estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (p
entre 0,51 y 0,99). El Gnico SNP que no cumplié
con esta condicion fue el rs6265 del gen BDNF
(p=0,01 y p=0,03 para las generaciones 15 y 16,
respectivamente).

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los poli-
morfismos en la poblacion total, se muestran en el
cuadro 3. Se observé que los polimorfismos de los
genes JAG1 y MEF2C se encontraban en equili-
brio de Hardy-Weinberg, en tanto que el correspon-
diente al gen BNDF no cumplia con esta condicion.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de la poblacién estudiada

Variable Media (DE)

Edad (afios) 63,45 (9,02)

Peso (kg) 69,34 (13,13)
Estatura (cm) 154,39 (6,34)
IMC (kg/m?) 29,14 (4,95)
Grasa corporal (%) 44,69 (6,09)

DMO (g/cm?)

DMO-CT 1,058 (0,099)
DMO-C 0,926 (0,127)
DMO-CF 0,862 (0,120)
DMO-TW 0,682 (0,137)
DMO-T 0,749 (0,115)
DMO L1-L4 0,999 (0,154)
DMO L2-L4 1,018 (0,165)

n=124

DE: desviacién estandar; IMC: indice de masa corporal; DMO: densidad
mineral 6sea; CT: todo el cuerpo; C; cadera, CF: cuello femoral; TW:
triangulo de Ward; T: trocanter; n: niUmero de pacientes.

L1-L4: lumbar 1-4

L2-L4: lumbar 2-4

Cuadro 2. Informacién correspondiente a los polimorfismos de
un solo nucleétido analizados en este estudio

Gen Posicién SNP Alelo Posicién
del gen en el gen
MEF2C 5914.3 rs1366594 C/A Intergénico
rs12521522 AT Intrén 4
rs11951031 C/T Intrén 3
JAG1 20pl2.1 — pl11.23 rs6514116 A/G Intrén 4
rs2273061 A/G Intrén 3
rs2235811 C/T Intrén 3
rs6040061 A/C Intrén 3
BDNF 11pl14.1 rs6265 G/A Exon 2

SNP: polimorfismo de un solo nucleétido

Los resultados de los analisis de regresion lineal
con asociacion significativa o tendencias de
asociacion entre los SNP y las variaciones de la
densidad mineral 6sea, se presentan en el cuadro
4. Solo el rs2235811 del gen JAG1l se asocio
significativamente con variaciones de la densidad
mineral ésea de todo el cuerpo, al utilizar el modelo
dominante. El resto de los SNP del gen JAG1
(rs6514116, rs2273061 y rs6040061) mostraron
tendencias a asociarse (valores de p>0,050 y
<0,099) con variaciones de la densidad mineral
Osea de todo el cuerpo con el mismo modelo.
Asimismo, los SNP rs2273061, rs2235811 vy
rs6040061 mostraron tendencia a asociarse con
la densidad del trocanter en el modelo dominante,
en tanto que con los rs2235811 y rs6040061
se observaron tendencias de asociacién con la
densidad mineral 6sea del triangulo de Ward en el
modelo recesivo.
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Por otra parte, el rs1366594 del gen MEF2C no
mostrd asociacién estadisticamente significativa
con las regiones Oseas analizadas; sin embargo,
en la columna lumbar (L1-L4) se determind una
tendencia a la asociacién con variaciones de la
densidad mineral 6sea en los modelos aditivo y
recesivo; también, se observd esta tendencia a
la asociacién con la regién L2-L4. Por Gltimo, con
el rs6265 del gen BDNF solo se observé una ten-
dencia a la asociacién con la regién L1-L4 en el
modelo de herencia recesivo.

Discusién
En este estudio se analiz6 la asociacién de ocho
polimorfismos de los genes JAG1, MEF2C y BDNF

con variaciones en la densidad mineral 6ésea de
mujeres del norte de México.

En la poblacién analizada, los SNP rs12521522 y
rs11951031 del gen MEF2C fueron monomorfos,

Cuadro 3. Frecuencias genotipicas, alélicas y valores de p del
equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos de un solo
nucleétido de los genes JAG1, MEF2C y BDNF en mujeres del
norte de México

SNP Genotipo Numerode % HWE
pacientes

rs6514116 AIA 42 33,9 p=0,483
JAGL AIG 57 45,9

G/G 25 20,2
Frecuencia A 141 56,9
alélica G 107 43,1
rs2273061 AIA 35 28,2 p=0,963
JAG1 AIG 62 50,0

G/G 27 21,8
Frecuencia A 132 53,2
alélica G 116 46,8
rs2235811 c/C 49 40,2 p=0,382
JAG1 CIT 53 43,7

TIT 20 16,1
Frecuencia C 151 61,9
alélica T 93 38,1
rs6040061 AIA 45 36,9 p=0,965
JAG1 AIC 58 47,5

c/C 19 15,6
Frecuencia A 148 60,7
alélica C 96 39,3
rs1366594 c/iC 41 33,1 p=0,899
MEF2C CIA 60 48,4

AIA 23 18,5
Frecuencia C 142 57,3
alélica A 106 42,7
rs6265 G/G 90 72,6 p=0,005
BDNF G/A 26 21,0

A/A 8 6,4
Frecuencia G 206 83,1
alélica A 42 16,9

SNP: polimorfismo de un solo nucle6tido
HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg
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resultados similares a los reportados en estudios
de otros autores en la poblacion mexicana (27).
Con el rs1366594, el alelo A resulté ser el de menor
frecuencia, aunque con una frecuencia superior
(0,43) a la encontrada previamente en la pobla-
cién mexicana (0,33) y en la africana (0,14) (27),
y fue similar a la de la europea (0,52) y la asiatica
(0,39) (8,40). Aunque se confirmo la presencia del
rs1366594, no se encontrd asociacion significativa
con la densidad mineral 6sea de las diferentes
regiones corporales analizadas. Este resultado
concuerda con lo descrito previamente en la
poblacion del centro de México (27), pero difiere
de los resultados obtenidos por Park, et al. (23),
quienes reportaron una asociacion de este SNP
con la densidad mineral 6sea del cuello femoral,
pero no con la de la columna lumbar, en una
poblacién coreana.

Las frecuencias de los alelos menores de los SNP
rs2273061, rs2235811 y rs6040061 del gen JAGL,
fueron similares a las reportadas previamente para
la poblacion mexicana (26,27); la frecuencia del
alelo menor del rs2273061 fue superior a la descrita
para la poblacion de Hong Kong (25). Los andlisis
de asociacioén de los polimorfismos del JAG1 con la
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densidad mineral 6sea, revelaron que Unicamente
el rs2235811 se asociaba con variaciones en la
densidad 6sea de todo el cuerpo. Estos resultados
concuerdan con lo reportado en estudios en
mujeres mexicanas posmenopausicas de origen
étnico mestizo en el centro del pais, en los que
tampoco se encontrdé una asociacion significativa
(26,27). Aunque no de manera significativa, algu-
nos SNP mostraron tendencia a asociarse con
diferentes regiones 6seas, principalmente en el
modelo dominante.

Es interesante sefialar que los resultados obte-
nidos, tanto en este estudio como en estudios
previos en poblacién mexicana, evidencian que,
mientras que el rs2235811 del JAG1 se asocid
con variaciones de la densidad mineral 6sea, en
el resto de los SNP no se observo tal asociacion.
Estos resultados son completamente antagénicos
a los reportados en estudios en poblaciones
europeas 0 asidticas, en los cuales se ha deter-
minado que los SNP rs2273061 y rs6514116 son
los que presentan asociacién significativa con
la densidad mineral dsea del cuello femoral y la
columna lumbar, mientras que con el rs2235811 no
se ha observado tal asociacion.

Cuadro 4. Asociacién de los polimorfismos de los genes JAG1, MEF2C y BDNF con la densidad mineral 6sea en mujeres del

norte de México

Polimorsfismo de un Genotipo Modelo B (IC,,,) p

solo nucléotido

JAG1

rs6514116 AA AIG G/G

Media (DE) Media (DE) Media (DE)

DMO-CT 1,079 (0,104) 1,046 (0,093) 1,064 (0,106) Dominante - 0,026 (-0,001; 0,053) 0,062

rs2273061 AIA AIG G/G

DMO-CT 1,081 (0,098) 1,054 (0,095) 1,050 (0,114) Dominante - 0,028 (0,000; 0,056) 0,052

DMO-T 0,776 (0,123) 0,742 (0,102) 0,733 (0,128) Dominante - 0,032 (-0,005; 0,069) 0,087

rs2235811 C/C CIT TIT

DMO-CT 1,071 (0,102) 1,040 (0,097) 1,079 (0,100) Dominante - 0,030 (0,004; 0,056) 0,024*

DMO-TW 0,694 (0,109) 0,660 (0,145) 0,722 (0,175) Recesivo 0,042 (-0,091; 0,007) 0,093

DMO-T 0,741 (0,119) 0,731 (0,110) 0,774 (0,115) Dominante - 0,032 (-0,001; 0,066) 0,061

rs6040061 AJA AIC C/C

DMO-CT 1,075 (0,100) 1,045(0,098) 1,074(0,103) Dominante - 0,024 (-0,003; 0,051) 0,078

DMO-TW 0,695 (0,108) 0,659 (0,143) 0,729 (0,173) Recesivo 0,047 (-0,097; 0,003) 0,063

DMO-T 0,771 (0,111) 0,735(0,115) 0,747 (0,119) Dominante - 0,029 (-0,005; 0,063) 0,099

MEF2C

rs1366594 CiC CIA AIA

DMO L1-L4 1,000 (0,169) 0,991 (0,143) 1,027 (0,167) Aditivo 0,034 (-0,069; 0,001) 0,057
Recesivo 0,054 (-0,116; 0,009) 0,091

DMO L2-L4 1,026 (0,179) 1,006 (0,153) 1,049 (0,180) Aditivo 0,032 (-0,070; 0,005) 0,092
Recesivo 0,058 (-0,125; 0,009) 0,091

BDNF

rs6265 G/G G/IA AIA

DMO L1-L4 1,001 (0,159) 1,032 (0,150) 0,902 (0,111) Recesivo - 0,084 (-0,014; 0,182) 0,092

DE: desviacion estandar; DMO: densidad mineral osea; CT: todo el cuerpo; TW: triangulo de Ward; T: trocanter; L1-L4: lumbar 1-lumbar 4; L2-L4: lumbar

2-lumbar 4; *Diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)
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En cuanto a los polimorfismos del gen BDNF, en
investigaciones recientes se ha encontrado que el
polimorfismo rs6265 se asociaba con variaciones
en la densidad mineral 6sea (6,30,41). Este SNP se
caracteriza por el cambio alélico G/Ay, en el estudio
de Estrada, et al., de 2012 en varones de Europay
de Asia Oriental, se asocié significativamente con
la densidad mineral 6sea del cuello femoral, siendo
los homocigotos para el alelo de menor frecuencia
(A) los que presentaron menor densidad mineral
Osea, en comparacion con los individuos con el
alelo G (GA y GG) (6). En otro estudio, Deng, et
al. (30), reportaron resultados similares al encon-
trar una asociacién entre el rs6265 y la densidad
mineral 6sea de ambas caderas en sujetos tanto
de origen caucasico como de origen asiatico, en
tanto que, en los individuos homocigotos AA, se
determinaron niveles menores de densidad mineral
Osea comparados con quienes presentaban el
alelo G (GAy GG).

Por el contrario, en el presente estudio no se
encontré asociacion entre el rs6265 y la densidad
mineral 6sea de las mujeres participantes, aunque
debe sefialarse que este SNP no presentaba el
equilibrio de Hardy-Weinberg. La pérdida de dicho
equilibrio puede deberse a una baja frecuencia
del alelo menor y al método de genotipificacion
empleado, lo que podria dar lugar a sesgos en
la interpretaciéon de los resultados, ya que en
ocasiones resulta mas facil detectar un genotipo
gue otros (39). Esta es una de las posibles razones
de no haber encontrado asociacion entre el rs6265
y la densidad mineral 6sea en la poblacién de
estudio, ya que la frecuencia del alelo menor fue
muy bajaenella (0,17)y, por ello, estos datos deben
tratarse con reserva. Otra posible interpretacion de
las discrepancias encontradas es que en el estudio
de Deng, et al., de 2013, se hizo en varones de
origen caucasico y asiatico.

Por ultimo, es importante considerar que, en la
poblacién estudiada, el alelo que presenté mayor
frecuencia fue el G (83,1), el cual se ha asociado
con valores de densidad mineral 6sea mayores en
el cuello femoral en comparacién con el alelo A,
hallazgo que sugiere que la poblacién incluida en el
presente estudio posee un alelo protector frente a
los valores bajos de densidad mineral 6sea.

La poblacién de México es genéticamente diversa
(34,42), por lo que se requieren estudios mas
detallados de la estructura genética para evaluar
la frecuencia y la prevalencia de las enfermeda-
des genéticas mas comunes en sus poblaciones
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nativas y mestizas. En estudios anteriores, se han
reportado diferencias significativas tanto genéticas
como fenotipicas segun la regién geografica, lo cual
evidencia la necesidad de un analisis exhaustivo
de las diferentes poblaciones del pais.

En conclusién, este es el primer reporte sobre las
frecuencias de los polimorfismos de los genes
JAG1, MEF2C y BDNF en mujeres del norte de
México en el que se ha detectado una asociacion
entre el SNP rs2235811 y la densidad mineral 6sea
de todo el cuerpo. Sin embargo, debido a la gran
diversidad genética de la poblacién mexicana, se
requiere de una muestra mas grande para con-
firmar la asociacion detectada y tener un cuadro
mas completo de la predisposicién genética hacia
la osteoporosis y los SNP asociados con ella en la
poblacion del norte de México.
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Introduccion. La region del antigeno leucocitario humano (Human Leukocyte Antigen, HLA) se ha
asociado claramente con enfermedades autoinmunitarias, como la diabetes mellitus de tipo 1. Los
polimorfismos representativos de un solo nucleétido (tag Single Nucleotide Polymorphism, tag SNP)
constituyen una forma alternativa de evaluar los alelos clasicos del HLA. En la poblacién europea se
ha reportado un grupo de tag SNP para multiples alelos clasicos relacionados con la predisposicion o
la resistencia frente a dicha enfermedad.

Objetivo. Validar la metodologia basada en los tag SNP enfocada en la inferencia de alelos HLA clasicos,
y evaluar su asociacion con la diabetes mellitus de tipo 1 en una muestra de familias antioquefas.
Materiales y métodos. Se estudié una muestra de 200 familias antioquefias con uno a dos hijos
afectados por diabetes mellitus de tipo 1. Se genotipificaron 13 SNP mediante el ARMS-PCR
(Ampilification Refractory Mutation System-Polymerase Chain Reaction) con cuatro iniciadores, o
mediante la PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism). Ademas, se evalud la
validez de los tag SNP de 1.000 genomas reportados en europeos en una muestra de 60 individuos
de la poblacién colombiana de Medellin. Se hicieron las pruebas de desequilibrio de la transmisién, de
desequilibrio de ligamiento y de equilibrio de Hardy-Weinberg.

Resultados. En la poblacién de estudio no se encontr6 suficiente desequilibrio de ligamiento entre los
SNPy los alelos clasicos evaluados, por lo cual no fue posible inferir los alelos clasicos del HLA para el
conjunto de familias con diabetes mellitus de tipo 1. El estudio de asociacion evidencié que esta region
aporta factores tanto de riesgo como de proteccion para el desarrollo de la enfermedad. Los tag SNP
apropiados para la muestra de estudio se determinaron usando los SNP ubicados en la region HLA en
la base de datos del 1000 Genomes Project en la mencionada poblacion.

Conclusiones. Los patrones de desequilibrio de ligamiento en la poblacién estudiada fueron diferentes
a los reportados para la poblacion europea. A pesar de esto, se encontré evidencia clara sobre el papel
de la region HLA en el riesgo de padecer diabetes mellitus de tipo 1 en la poblacion de estudio.

Palabras clave: diabetes mellitus de tipo 1; complejo mayor de histocompatibilidad; desequilibrio de
ligamiento; enfermedades autoinmunitarias.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3768

Classical HLA alleles tag SNP in families from Antioquia with type 1 diabetes mellitus

Introduction: The HLA region strongly associates with autoimmune diseases, such as type 1 diabetes.
An alternative way to test classical HLA alleles is by using tag SNP. A set of tag SNP for several
classical HLA alleles has been reported as associated with susceptibility or resistance to this disease
in Europeans.

Contribucion de los autores:
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Objective: We aimed at validating the methodology based on tag SNP focused on the inference of
classical HLA alleles, and at evaluating their association with type 1 diabetes mellitus in a sample of
200 families from Antioquia.

Materials and methods: We studied a sample of 200 families from Antioquia. Each family had
one or two children with T1D. We genotyped 13 SNPs using tetra-primer ARMS-PCR or PCR-
RFLP. In addition, we tested the validity of the tag SNP reported for Europeans in 60 individuals
from a population of Colombians living in Medellin (CLM) from the 1000 Genomes Project database.
Statistical analyses included the Hardy-Weinberg equilibrium, the transmission disequilibrium and the
linkage disequilibrium tests.

Results: The linkage disequilibrium was low in reported tag SNP and classical HLA alleles in this
CLM population. Association analyses revealed both risk and protection factors to develop type 1
diabetes mellitus. Appropriate tag SNPs for the CLM population were determined by using the genotype
information available in the 1000 Genome Project database.

Conclusions: Although linkage disequilibrium patterns in this CLM population were different from
those reported in Europeans, we did find strong evidence of the role of HLA in the development of type
1 diabetes mellitus in the study population.

Key words: Diabetes mellitus, type 1; major histocompatibility complex; linkage disequilibrium;
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autoimmune diseases.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3768

La region HLA (Human Leukocyte Antigen, HLA)
del complejo mayor de histocompatibilidad en
humanos comprende aproximadamente 4 Mb
de ADN, y en ella se codifican alrededor de 200
genes. Se encuentra localizada en el brazo corto
del cromosoma 6, region 6p21.3. Esta region se
ha subdividido en tres con base en las proteinas
codificadas: la HLA de clase |, en la que se
codifican las moléculas clasicas HLA-A, HLA-B y
HLA-C; la HLA de clase IlI, en la que se codifican
las moléculas clasicas HLA-DR, HLA-DQ y HLA-
DP, y la HLA de clase Ill, en la cual se codifican
otras proteinas involucradas en la inmunidad (1).

La diabetes mellitus de tipo 1 es una enfermedad
compleja causada por la destruccion autoinmu-
nitaria de las células B de los islotes pancreaticos.
Esta destruccién se ha descrito como un proceso
cronico que, generalmente, se inicia en la infancia
o la adolescencia, el cual genera deficiencia en la
produccion y la liberacion de insulina, asi como
pérdida de la regulacién del metabolismo de la
glucosa (2).

Como sucede en la mayoria de las enfermedades
autoinmunitarias, las variaciones en la region del
HLA representan el mayor riesgo genético para
el desencadenamiento de la diabetes mellitus de
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tipo 1. De hecho, se ha descrito que esta region
aporta cerca del 50 % del riesgo genético de
desarrollarla (3).

En la poblacién caucasica, dicho riesgo es
conferido por las moléculas de HLA de clase I,
especialmente los alelos DRB1*03 y DRB1*04
cuando se encuentran en haplotipos con los alelos
DQB1*02:01 y DQB1*03:02, respectivamente (4).
Asimismo, se ha observado que ciertos alelos HLA
de clase | confieren el riesgo de ser afectado por
la enfermedad, siendo el alelo HLA-A*24:02 el de
mayor asociacién reportada (5).

También, se ha observado que algunos alelos,
como el HLA-DQB1*06:02 y el HLA-A*03:01, con-
fieren proteccion frente al riesgo de padecer esta
enfermedad. Ademas, se ha observado que los
alelos HLA-I, en conjunto con los HLA-II, pueden
conferir un alto grado de protecciéon. Por ejem-
plo, se ha determinado que el aleloA*32:01y e
IDRB1*11:01 en combinacién con el DQB1*03:01,
asi como el A*11:01 y el DRB1*15:01 en combina-
cién con el DQB1*06:02 o con el DRB1*07:01 y
el DQB1*02, configuran haplotipos que confieren
proteccion frente al riesgo de desarrollar diabetes
mellitus de tipo 1 (6,7).

En Antioquia, Colombia, el Unico reporte sobre la
asociacion entre el desarrollo de esta enfermedad
y la region HLA, ha sido el de Montoya, et al., quie-
nes llevaron a cabo un estudio de casos y controles
en 1996 para establecer la posible asociacion con
la enfermedad de los alelos clasicos de los HLA
de clases | y Il (8). En este estudio no se encontré
asociacion estadisticamente significativa entre los
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alelos clasicos de los HLA de clase | y la enfer-
medad, pero si entre el alelo HLA-DRB1*03:01 y
un riesgo cuatro veces mayor de desarrollarla.

Se sabe que los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad se heredan como bloques
de haplotipos, lo cual se traduce en un gran des-
equilibrio de ligamiento en la region. Este hecho
favorece los estudios basados en metodologias
como la de los polimorfismos representativos
de un solo nucleétido (tag Single Nucleotide
Polymorphism, tag SNP), pues con ellas no se
requiere caracterizar todas las variantes presen-
tes en la region y es posible obtener informacion
acerca de la mayor parte de ellas e, incluso,
asignar los alelos clésicos de los HLA presentes
en una poblacién (9).

En su estudio, de Bakker, et al., genotipificaron mas
de 7.500 SNP dentro de la region HLA de clase |
y de clase Il en cuatro poblaciones, africana (YRI),
europea (CEU), china (CHB) y japonesa (JPT)),
y determinaron la variacién dentro de esta region
genética. En ese estudio se identificaron los tag
SNP informativos para la captura de variantes en la
region HLA en cada una de estas poblaciones (9),
con lo cual se pudieron capturar los alelos clasicos
del HLA.

Esta metodologia ofrece una alternativa atractiva
cuando no se requiere una exactitud del 100 %, lo
gue permite analizar la asociacién entre la region
del HLA y las enfermedades autoinmunitarias v,
ademds, llevar a cabo estudios epidemiolégicos
en los cuales el tipo de HLA puede ser la causa
potencial de una enfermedad. Ademas, es una
alternativa econémica para predecir el riesgo de
recurrencia en los familiares de pacientes con
enfermedades como la diabetes mellitus tipo 1
(10,112).

El propdsito de este estudio fue validar los tag
SNP de los alelos HLA clasicos reportados para
poblacién europea (9) y evaluar su asociacién en
una muestra de 200 familias antioquefias nucleares
con integrantes afectados por la diabetes mellitus
de tipo 1.

Materiales y métodos
Muestras

Se contd con una muestra de 200 familias antio-
guenias conformadas por 192 trios familiares (los
dos padres y un hijo con diabetes mellitus de tipo
1), y ocho familias con dos hijos afectados. Los
pacientes fueron seleccionados en el Servicio de

SNP representativos en HLA 'y su asociacion con la diabetes mellitus de tipo 1

Endocrinologia Pediatrica de la Universidad de
Antioquia, el Hospital Universitario San Vicente
Fundacion, la Clinica UPB-Medellin, la IPS
Universitaria-Universidad de Antioquia y el Instituto
Antioquefio de Diabetes, Metabolismo y Nutricion.

Los criterios de inclusién fueron los siguientes:
1) tener un diagnéstico clinico acorde con los
criterios de la American Diabetes Association
(ADA) y confirmado por el laboratorio (12); 2)
haber sido diagnosticado antes de los 15 afios de
edad; 3) contar con ambos padres vivos, y 4) tener
ancestro ‘paisa’ segun la informacion de la propia
familia en la encuesta que se hizo para recopilar
los datos demogréficos y sobre la procedencia de
los bisabuelos del paciente. Se asumié que si al
menos seis de los ocho bisabuelos eran de ascen-
dencia paisa, el caso podria ingresar al estudio.

Eleccion y genotipificacion de los tag SNP

Se genotipificaron 13 marcadores dentro de la
regiéon HLA, asi: rs2844821, rs762324, rs9380122,
rs1611430, rs2523933, rs29243, rs2844535,
rs3094117, rs3819294, rs1265100, rs7745906,
rs2524074, para la region HLA de clase I, y
rs2854275 para la region HLA de clase Il. Estos
marcadores fueron propuestos por de Bakker, et
al., como tag SNP para alelos clasicos de HLA
en la poblacién europea asociados con la protec-
cién o el riesgo de desarrollar diabetes mellitus de
tipo 1 (9).

La genotipificacién se hizo mediante el ARMS-
PCR (Amplification Refractory Mutation System-
Polymerase Chain Reaction), o mediante la
PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphism). La elecciéon de los iniciadores
se hizo con la aplicacion disefiada por Ye, et al.
(13), y la de las enzimas de restriccion, con el
programa NEBcutter™, version 2.0. (New England
Biolabs, Inc.) disefiado por Vincze, et al. (14).
Estos dos métodos se basan en las PCR, las
cuales se realizaron en un termociclador Dyad
Dual-Bay™ (BioRad). El cuadro suplementario 1
presenta la secuencia de oligonucleétidos y las
enzimas de restriccion usadas para el proceso de
genotipificacion.

Andlisis por simulacibn computacional vy
eleccion de los tag SNP para la poblacion
antioquefia

Se tomaron los datos de 60 individuos pertene-
cientes a la poblacion de colombianos que viven en
Medellin participantes en la fase 3 del proyecto de
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mil genomas (1000 Genomes Project) iniciada en
mayo de 2013 (15). Se contaba con la informacién
de los alelos de estos individuos para los SNP
mencionados, asi como de los alelos HLA cl&sicos
(16). El objetivo era validar que estos tag SNP
estuvieran en desequilibrio de ligamiento con los
alelos clasicos de HLA que se querian analizar en
esta poblacion. La informacion sobre la diversidad
de HLA para esta poblaciéon, se tomo6 de los
ensayos de tipificacion realizados por Gourraud, et
al., en el 2013 (16), cuyos datos estan disponibles
en la pagina del 1000 Genomes Project (http://
www.internationalgenome.org/). Los calculos y
graficos del desequilibrio de ligamiento se hicieron
con el programa Haploview™, versién 4.2 (Broad
Institute of MIT and Harvard) (17).

La bisqueda de los SNP en acentuado desequi-
librio de ligamento con los alelos clasicos HLA, se
hizo en la poblacion colombiana registrada en la
base de datos del 1000 Genomes Project. Para
ello, se tomaron todos los SNP reportados en dicha
base de datos ubicados dentro de la regiéon HLA
de clases | y I, clasica y extendida. En total, se
tomaron 133.289 SNP que abarcan una regién de
6,86 Mb.

Dado el gran numero de SNP, primero se calculo
el desequilibrio de ligamento de los SNP con los
alelos clasicos reportados para 60 individuos de
esta poblacion usando el paquete Plink™, version
1.07 (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/)
(18), y asi, se hallaron los marcadores con un
desequilibrio de ligamiento moderado (R*>0,5).
Posteriormente, usando la funcién tagger del pro-
grama Haploview™, version 4.2 (17), se obtuvieron
los tag SNP (R*>0,8) mas apropiados para la
poblacion antioquefia.

Analisis de asociacion e interaccion

El andlisis de asociacion entre los marcadores y
la diabetes mellitus de tipo 1, se hizo usando la
prueba no paramétrica de desequilibrio de trans-
mision (Transmission Disequilibrium Test, TDT),
la cual mide las transmisiones desde los padres
heterocigotos hacia los hijos afectados (19), con
el programa Unphased™, version 3.1.7(S. Karger
AG, Basel) (20). La interaccién se analizé con el
paquete Trio logic regression implementado por
el R Project™, version 3.2.0 (The R Foundation)
(21), entre los 13 marcadores de HLAy los siguien-
tes nueve marcadores en otros genes asociados
con la diabetes mellitus de tipo 1 genotipificados
en un estudio previo (22): rs2476601, rs1217418
y 152488457 para el gen PTPN22; rs1990760,
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rs3747517 y rs10930046 para el gen IFIH1, y
los SNP rs231775, rs3087243 y rs231779 para el
gen CTLA4.

El valor corregido de p se asumié como 0,0023
para mantener una significacién alfa de 0,05, y
se uso tanto para los analisis de asociacion como
para los de interaccion.

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Antioquia. Todos los participantes firmaron el con-
sentimiento informado aprobado para este estudio.

Resultados

En el cuadro 1 se presentan los valores de des-
equilibrio de ligamiento entre los tag SNP (9) y los
alelos clasicos en la poblacion del 1000 Genomes
Project. Ninguno de los SNP (solos o en haplotipos)
obtuvo un R%>0,8. Por lo tanto, no se puede decir
gue estos marcadores sean tags apropiados para
inferir los alelos clasicos del HLA en esta poblacién.
Por su parte, el SNP analizado para la region de
HLA-II (rs2854275) registrd un acentuado desequi-
librio de ligamiento (R?=0,826) con el alelo clasico
HLA-DRB1*03:01 para esta poblacién.

Los tag SNP basados en la CLM del 1000
Genomes Project

Dados los resultados que se presentan en el
cuadro 1, se hizo necesario identificar los tag SNP
propios de la poblacion en estudio. Para ello, se
uso la informacion de los SNP presentes en la
region HLA de clase | y Il, clasica y extendida.

Para la region clasica y la extendida de los HLA de
clase |, se analizaron 98.743 marcadores compren-
didos entre la posicion 25.730.000 y la 31.480.000,
la cual abarca una regién de 5,75 Mb. Para la
region clasica y la extendida de los HLA de clase
Il, se analizaron 34.546 SNP comprendidos entre
las posiciones 32.260.000 y 33.370.000, las cuales
abarcan una regién de 1,11 Mb.

Tres (HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*04:02, HLA-
DRB1*04:05) de los 19 alelos clasicos de interés
por su asociacion con la diabetes mellitus de tipo
1, no se pudieron analizar por su baja frecuencia
en la poblacidon objeto. Para otros cuatro alelos
(HLA-A*02:01, HLA-B*15:01, HLA-C*03:04 y HLA-
DQB*06:02) no se encontraron SNP que tuvieran
un acentuado desequilibrio de ligamento (R%>0,8).
Para los restantes doce alelos HLA clasicos, se
pudieron obtener tags con un r2>0,8 para esta
poblacién (cuadro 2).
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Cuadro 1. Medidas del desequilibrio de ligamiento D’ y r?entre los tag SNP reportados y los alelos clasicos de HLA en poblacién

colombiana en la base de datos del 1000 Genomes Project

rs2844821 — HLA-A*02:01 — rs762324

rs9380122 — rs1611430 — HLA-A*03:01

Haplotipo D’ R? Haplotipo D’ R?
A-A-C -0,8511 0,4925 A-A-A -1 0,01182
A-A-T -0,6284 0,03748 A-A-C -1 1,019e-010
A-C-C 0,6565 0,4154 A-G-A 1 0,00277
A-C-T 0,9227 0,01026 A-G-C 1 0,008097
G-A-C 0,8511 0,4925 G-A-A 1 0,01182
G-A-T 0,6284 0,03748 G-A-C 1 1,019e-010
G-C-C -0,6565 0,4154 G-G-A -1 0,00277
G-C-T -0,9227 0,01026 G-G-C -1 0,008097

rs3094117 — HLA- B*15:01 — rs3819294

rs1265100 — rs 7745906 — HLA-C*03:03

Haplotipo D’ R? Haplotipo D’ R?
G-A-C 0,9703 3,982e-014 C-A-C 0,7163 0,3534
G-A-T -0,2897 0,0009646 C-G-C -0,585 0,2795
G-C-C 0,8224 0,03469 T-A-A 1 0,007444
G-C-T -1 0,03704 T-A-C -0,7163 0,3534
T-A-C -0,9703 3,982e-014 T-G-A 1 3,079e-012
T-A-T 0,2897 0,0009646 T-G-C 0,585 0,2795
T-C-C -0,8224 0,03469
T-C-T 1 0,03704

Los haplotipos se componen de dos tag SNP reportados para la poblacién europea (CEU) y el alelo HLA clasico con el cual fueron asociados en dicha
poblacién. En la posicion del alelo clasico se coloc6 A/C para la presencia o ausencia del alelo analizado. Se presentan los resultados para la poblacion
de estudio con base en cuatro alelos HLA clasicos y sus tag SNP segun de Bakker, et al. (9).

Cuadro 2. Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en desequilibrio de ligamiento con alelos clasicos de HLA en poblacién

colombiana

Alelo cléasico Frecuencia* Tag SNP Sustitucion Alelos MAF R?
HLA-A*03:01 0,150 rs1736995 T/IC T 0,0769 0,928
HLA-A*24:02 0,175 rs140232731 CIA A 0,1078 0,944
HLA-A*30:02 0,042 rs3893467 T/IC C 0,0276 1,0
HLA-B*07:02 0,050 rs3130497 CIT T 0,0511 0,826
HLA-B*08:01 0,017 rs2394980 CIT T 0,0701 1,0
HLA-C*01:02 0,108 rs9368669 T/IC T 0,0697 1,0
HLA-C*03:03 0,025 rs114411923 AIT T 0,0134 1,0
HLA-C*07:01 0,092 rs2853949 CIT T 0,0923 1,0
HLA-DRB1*03:01 0,042 rs2856674 T/IC C 0,0649 0,826
HLA-DRB1*15:01 0,058 rs3117100 CIT T 0,0375 1,0
HLA-DQB1*02:01 0,133 rs9273494 GIT T 0,1645 1,0
HLA-DQB1*03:02 0,183 rs9275437 CIT T 0,0851 1,0

* Frecuencia de alelos clasicos en la poblacion de colombianos de Medellin; MAF: frecuencia del alelo menor; R2: coeficiente de determinacion
Los datos que dieron origen a este cuadro provienen de www.1000genomes.org, particularmente los de la poblacién de colombianos de Medellin.

La figura 1 muestra el desequilibrio de ligamiento
entre el alelo HLA-B*07:02 y doce marcadores
(SNP) dentro de la region de HLA-I, los cuales
tienen un perfecto desequilibrio de ligamiento entre
si, es decir, cualquiera de estos marcadores ser-
virfa como tag para este alelo HLA clasico en la
poblacién de estudio.

Analisis de asociacion

En el cuadro 3 se presentan los resultados de
asociacién de los 13 SNP probados en las 200
familias nucleares antioquefas. Se observo que los

SNPrs29243 (p=2,634e-5; odds ratio (OR)=2,85
[1,67-4,85]) y rs2854275 (p=1,27e-7; OR=2,71
[1,82-4,02]) contribuyen al riesgo genético de
padecer la enfermedad en la poblacion analizada.

Los marcadores rs9380122 (p=4,19e-6; OR=0,24
[0,12-0,47]) y rs1611430 (p=0,002; OR=0,63 [0,51-
0,86]) estan asociados con la proteccion frente al
riesgo de desarrollar diabetes mellitus de tipo 1.
Los demas marcadores no superaron el nivel de
confianza del 95 % después de la correccion para
multiples comparaciones.
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El andlisis de interaccion entre los marcadores
analizados para el HLA no evidenci6 interacciones
estadisticamente significativas, pues ninguna de
ellas super6 el valor de p corregido (0,0023) para
multiples comparaciones.

Discusion

Las causas del desequilibrio de ligamiento son
diversas. Una de ellas es la cercania fisica entre
los loci, por lo cual la probabilidad de que ocurra un
evento de recombinacion entre ambos disminuye.
Otra fuente de este desequilibrio es la mezcla de
dos poblaciones que pueden estar inicialmente

en equilibrio de Hardy-Weinberg y que poseen
diferentes frecuencias alélicas (23).

En este estudio se estimé el desequilibrio de
ligamiento entre los tag SNP analizados (repor-
tados por de Bakker, et al.) y los alelos clasicos
de HLA reportados para la poblacion CLM en el
1000 Genomes Project para validar si estos SNP
eran tags apropiados de los alelos clasicos en la
poblacion de estudio.

Biomédica 2018;38:329-37

Teniendo en cuenta la ascendencia predominan-
temente europea de los antioquefios (24,25), se
eligieron los marcadores reportados por de Bakker,
et al., en el 2006 para poblacién europea residente
entonces en los Estados Unidos (CEU) (9).

El andlisis revel6 diferencias en el desequilibrio de
ligamiento en la regién de HLA entre la poblacién
europea y la antioquefa. Tales diferencias pueden
estar relacionadas con el efecto de mezcla y con el
crecimiento poblacional de esta Ultima en relativo
aislamiento. Ademas, la ascendencia amerindia y
africana de los antioquefios también contribuye a
diferenciar los blogues de haplotipos definidos por
eventos de recombinacion (23,26).

Con el propésito de identificar los tag SNP de
los alelos HLA clasicos para esta poblacion de
Antioquia, se usé la informacién disponible en la
base de datos del 1000 Genomes Project. Se logré
la identificacion de los tag SNP de 12 de 19 alelos
HLA clasicos. A diferencia de lo observado por de
Bakker, et al., en poblacion europea, en la cual se
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Figura 1. Desequilibrio de ligamiento entre el alelo HLA-B*07:02 y doce marcadores en la region HLA de clase |. Valores expresados
en R2. El intervalo entre los polimorfismos de un solo nucle6tido incluye una region fisica de 248,322 pb. El alelo clasico se localiza

en posicion centromérica (identificado con la marca # 13).
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Cuadro 3. Asociacion alélica de los tag SNP con la diabetes mellitus de tipo 1 establecida mediante la prueba TDT

SNP Alelo T:.UT Frec. T:UT X2 p Od(ds ratio (IC,,)

rs9380122 G 10:42 0,025:0,105 21,17 4,19e-6 0,24 (0,12-0,47)
A 388:356 0,97:0,89

rs29243 T 58:22 0,15:0,06 17,67 2,634e-5 2,85 (1,67-4,85)
Cc 320:356 0,85: 0,94

rs2844821 G 63:79 0,17:0,21 1,76 0,18 0,802(0,58-1,11)
A 317:301 0,83:0,79

rs1611430 G 159:206 0,46:0,59 9,57 0,002 0,63 (0,51-0,86)
A 189:142 0,54:0,41

rs2523933 A 123:105 0,31:0,26 1,98 0,16 1,25 (0,92-1,69)
C 273:291 0,69:0,73

1s762324 C 358:368 0,904:0,93 1,48 0,22 0,74 (0,46-1,204)
T 38:28 0,096:0,071

rs3094117 G 226:201 0,57:0,51 2,35 0,13 1,21 (0,95-1,54)
T 172:197 0,43:0,49

rs1265100 C 153:121 0,39:0,31 5,37 0,02 1,402(1,05-1,87)
T 243:275 0,61:0,69

rs7745906 A 82:118 0,23:0,33 6,88 0,009 0,68 (0,51-0,91)
G 278:242 0,77:0,67

rs2524074 C 63:77 0,17:0,20 2.05 0,15 0,75 (0,49-1,12)
T 317:303 0,83:0,79

rs3819294 T 56:90 0,15:0,25 8,76 0,003 0,59 (0,42-0,84)
C 310:276 0,85:0,75

rs2844535 A 125:161 0,32:0,41 6,47 0,01 0,69 (0,53-0,92)
C 263:227 0,68: 0,59

rs2854275 T 145:86 0,41:0,24 27,90 1,27e-7 2,71 (1,82-4,02)
G 207:266 0,59:0,76

SNP: Single nucleotide polymorphism; T:U: transmisiones Vs. no transmisiones; Frec. T:UT: frecuencias de transmisiones Vs. no transmisiones.

Las negrillas representan los resultados significativos.

requerian dos SNP para alcanzar un valor de R?
por encima de 0,8, se observo que en la poblacién
del presente estudio un SNP era suficiente para
alcanzar dicho valor.

Este hallazgo puede explicarse por el reciente cuello
de botella experimentado por la poblacion antio-
guefa. Con la colonizacién europea se diezmd la
poblacion amerindia y llegaron esclavos africanos.
Entre estos tres grupos étnicos ocurrieron cruces
gue originaron la nueva poblacién (27). Durante
las migraciones, no todos los cromosomas de la
poblacién parental han de quedar representados
en la poblacién naciente. Se acepta que ha
existido un mayor nimero de generaciones desde
el origen de la poblaciéon europea que desde el
origen de la poblacion antioquefia, lo cual implica
gue ha ocurrido un mayor nimero de meiosis en
aquella poblacién que en la antioquefia. A su vez,
este fendbmeno aumenta la probabilidad de que
hayan ocurrido mas eventos de recombinacion en
la regiéon HLA de los europeos que en la de los
antioquefios, y explicaria por qué el desequilibrio
de ligamiento es mayor en estos, ademas con
alelos diferentes (28).

Llama la atencién que varios marcadores se
encuentran en perfecto desequilibrio de liga-
miento (R?=1,0) con los alelos clasicos HLA y

entre ellos (figura 1). Esta observacién concuerda
con el fuerte desequilibrio de ligamiento que se
ha descrito previamente para la region de HLA y
con el bajo nUmero de generaciones después de
ocurrida la mezcla.

El andlisis de asociacion entre los marcadores
analizados y la diabetes mellitus tipo de 1 evi-
dencio que estos marcadores influyen en el riesgo
genético para desarrollar la enfermedad. Cuatro
de los 13 marcadores analizados mostraron aso-
ciacion estadisticamente significativa al aplicar
la prueba no paramétrica de desequilibrio de
transmision (Transmission Disequilibrium Test,
TDT). De los doce marcadores de HLA de clase |
analizados, rs29243(T) se asocio con un aumento
de mas de dos veces en el riesgo de desarrollar
la enfermedad, en tanto que los marcadores
rs9380122(G) y rs1611430(G) se asociaron con
una disminucion importante del riesgo de pade-
cerla. También, se observd que el haplotipo G-G
de los marcadores rs9380122 y rs1611430 es un
elemento claramente protector frente al riesgo de
desarrollar la enfermedad (no se presentan los
datos). Estos marcadores no se encuentran dentro
de un gen, pero pueden estar en desequilibrio
con otros SNP dentro de los genes del HLA-I v,
probablemente, con un alelo HLA clasico.
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Segln de Bakker, et al., estos tres SNP serian
marcas apropiadas para los alelos clasicos
HLA-A*30:02 y HLA-A*03:01. Los SNP rs9380122
y rs1611430 aparecen como tags de HLA-A*03:01,
en tanto que el SNP rs29243 aparece como tag
del alelo clasico HLA-A*30:02 (9). Segun nuestros
andlisis, esta inferencia habria sido imprecisa para
nuestra poblacion.

En el estudio de Montoya, et al., en 1996, no se
encontré asociacion estadisticamente significativa
entre los alelos clasicos de HLA de clase | y la
diabetes mellitus de tipo 1 (8). Sin embargo, estos
autores si encontraron una asociacion del alelo
HLA-DRB1*03:01 con un riesgo cuatro veces
mayor de desarrollar la enfermedad (28).

El presente andlisis de asociacibn no permite
concluir cuéles alelos HLA clésicos estarian impli-
cados en la asociacion identificada. La imposibi-
lidad de inferirlos se debi6 al bajo desequilibrio de
ligamiento (R2<0,8) de los tag SNP usados como
referencia (9), y los alelos HLA clasicos reportados
para la poblacion CLM (16). No obstante, es evi-
dente la fuerte asociacion entre la region HLA y la
predisposicion o la proteccién frente a la diabetes
mellitus de tipo 1.

En la region HLA de clase Il solo se analizd un
marcador (rs2854275), el cual estd en un alto
desequilibrio de ligamiento (R?=0,83) con el alelo
clasico HLA-DRB1*03:01 segun los datos del 1000
Genomes Project. En la prueba TDT este mar-
cador evidencid una asociacion estadisticamente
significativa con el riesgo de desarrollar diabetes
mellitus de tipo 1, resultado que concuerda con lo
reportado en otros estudios, en los cuales este alelo
clasico se ha asociado claramente con el riesgo
de desarrollar la enfermedad en varios grupos
poblacionales, incluidos algunos de Colombia y
Latinoamérica (7,8,29-31).

No se hallaron interacciones estadisticamente signi-
ficativas entre los marcadores de HLA analizados.
Se ha reportado que los alelos HLA de clase |
influyen en el riesgo de padecer diabetes mellitus
de tipo 1 cuando se expresan conjuntamente con
alelos HLA de clase Il. Es el caso del HLA-A*24,
que aumenta en un 2,04 el riesgo de padecer la
enfermedad cuando se expresa conjuntamente
con el haplotipo DQA1*03-DQB1*03:02 (DQ8)
(32). Tampoco se encontrd evidencia de interaccion
entre los marcadores de HLA y los de otros genes
(PTPN22, IFIH1 y CTLA4) asociados con esta
enfermedad (22).
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En conclusidn, el desequilibrio de ligamiento en la
region HLA para la poblaciéon antioquefia (CLM)
analizada no se comporté de manera similar a lo
reportado para la poblacion europea (CEU). Por
lo tanto, es importante tener en cuenta los tag
SNP especificos aqui reportados para la pobla-
cién de estudio. Asimismo, dicho comportamiento
deberia ser objeto de otros estudios que incluyan
el analisis de HLA en poblacion latinoamericana.
En el presente estudio, ademas, se confirmé que
la region HLA contribuye a la predisposicién o
proteccion frente a la diabetes mellitus de tipo 1 en
la poblacion analizada.

El equipo de investigacion est4 actualmente en
proceso de evaluar los tag SNP aqui reportados
para los alelos HLA clasicos en todo el conjunto de
familias con diabetes mellitus de tipo 1.
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Cuadro suplementario 1. Iniciadores y enzimas de restriccién usadas para la genotipificacion de los tag SNP reportados por de
Bakker, et al.

HLA, alelo clasico Tag SNP Iniciadores Enzimas
HLA-A*02:01 rs2844821 1s2844821F:CTGGATTACGTAGAGACAATAGACAGCC ApalLl
rs2844821R:AGCCATTTACTCAGGAGATTGTACACTG
rs762324 rs762324R: ATCCCGTTTCcaggctaaat Hhal
1s762324F: TGCTCTAATGAAGGGGTTGG
HLA-A*03:01 rs9380122 rs9380122Fi(A):GATTCAGTACAGGGGTGACGGCGCTCTA -

rs9380122Ri(G: ATTCAGGACCGGATAATGGCCATCAGGC
rs9380122Fo0: CCCTCATTAGTCCTAGTGGTGTTGCTGCCA
rs9380122Ro0: TGTCCACTTGTGCCTCCCATTTTATGGTG

rs1611430 rs1611430Fi(A):CCTGTTGTAATGCTTTCAGACACATTTCTA --
rs1611430Ri(G):AAAATGTAACTTTGGCCCCTTGAGAC
rs1611430F0: TGAGGTGAATAAAGTCTGTACTGGCTCC
rs1611430R0:GGCGTAGAGACAGGTTTTTGTTTTTTTT

HLA-A*24:02 rs3893538 rs3893538Fi(G):AGGGTATGTTCATACCCACTGAGGCGG
rs3893538Ri(A):AGCTGCGACGTGGACTCGGACTGCCGT
rs3893538F0:GTACCTGGGCACTGCAGCCTCTCCTTCC
rs3893538Ro: ACCGGATTCCATTTTCAGTTCAGGCCCA

rs2523933 rs2523933FI(c):GAATTTCTGCTTAGCTGGCAGGACCCC -
rs2523933Ri(A):AGAGACAGCAGCATCCTCCTGGGTGAT
rs2523933F0: TCTGCAGAAATGCAGAGGGAGTCTCCTC
1s2523933R0:GCCACTCTCGGAAGATCCCCTCAGTTTA

HLA-A*30:02 rs29243 1s29243F0: TTCCTGCCAGTGGACTATGAGATTGAGT Taal
rs29243Ro: TCAATGTTATAGGCCAATGATCAGTGGC
HLA-B*07:02 rs2596438 rs2596438Fi(A):AAAGTATGACTCATTCACAGGAAAAGAAA -

rs2596438Ri(G):GTTCTTCAGGAACAATTTCTTTCGAC
rs2596438Fo0: AACAGACACATAGACCAATGGAATAGAA
rs2596438Ro: TGCTATTTAGTGAAACATAGTCCTCCTG
rs805288 rs805288Fi(G:CCCTAGAGGAGGTGGGGTACAGAGTCG -
rs805288Ri(A):GAGGCAAAGGGCTAGGCTCACACACT
rs805288Fo0: GTCCCCTCCAGGATTTAAGCCTCTGTTC
rs805288Ro: CTTGGATTCTGATGCTGCTGCTCACAAT

HLA-B*08:01 rs6457374 rs6457374Fi(C):AAAAAAACCAGATAGGTTTAGTGGGGC -
rs6457374Ri(T):CAAACCTCCTGCATCTGTAAAGAAGAAA
rs6457374Fo: TCTGCATGAAAACAAGCTTGAAGAAATA
1s6457374R0:GAGCTGAGCTGTGTTTATGAAATCGAAT

rs2844535 rs2844535R: TGGTTCAGTCCTCACACCTG Sfcl
rs2844535F: CACCTCCTTCTCTGCCTCTG
HLA-B*15:01 rs3094117 rs3094117R: GCAGCAAGGATGACTCACAA SfaNlI
rs3094117F: CAGGTTCCCAAGGTCCTGTA
rs3819294 rs3819294R:ACCTTAGGAGGGCAGTTGGT Haelll
rs3819294F: CACTTACACGCAGCCTGAGA
HLA-C*01:02 rs9380234 rs9380234Fi(A): CATGAAGAAGTACTGCCAAGTCATCTTCA -

rs9380234Ri(G): AGTTGCATCTGGGTGTGGGCAATTAC
rs9380234Fo0: ACTTGCAAGACTGTCTTCGCTGAGCAC
rs9380234Ro: CTGCCCAAACACTTGTTCACAGGTACCT

HLA-C*03:03 rs1265100 rs1265100R: GCTTCCATGAAACGGAAAAA MIuCl
rs1265100F: gaggcagaatagcgtgaacc
rs7745906 rs7745906Fo: GCAGAGATTTTGTTTATGGCCAGTTTT TspRI
rs7745906R0: AAGGAAGGAAGGAGGAAAGAAAGAAAGA
HLA-C*03:04 rs4713391 rs4713391Fi(T): CCCAAGGCCCATTGCACAGGACATTT

rs4713391Ri(c): AAGATGCACTTTTCAAGTGGGAAAGTCAG rs471339
1F0:GCATCTGGGCAGCAGGTTTAGAAGGAAT
rs4713391Ro: ACTGCTAGCTGGATTGAAGCACACCTCC

rs7745906 rs7745906F0: GCAGAGATTTTGTTTATGGCCAGTTTT TspRI
rs7745906R0: AAGGAAGGAAGGAGGAAAGAAAGAAAGA
HLA-C*07:01 1s2524074 1s2524074Fo0: GGCCCATTGCACAGGAQAGT Miyl
rs2524074Ro: ACTGCTAGCTGGATTGAAGCACACCTCC
1s7382297 rs7382297Fi(G):ATTTTGAGTAACTGCAGTGCTTTCTCAG -

rs7382297Ri(T):AAAATAGCTTTGCCCTGTCATTTTCA
rs7382297Fo: CATGTGGTCCTTTCGTGAAACTTAGA
rs7382297Ro: TTTAAGATAAAGATTTAGCGCACCCAAAT

DR3/DR4-DQB2/ rs3104413 rs3104413Fi(C): AGTAGGGGGTGTGGCCAGCAGCCTGGTC --
DQB8 rs3104413Ri(G): CCACTGCAGGAGAAGCAAGCCAATAGGTGC
rs3104413Fo: CAGGGCTCTGGAGCTGGGTGTAACTGTGGC
rs3104413Ro: TGAGAGGACCCTTCTTCTGCCCAACTCCCA
1s2854275 rs2854275Fi(G): AGCCTTAACTTTGGTGGCATCTTCTTATG --
rs2854275Ri(T): AGCTGTGGTTCTGGCTCCACATTCAA
1s2854275Fo: TAATATTTCAGCCATGATCCAGTGTGGG
1s2854275Ro0: TCTTCTGGGGAATATGAAGGGTTCAGTC
rs9273363 rs9273363Fi(A): ATGTCTGCTTTCAGGGTCATGGCCCTA --
rs9273363Ri(C): GAGTCTGGGAGCTTCTGCGAGGTTATAGG
1s9273363F0: AATCTCAAGTGTTGGTGCCTCTTTGTGC
rs9273363R0: TCTGAGCTCCCTTTGTCATTGACGTTGT
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Introduccion. Bacillus cereus es reconocido como un agente patdgeno causante de intoxicaciones
alimentarias. Se trata de una bacteria de metabolismo aerobio facultativo capaz de formar esporas, lo
gue le permite sobrevivir a la pasteurizacion y el calentamiento e, incluso, a la irradiacion con los rayos
gamma usados para reducir los agentes patégenos de los alimentos.

Objetivo. Estudiar la presencia de B. cereus y su toxina diarreica en el arroz y en alimentos a base de
cereales, harinas o féculas listos para el consumo en restaurantes escolares de algunos departamentos
de Colombia.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo y transversal con alimentos listos para el
consumo distribuidos en restaurantes escolares de los departamentos que mas notifican enfermedades
transmitidas por alimentos al sistema de vigilancia, asi como en los de menor notificacion.
Resultados. Se recolectaron 479 muestras en ocho departamentos, 74 municipios y 363 restaurantes
escolares; el 63 % correspondié a muestras de arroz y el 37 % a alimentos como coladas. El 9 %
de las muestras analizadas fueron positivas para B. cereus y, en el 91 % de estas, se detecto la
toxina diarreica.

Conclusiones. En todos los departamentos estudiados se encontré B. cereus. El manejo de materias
primas y el inadecuado tratamiento térmico de los alimentos fueron los factores directamente
relacionados con las enfermedades transmitidas por alimentos. Es importante reforzar la vigilancia
e incentivar la investigacion y la notificacion de los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos
para mejorar la calidad de la informacion, llevar a cabo acciones de comunicacion, prevencion y
coordinacion intersectorial, y con los manipuladores, con el fin de adoptar las medidas necesarias
gue garanticen la inocuidad de los alimentos, asi como la eliminacién de los factores de riesgo de
estas enfermedades.

Palabras clave: enfermedades transmitidas por alimentos; Bacillus cereus; factores de riesgo, harina,
almidones y féculas.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3802
Isolation of Bacillus cereus in school restaurants in Colombia

Introduction: Bacillus cereus is recognized as a pathogen that causes food poisoning. It is a facultative
aerobic metabolism bacterium capable of forming spores, which allows it to survive pasteurization and
heating even by the gamma irradiation used to reduce pathogens in food.

Objective: To study the presence of Bacillus cereus and its diarrheal toxin in rice and ready-to-eat
cereals, flours, and starches in school restaurants in Colombia.

Materials and methods: We conducted a descriptive cross-sectional study of ready-to-eat foods
distributed in school restaurants in the departments with the most and the least notification of food-
borne diseases to the surveillance system.

Results: A total of 479 samples were collected from eight departments, 74 municipalities, and 363
school restaurants, 63% of which were rice samples and 37%, starchy food samples; 9% of them tested
positive for Bacillus cereus. In 91% of the samples that tested positive, the bacterium was isolated with
the presence of the diarrheal toxin.

Conclusions: In all the departments with B. cereus in the samples, the factors directly related to
food-borne diseases were the handling of raw materials and the poor thermal treatment of food.
Strengthening surveillance by stimulating research and reporting on outbreaks of foodborne diseases
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is important to improve the quality of information, to develop communication, prevention and
intersectional coordination and manipulation measures, as well as to take the necessary actions to
guarantee the safety of food and to eliminate the risk factors that may contribute to this problem.

Key words: Foodborne diseases; Bacillus cereus; risk factors; flour; starch and fecula.
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Las enfermedades transmitidas por alimentos son
originadas por la ingestién de alimentos o agua
contaminados con agentes infecciosos especificos
(bacterias, virus, hongos, parasitos), que pueden
multiplicarse o romper su membrana celular en la
luz intestinal y producir toxinas o invadir la pared
intestinal y, desde alli, alcanzar otros aparatos o
sistemas (1). Constituyen uno de los problemas de
salud publica de mayor importancia a nivel mundial,
ya que ocasionan gran morbilidad y mortalidad,
principalmente en la poblacion pobre, y en nifios,
mujeres embarazadas y ancianos, lo que genera
pérdidas econémicas y grandes costos para los
servicios de salud (2). La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) estima que la incidencia anual
de diarreas en el mundo es de 1.500 millones de
casos, y que tres millones de niflos menores de
cinco afios de edad mueren anualmente por esta
causa (3).

Los cambios en los habitos alimentarios de la
sociedad, asi como el consumo de alimentos
envasados, de comidas por fuera del hogar, de
comidas preparadas y de comidas rapidas, son
factores que contribuyen al incremento de estas
enfermedades (4,5).

En Estados Unidos se estiman en 76 millones los
casos anuales de enfermedades transmitidas por
alimentos, lo que implica 325.000 hospitalizaciones
y 5.000 muertes (6). La tarea de estimar con cierta
precision la incidencia de estas enfermedades es
dificil, ya que en muchos paises los sistemas de
vigilancia epidemiolégica son inadecuados, los
brotes se registran de manera insatisfactoria y
solo una minima parte se notifica a los servicios
de salud; ademas, la investigacion de los brotes es
limitada. Segun los registros del Sistema de Infor-
macién de la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS) para la Vigilancia de las Enfermeda-
des Transmitidas por Alimentos (SIRVETA), durante
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los ultimos nueve afios se informaron solo 6.511
brotes de estas enfermedades en 22 paises de la
region, y cerca de 250.000 personas se enfermaron
y 317 fallecieron (7).

En Colombia, la vigilancia de las enfermedades
transmitidas por alimentos empezé en el 2000,
afio en que se notificaron 2.983 casos. A partir
de entonces, la notificacion ha ido en aumento
(8). Durante el 2015, se notificaron al Sistema de
Vigilancia en Salud Publica (Sivigila) 10.243 casos
en 858 brotes reportados. Los grupos de edad
con mayor proporcion de casos fueron los de 10 a
14 afios (15,40 %), de 5 a 9 afios (15,36 %) y de
20 a 24 afios (9,4 %) (9). En el 2016, se reportd
al Sivigila B. cereus como uno de los principales
agentes patégenos asociados con los brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos, espe-
cialmente por el queso y las verduras crudas en
hogares y establecimientos educativos (10). El
alto porcentaje de muestras de alimentos con pH
neutro positivas para B. cereus puso de manifiesto
el peligro de almacenar durante largos periodos y
a temperatura ambiente estos productos.

Se sabe que B. cereus es un agente patdgeno
causante de intoxicaciones alimentarias (11) y
gue su patogenia se basa en la lisis de las células
del tubo digestivo y en la posterior liberacion de
la toxina que ocasiona la diarrea, lo cual agudiza
el cuadro clinico y representa un riesgo para la
salud (12).

Los alimentos crudos de origen vegetal son la
mayor fuente de B. cereus, organismo que se ha
encontrado en vegetales, cereales y derivados
(especialmente arroz), especias, leche cruda y
pasteurizada, derivados lacteos, carnes crudas y
sus derivados, entre otros (13).

En nuestro pais, el arroz es de consumo masivo y
hace parte de los menuds de los establecimientos
escolares, lo que lo convierte en un alimento muy
importante para la poblacién. Sin embargo, hay
pocos estudios e informacion documentada sobre
B. cereus y la mayoria de los datos disponibles son
los consignados en el Sivigila y en el documento
sobre el perfil de riesgo para B. cereus del Instituto
Nacional de Salud (14).
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En este contexto, en el presente estudio se esta-
bleci6 el perfil sanitario que permitié cuantificar el
nivel de cumplimiento del Decreto 3075 de 1997
del Ministerio de Salud, en el cual se establecen
los requisitos técnicos y sanitarios para los esta-
blecimientos de alimentos en Colombia (15).

Para disefiar las estrategias que garanticen la
inocuidad de los alimentos y prevenir las enfer-
medades transmitidas por alimentos, es necesario
constatar o descartar la presencia de B. cereus
e identificar la toxina diarreica que es la que, en
Ultimas, provoca la enfermedad, especialmente
en poblaciones vulnerables como la de los nifios
beneficiarios de los restaurantes escolares.

Materiales y métodos

Se llevo a cabo un estudio descriptivo y transversal
para determinar la presencia de B. cereus y su
toxina diarreica en alimentos a base de cereales,
el arroz, la harina o las féculas, listos para el
consumo que se distribuyen en los restaurantes
escolares de los establecimientos educativos de
los departamentos que mas notifican brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos debidas
a B. cereus (Santander, Atlantico, Bolivar y Valle)
y aquellos de poca natificacion (Boyacéa, Caqueta,
Vichada y Chocd). Se hizo con el fin de detectar el
posible subregistro en la notificacion, y establecer
la presencia del agente patégeno y su posible
asociacién con factores de riesgo presentes en los
restaurantes escolares muestreados.

La muestra se seleccioné con base en un disefio
probabilistico de dos etapas (inferencia del uni-
verso) utilizando un método aleatorio simple y un
algoritmo coordinado negativo para escoger las
unidades de muestreo: una primaria, el municipio,
y una secundaria, el restaurante escolar, con un
nivel de confianza del 95 %.

Todos los profesionales encargados de la reco-
leccién de la informacién, de las muestras y de
su transporte, se capacitaron previamente y se
estandariz6 el proceso teniendo en cuenta los
protocolos y los procedimientos del Grupo de
Nutricion del Instituto Nacional de Salud.

Se verificaron los estandares de calidad en los
restaurantes escolares en cuanto a su infraestruc-
tura, sus condiciones de saneamiento, y de manejo,
almacenamiento, inocuidad, transporte y conserva-
cion de las materias primas, aspectos contempla-
dos en la encuesta y en la lista de chequeo, con el
fin de evaluar los aspectos relacionados con el uso
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y el estado de los elementos de proteccién perso-
nal, los utensilios y el manejo de los alimentos por
parte de los manipuladores. Por ultimo, se tomaron
las muestras de los alimentos a base de cereal y
arroz, preparados y listos para el consumo.

La encuesta se le hizo al 100 % de los manipu-
ladores de alimentos de cada uno de los estableci-
mientos y la informacion se recolectd mediante
el programa de captura de datos disefiado en el
programa CSPro, aplicacion del Computer Assisted
Personal Interviewing (CAPI), desarrollada por
la Census Bureau de los Estados Unidos para
dispositivos moviles de captura. Con el fin de tener
un control efectivo y detallado del avance de la
recoleccion de la informacién y de las muestras,
los datos se consolidaron una vez terminado el
procedimiento en cada municipio. Con los cuadros
de datos, se generaron frecuencias simples, las
cuales se revisaron posteriormente. Para su veri-
ficacion, se tabularon los datos recolectados en
tiempo real, con el fin de detectar posibles errores.
La informacion se sistematizé en las bases de
datos de los programas Excel y Epi-Info™, 3.5.4.

Se recolectaron muestras de alimentos listos para
el consumo a la hora del almuerzo. Cada muestra
se recogio en un envase estéril y se rotulé segun
el protocolo, para luego mantenerlas a temperatura
de refrigeracion (4 a 8 °C) y enviarlas al Laboratorio
de Nutricién del Instituto Nacional de Salud para su
andlisis en un tiempo maximo de 36 horas.

Una vez recibidas las muestras y verificadas las
condiciones de almacenamiento, se procedidé a
detectar e identificar B. cereus empleando la meto-
dologia de recuento en placa; se utilizdé el medio
de cultivo agar verde brillante con polimixina B y
trimetroprim (16). Para la confirmacion de la toxina
diarreica, se tomaron las colonias positivas y se
uso el método de aglutinacion pasiva con latex en
fase inversa (Reverse Passive Latex Agglutination,
RPLA) (17), utilizado en el Grupo de Nutricion.

Los resultados se registraron en términos de la
presencia o ausencia de B. cereus. En las mues-
tras positivas, se determiné la presencia o ausen-
cia de la toxina diarreica.

Consideraciones éticas

Esta investigacion tuvo en cuenta las Normas
Cientificas, Técnicas y Administrativas de la Inves-
tigacion en Salud establecidas en la resolucién N°
008430 de 1993 en Colombia (18), segun las cuales
se clasific6 como una investigacion sin riesgo en
la que se utilizaron encuestas y se recolectaron
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muestras de alimentos que no requirieron nin-
guna intervencion o modificacién intencionada de
las variables biolégicas, fisiologicas, psicoldgicas
0 sociales de los participantes en el estudio.
Asimismo, a los participantes en el estudio se les
explicaron los procedimientos y se les pidio la firma
del consentimiento informado.

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica y
el Comité Técnico del Instituto Nacional de Salud.

Resultados

La encuesta se hizo en todos (100 %) los res-
taurantes seleccionados, 97,2 % de los cuales
correspondia a restaurantes escolares en donde
se preparan y sirven los alimentos vy, el 2,8 %
restante, a lugares de preparacion de los alimentos
diferentes al restaurante donde se sirven.

La mayoria de los establecimientos compraba las
materias prima (leche y cereales) semanalmente,
con excepcion del pollo, el cual se compraba
diariamente. En el 89,2 % de los restaurantes, se
limpiaban y desinfectaban los vegetales antes de
su almacenamiento. En el 78,2 %, las materias
primas o alimentos crudos se almacenaban en
sitios diferentes a los del almacenamiento de
los productos terminados o cocidos; el 93,1 %
de los restaurantes escolares no contaba con
registros para llevar el control de la temperatura
de los equipos de las areas de frio. En Choco y
Caqueta no hubo ningun registro: en el 95,1 % de
los establecimientos visitados solo se revisaba la
fecha de vencimiento, pero sin registrarla, por lo
gue no se encontro evidencia del control de calidad
de las materias prima que llegaban al servicio.

En el 66,6 % de los restaurantes, los encargados
refirieron que el agua utilizada para la preparacion
de los alimentos provenia del acueducto; sin
embargo, el 12 % utilizaba agua lluvia y el 8,6
% usaba agua de los rios 0 quebradas, lo que,
en caso de no estar tratada adecuadamente,
aumenta el riesgo de enfermar. En 38,4% de
los restaurantes encuestados no se disponia de
tanque de almacenamiento para el agua. En 81 %
de los restaurantes escolares en Bolivar y en
50 % de los de Boyaca, no se disponia de tanques
de almacenamiento.

El 93,9 % de los equipos empleados para el manejo
de alimentos estaban fabricados con materiales
resistentes al uso y a la corrosion, y se registrd
la utilizacion frecuente de agentes de limpieza y
desinfeccion. En el 43,6 % de los establecimien-
tos escolares donde se preparaban y servian los
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alimentos, las mesas y los mesones donde se
manipulaban los alimentos tenian superficies lisas,
con bordes sin aristas y estaban elaboradas con
materiales resistentes, impermeables y lavables.

En todos (100 %) los restaurantes escolares los
alimentos se preparaban para un solo dia de ser-
vicio; el tiempo transcurrido desde la preparacion
y la hora en que se empezaba a servir variaba: en
15,3 % de ellos los servian antes de transcurrida
una hora, en 37,4 %, entre una y dos horas; en
30,9%, entre dos y tres horas, y en 16,2 %, en un
tiempo superior a las tres horas.

En cuanto a los manipuladores, el 60,5 % de ellos
usaba ropa adecuada para la preparacion de los
alimentos. El 80,7 % de los encuestados dijo lavarse
las manos con agua y jabén antes de comenzar su
trabajo, después de utilizar el bafio, cada vez que
salia o0 regresaba al area asignada y después de
manipular cualquier material u objeto que pudiera
contaminar el alimento. Casi la mitad (46,1 %) no
usaba el tapabocas de forma adecuada. Aunque
estos datos no son relevantes a la hora de determi-
nar la presencia o el incremento de B. cereus, estas
preguntas se contemplaron en el perfil sanitario.

Las muestras de alimentos listos para el consumo
(479), se recolectaron en ocho entidades territoria-
les, 74 municipios y 36 restaurantes escolares.

En Atlantico, se encontré B. cereus en 11 res-
taurantes de los 16 muestreados; en tres de ellos,
las muestras de arroz y de alimento a base de
cereal fueron positivas para este microorganismo.
En Bolivar, en 20 restaurantes de los 93 en donde
se tomaron muestras, se detectd6 B. cereus en
alguna de ellas. En Boyacd, se detecto B. cereus
en 10 restaurantes de 78 y, en uno de ellos, las
dos muestras en estudio (arroz y colada) fueron
positivas para este agente. En tres restaurantes de
Santander, en siete de Caqueta, en tres de Chocb,
en dos de Valle del Cauca y en uno de Vichada, las
muestras fueron positivas para B. cereus. En estos
departamentos todas las muestras con resultados
positivos para B. cereus también lo fueron para la
toxina diarreica.

En general, en el 17 % de los 363 restaurantes
visitados se detectd B. cereus; 11 % de estos se
ubicaba en el area urbana y, 6 %, en la rural. El
63 % de las muestras procesadas correspondio
a arroz y, el 37 %, a alimentos a base de cereal,
principalmente coladas.

Como se observa en el cuadro 1, el 9 % de las mues-
tras analizadas fueron positivas para B. cereus.
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En el 91 % de estas, se aisl6 la bacteria con pre-
sencia de toxina diarreica. En Boyaca, se tomd el
mayor nimero de muestras (26 %), tanto de arroz
como de alimentos a base de cereal. En Vichada,
solo se tomaron muestras de alimentos a base de
cereal. En todos los departamentos incluidos en el
estudio, se encontraron muestras positivas para
B. cereus, y Bolivar fue el de mayor nimero de
muestras positivas. En proporcién con la cantidad
de muestras, Atlantico y Vichada registraron los
mayores porcentajes de presencia de la bacteria.
Se logré aislar la toxina diarreica en todas las
muestras positivas para B. cereus en Caqueta,
Choco, Santander, Valle del Cauca y Vichada.
Discusion

Es importante tener en cuenta que los restaurantes
escolares del pais son una estrategia gubernamen-
tal que promueve el acceso y la permanencia de
los nifios en el sistema educativo oficial, ofreciendo
un complemento alimentario durante la jornada
escolar para mantener la asistencia y los niveles de
atencion de los escolares, y propender por la salud
de los beneficiarios del programa cumpliendo con
unas minimas condiciones y estandares de calidad
gue garanticen alimentos inocuos para los nifios.

En los estudios realizados en Cuba (20,4 %) (19),
Chile (26,6 %) (20) y Argentina (21), la prevalencia
de B. cereus fue mayor que la registrada en el
presente estudio, la cual fue de 9 %. Sin embargo,
es preocupante que casi en todas las muestras
positivas para este microorganismo se encontro la
toxina diarreica, lo que implica un gran riesgo para
la salud de los nifios en edad escolar, poblacién
beneficiaria de estos restaurantes escolares.

Algunos factores pueden contribuir a que B.
cereus se convierta en fuente de intoxicacion
alimentaria. La adecuada relacion entre tiempo y
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temperatura, asi como la manipulacién posterior
de los alimentos, son fundamentales para garan-
tizar la eliminacién de este microorganismo. El
enfriamiento prolongado, el recalentamiento y la
manipulacion inadecuada de los alimentos, en su
conjunto, asi como la contaminacion de las materias
prima, podrian ser la fuente de la contaminacién y
de la dificultad de eliminar bacterias esporuladas
mediante métodos convencionales, por lo cual los
alimentos deben ser refrigerados o consumidos en
caliente inmediatamente después de la coccion.

En el presente estudio, el andlisis del perfil sanitario
permitio detectar que el comin denominador en los
restaurantes fue la conservacion de los alimentos
a temperatura ambiente después de su coccién,
pues solo en 1 % de los casos se refrigeraban
los alimentos o se consumian inmediatamente
después de la coccion. Se evidencié que existen
grandes limitaciones de infraestructura en los res-
taurantes escolares, especialmente en lo que hace
referencia a los mesones y el almacenamiento
de los alimentos, lo cual aumenta los riesgos
de contaminacion cruzada y la probabilidad de
la presencia de B. cereus y de la toxina, lo que
agrava la enfermedad, sobre todo en nifios en
edad escolar.

En todos los departamentos estudiados, se encon-
tr6 B. cereus con mayor frecuencia en los restau-
rantes escolares de areas urbanas (11,3 %) que en
los de las rurales (5,5 %) y, con menor frecuencia,
en las muestras de alimentos a base de cereal
(7,3 %) que en las de arroz (7,5%). No se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas al
comparar los departamentos de mayor notificacion
con aquellos de poca notificacion.

La inadecuada manipulacion de alimentos durante
su almacenamiento, preparacién y conservacion,
asi como el tiempo transcurrido entre su preparacion

Cuadro 1. Cantidad de muestras tomadas por departamento, presencia de Bacillus cereus y presencia de toxina diarreica

Departamento  Numero de  Arroz Alimentos a Presencia de B. cereus Presencia de toxina diarreica
muestras base de cereal - -
Arroz Alimentos a % Arroz Alimentos a %
base de cereal base de cereal

Atlantico 31 17 14 4 4 26 4 2 75
Bolivar 111 67 44 7 7 13 6 7 93
Boyaca 125 76 49 3 4 6 3 3 86
Caqueta 72 52 20 2 3 7 2 3 100
Choco 47 31 16 3 0 6 3 0 100
Santander 37 20 17 0 2 5 0 2 100
Valle del Cauca 52 38 14 3 1 8 3 1 100
Vichada 4 0 4 0 1 25 0 1 100
Total 479 301 178 22 22 9 21 19 91
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y Su consumo, son los factores de mayor asociacion
con la contaminacién con B. cereus y la presencia
de la toxina. Asimismo, una materia prima con una
elevada carga inicial de bacterias también es un
factor que se debe considerar. En este sentido,
es importante que las autoridades sanitarias se
comprometan a trabajar con los otros sectores
comprometidos en el proceso de inspeccion, vigi-
lancia y control, incluidos los laboratorios encar-
gados de la deteccidn rutinaria de B. cereus y de
la toxina, para lograr una mejor caracterizacion de
esta situacion y los peligros que entrafia.

Debe haber mayor supervision, interventoria,
vigilancia y control en estos establecimientos.
Ademas, es necesario estimular la investigacion
y la naotificacion de los brotes de enfermeda-
des transmitidas por alimentos, con el objeto de
mejorar la calidad de la informacion. También, debe
ampliarse la vigilancia de la cadena de elaboracion,
distribucion y expendio de los alimentos por parte
de las autoridades sanitarias regionales, asi como
desarrollar acciones de prevencion y coordinacion
intersectorial dirigidas a los consumidores y los
elaboradores de alimentos mediante campafas de
comunicacién, con el fin de garantizar la inocuidad
de los alimentos.
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Introduction: Low birth weight is one of the main health predictors for childhood and adulthood. It is
highly prevalent in developing countries and in children from poorer social classes.

Objective: To analyze the geographical distribution and the trends of full-term low birth weight in the 125
municipalities of the department of Antioquia and their association with the socioeconomic conditions of
the municipalities between 2000 and 2014.

Materials and methods: We conducted a longitudinal ecological study. The dependent variable was
the prevalence of full-term low birth weight in 125 municipalities. The socioeconomic conditions of the
municipalities were evaluated using the Human Development Index and the unsatisfied basic needs index.
Results: Between 2000 and 2014, the prevalence of full-term low birth weight in Antioquia was
2.7 per 100 live births; this prevalence decreased steadily over time. This trend was also observed
between regions, with the exception of the Occidente and Uraba regions, which showed increases of
approximately 20.0%. The results also showed a reduction in geographical differences between the
125 municipalities, with the coefficient of variation decreasing from 20.6% to 13.72% over the 14-year
period. Finally, we found a positive social gradient between the full-term low birth weight prevalence
and the level of development in the municipalities.

Conclusion: Full-term low birth weight prevalence decreased between 2000 and 2014, with some
regions showing greater reductions than others. Paradoxically, less developed and poorer areas
had a lower prevalence, which may be a result of underreporting of birth weight information in these
municipalities.

Key words: Health inequalities; spatial analysis, geographical mapping, social determinants of health.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3734

Bajo peso al nacer en nifios nacidos a término en Antioquia y su relacién con las condiciones
socioecondmicas de los municipios, un analisis espacio-temporal

Introduccién. El bajo peso al nacer es uno de los principales indicadores predictores de la salud en
la infancia y la adultez, y su prevalencia es elevada en los paises en desarrollo y en nifios de clases
sociales pobres.

Objetivo. Analizar la distribucién geografica y la tendencia del bajo peso al nacer de nifios nacidos a
término en los 125 municipios de Antioquia, y su asociacion con las condiciones socioeconémicas de
los municipios entre el 2000 y el 2014.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio ecolégico longitudinal. La variable dependiente fue el bajo
peso al nacer a término en los 125 municipios; las condiciones socioecondmicas de los municipios se
evaluaron segun sus indices de desarrollo humano y de necesidades béasicas insatisfechas.
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Resultados. La prevalencia de bajo peso al nacer a término en Antioquia fue de 2,7 por 100 nacidos
vivos entre 2000 y 2014, con una reduccién constante. Esta tendencia se observd en todas las
subregiones, excepto en las de Occidente y Uraba, en las cuales el incremento fue de 20 %. Los
resultados evidenciaron una reduccion de las brechas geogréficas entre los 125 municipios. Ademas,
en todos los trienios se evidencio un gradiente social positivo en la asociacion entre el bajo peso al
nacer a término y las condiciones socioeconémicas de los municipios.

Conclusién. Se observé una mayor tendencia decreciente del bajo peso al nacer a término en unas
subregiones. Paradojicamente, se registré una menor prevalencia de bajo peso al nacer a término en
las regiones menos desarrolladas y mas pobres, lo que posiblemente se explica por el subregistro del
peso al nacer.

Palabras clave: desigualdades en la salud; andlisis espacial, mapeo geografico, determinantes sociales
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de la salud.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3734

Currently, low birth weight (LBW) is listed as the
most important predictive index of child mortality
(especially neonatal mortality) and the calculation
of its prevalence is considered a relevant health
indicator (1). Low birth weight is defined by the
World Health Organization (WHO) as a newborn
with a birth weight of 2,500 grams or less (2). The
United Nations, the United Nations International
Children’s Emergency Fund (UNICEF), and the
Economic Commission for Latin American and the
Caribbean (ECLAC) have reported that the risk of
neonatal death in children born with a LBW is four
times higher than that of children weighing 2,500 to
2,999 g at birth and 10 to14 times higher compared
to children born with weights between 3,000 and
3,499 g (3).

Low birth weight is an important prediction mech-
anism for newborn health and survival. It is a
determinant of nutritional status and is associated
with morbidity, decreased immune functions and
difficulties in cognitive development. In adulthood,
LBW is associated with increased risk of developing
non-communicable diseases (4). It is estimated
that a significant number of children who survive
LBW suffer from neurological and intellectual disor-
ders. Moreover, high LBW prevalence increases
outpatient and hospital morbidities for different
diseases, such as acute respiratory infection, acute
diarrheal disease, urinary sepsis and anemia(5).

Two indicators are used by governmental health
institutions in Colombia for birth weight surveillance:
LBW in all gestational ages and full-term LBW,
which excludes preterm babies (5).
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According to the Pan American Health Organization
(PAHO), in 2012, Colombia had a LBW prevalence
of 9,2%, a rate that exceeds the average for Latin
America and the Caribbean (7,8%) (5). A study
carried out by the Instituto Nacional de Salud found
that in Colombia, the prevalence of LBW rose
continuously from 7.2% in 1998 to 8.6% in 2012.
Although there are still no definitive data, the rate
for 2015 was estimated to be 9.0%, assuming that
conditions remained the same. The cited study
also showed that Antioquia’s full-term LBW preva-
lence was 3,0% in 2015, which was higher than
the Colombian average of 2.6% (5). Antioquia is
located in northwestern Colombia and is the most
populous department in the country, and the sixth
in extension (6).

Low birth weight has contextual and individual deter-
minants, including the following: Being the firstborn,
gender (more frequent in girls), having complications
in the womb due to non-specific infections, and
being a child of a young mother or a mother living in
precarious socioeconomic conditions who has poor
nutrition for long durations before and during preg-
nancy (1,4,7). Other factors that influence LBW are
prior medical risks (i.e., arterial hypertension and
kidney or thyroid disease) and complications during
pregnancy, including gestational hypertension, in-
adequate weight gain during pregnancy, a short
interval between pregnancies, gestational diabetes
and performing an excessive or inappropriate
amount of physical work (1,8).

Low birth weight is a phenomenon that mainly
occurs in developing countries, where it is one of
the main mechanisms for the intergenerational
transmission of poverty and inequality (9). In
industrialized countries, the percentage of LBW is
approximately 7%, whereas, in developing coun-
tries, it is higher than 17% (7) and can exceed 40%
in some cases (4).
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The effects of the geographical location on birth
weight have been observed for various features at
the individual level (10). Contextual and multi-level
analysis studies have attempted to explain the
association between the individual and the territory
or geographical area and LBW (11,12). Some
studies have reported that neighborhood conditions
influence the health outcomes of children, with
impoverished environments, low education levels,
and overcrowded housing all being associated with
an increased risk of LBW (13-15). Furthermore,
it has been suggested that other aspects of the
physical and social environment are related to
LBW. These factors include stress, environments
with violence and crime, racial discrimination, air
pollution, low levels of social cohesion, environ-
ments with few opportunities for outdoor recreation,
and unemployment (11,15-17).

In this study, we aimed at determining the geogra-
phical distribution and the trends in low birth weight
in the municipalities of the department of Antioquia
and their association with the socioeconomic condi-
tions of the municipalities between 2000 and 2014.

Materials and methods
Design, unit of analysis and study population

We conducted an ecological study that analyzed
full-term LBW trends using data from the 125
municipalities of Antioquia between 2000 and
2014. Antioquia is divided geographically into
9 subregions: Bajo Cauca, Magdalena Medio,
Nordeste, Norte, Occidente, Oriente, Suroeste,
Uraba and Valle de Aburra. The analysis units were
the 125 municipalities, which contain 14,5% of the
Colombian population (18). In 2012, the smallest
municipality had a population of 2,290 inhabitants
and the largest had a population of 2,393,011
inhabitants. The study population consists of live
births to mothers who resided in any of the 125
municipalities of Antioquia between 2000 and 2014.

The subregions with a better quality of life include
Valle de Aburrd, Oriente, and Suroeste. Medellin
and other larger cities are all located in the first
subregion. Manufacturing and services are the
leading economic sectors in this subregion. The
Oriente and Suroeste subregions have medium-
sized cities, and their economies are based on
agricultural production, including coffee, and
services (6).

The poorest regions of Antioquia are Uraba and
Bajo Cauca. Uraba’s economy is based on the
banana agroindustry, while Bajo Cauca is a mining

Full-term low birth weight and socioeconomic conditions in Antioquia

region. Both are characterized by the presence of
illegally armed groups and have a strong presence
of illicit crops and illegal mining (6).

The Norte, Nordeste, Occidente and Magdalena
Medio subregions have small cities with high
proportions of poor populations working on small
farms who lack basic public utilities. All of the
subregions have armed illegal groups (6).

Information sources

Data on live births grouped by municipality and year
(2000-2014) were obtained from the Departamento
Administrativo Nacional de Estadisticas, (DANE).
The data on municipal socioeconomic charac-
teristics for 2005 were obtained from the Statistical
Yearbook of Antioquia and the National Human
Development Report.

Variables

Dependent variable: Prevalence of LBW at the
municipal level. The dependent variable was the
LBW, which was defined as the number of live
births with a birth weight of 2,500 grams or less
in every 100 live births from singleton pregnancies
lasting 37 weeks of gestation, or more. Therefore,
hereafter, we call our dependent variable Full-Term
Low Birth Weight (FT-LBW). The mothers in this
study were between 18 and 45 years of age.

Independent variables: Socioeconomic conditions
of the municipalities. We analyzed two socio-
economic indicators as independent variables:

» The percentage of the population with unsatisfied
basic needs (UBN) to measure the proportion
of the population that had at least one of the
following unmet basic needs in 2005: inadequate
housing, housing with critical overcrowding,
housing with inadequate services, housing with
high economic dependence, and housing with
school-age children who did not attend school.
This variable was expressed in quintiles.

* The municipal human development index (HDI)
to measure the level of development in each
municipality in 2005 for three dimensions:
health, education, and income. This variable
was expressed in quintiles.

Statistical analysis

To provide a sample size adequate to produce
robust LBW estimates, birth data were aggregated
into five time-periods: 2000-2002, 2003-2005,
2006-2008, 2009-2011, and 2012-2014.
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First, we estimated the prevalence of FT-LBW for
each subregion, municipality and period using as
the numerator, the number of live births to mothers
between ages 18 and 45 who delivered babies
with a birth weight of 2.500 grams or less at 37 or
more weeks of gestation. The denominator was
the total number of live births resulting from single-
ton pregnancies lasting 37 weeks of gestation or
more in mothers between 18 and 45 years of age.
Then we multiplied this ratio by 100 to obtain the
prevalence of FT-LBW.

To improve the accuracy of the estimates for
municipalities with a low number of live births, the
prevalence for each time period was smoothed
using the Bayesian hierarchical model proposed
by Besag, York, and Mollie (BYM) (19,20). This
model combines information on LBW from each
municipality with the average of the neighboring
municipalities, thereby reducing the variability of
the estimates. The BYM model was specified for
each municipality and study period as:

Y, ~ Binomial (n,, p,)
logit (p) = B,+ v+ u,

where n; is the denominator within each municipality
i. Prevalence in each municipality i is represented
by p,. The model has two random effects reflecting
the non-spatial and spatial variables (v, and u,
respectively). These random effects allow for the
estimation of the smoothed prevalence for each
municipality and time period as exp (3,+ v, + u,). For
spatial effects, a priori distributions were assigned
through an intrinsic conditional auto-regression
(ICAR) distribution with a variance of 02 (20). For
non-spatial effects, a normal distribution was used
with a mean of zero and a variance of 02. A half-
normal distribution with a mean of 0 and a precision
of 0.0001 was assigned to the standard deviations
0, and 0, (21). A normal vague prior distribution
was assigned to the parameters o.

This model estimates the a posteriori mean of
the smoothed prevalence and its respective 95%
credible interval for each municipality. Maps and
tables are used to represent the distribution of the
smoothed prevalence values and the probability of
each municipality showing an FT-LBW prevalence
higher than that of Antioquia as a whole (i.e.,
for each municipality | was calculated as PrP; =
Probability (smoothedP; > prevalence of Antioquia).

Descriptive statistics analyses were conducted
using: 1) Tables and bar graphs displaying the
prevalence of each period and subregion and its
respective 95% confidence intervals; 2) choropleth
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maps displaying the geographical variation of
the FT-LBW prevalence in each period and its
corresponding a posteriori mean; 3) contingency
tables showing the distribution of FT-LBW preva-
lence according to period and quintiles of the
socioeconomic variables, and 4) estimates of the
coefficient of variation for each period, which help
to describe the geographical inequalities of FT-
LBW and their evolution over time. The coefficient
of variation was calculated using the ratio between
the standard deviation of the municipal prevalence
values and their mean.

Finally, we analyzed the evaluation of the relation-
ship between the FT-LBW prevalence and the
socioeconomic conditions in the five periods, as
well as their changes over time. For this analysis,
the BYM model was used as an ecological regres-
sion model that included socioeconomic variables
separately, the time period and its interaction with
socioeconomic variables. These were categorized
into quintiles and were included in separate models
as four dummy variables (QSE), with the less poor
or less developed areas serving as the reference
group. Similarly, time period was included in the
model using four dummy variables (P), in which
the first period (2000-2002) was used as the refer-
ence category. The ecological regression model
was specified as follows:

4 8 12
logit(pic)=Bo + Y BPsne + ) BQSEG 5+ By Po QSEG 7,
= =5 =

16 20
+ Z Bj - Psc- QSE(j_11),i +Z Bj - Pyt QSE(_15) i

j=13 j=17

24
+ Z By« Pst+ QSE(j—10)i + Vie + Uzt

j=21
where each municipality is represented as i and
each period as t (t=1 for period 2000-2002, t=2
for period 2003-2005, t=3 for period 2006-2008,
t=4 for period 2009-2011, and t=5 for period 2012-
2014). Table 1 shows the main results of this model.
Specifically, for each period, the relative risk (RR) of
FT-LBW in each socioeconomic group, along with
the corresponding 95% credible intervals (95% ClI).
That is, for the first period, exp[B;] (j = 5,...8),
for the second period, explBj+ Bj+al (j = 9,..,12),
for the third period, explB;+ Bj+sl (j = 13,...16), for
the fourth period, explB; + Bj+121 (j = 17,...,20), and
for the fifth period, exp[B;+Bj+161(j = 21 ...,24).

These models were estimated using the integrated
nested Laplace approximation (INLA) algorithms
available in the INLA library of the R.3.3.0 statistical
package (22).
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Results

Between 2000 and 2014, there were 886,570 live
births in Antioquia. Of these, 24,312 were born with
FT-LBW, for an estimated prevalence of 2.7 per 100
live births. Analysis of the differences in FT-LBW
between subregions found that three subregions
had a significantly higher FT-LBW prevalence than
Antioguia as a whole (Norte, Oriente, and Valle de
Aburra). The prevalence in the Norte subregion
was substantially greater than the prevalence in
Antioquia, whereas the prevalence estimates for
Bajo Cauca, Magdalena Medio, Nordeste, and
Uraba were lower (figure 1).

When we examined FT-LBW trends, it was clear
that there was a significant 34% decrease in its
prevalence from the first time period (2000-2002)
to the fifth (2012-2014), as the rate changed from
3.21 births/100 to 2.12/100 (table 2).

Table 1. Relative risk of full-term low birth weight in quintiles o

municipalities in Antioquia, 2000-2014

=

Full-term low birth weight and socioeconomic conditions in Antioquia

This decreasing trend was similar between sub-
regions. Figure 2 shows the proportion of the change
in the prevalence for each subsequent time period
compared to the first time period (2000-2002). Posi-
tive values indicate a reduction, whereas negative
ones indicate increases. The figure shows how the
largest reductions in all measured time periods were
observed in Nordeste, Valle de Aburra, and Bajo
Cauca subregions, with 43,5%, 36,5%, and 34,0%
decreases, respectively, compared with the first
time period. In contrast, the Occidente and Uraba
subregions had increased prevalence rates of
approximately 20.0% for the 2006-2008 and 2009-
2011 periods, compared with the first time period.
The three subregions with the largest improvement
in the last time period were Occidente, Uraba, and
Norte. These subregions initially had increasing
prevalence rates in 2006 and 2011 but reversed
this trend with marked reductions in 2012-2014.

poverty (UBN) and development (HDI) by time period in 125

2000-2002

2003-2005

2006-2008

2009-2011

2012-2014

RR (95% Cl)

RR (95% CI)

RR (95% CI)

RR (95% Cl)

RR (95% Cl)

1.00
0.98 (0.77-1.23)
1.08 (0.86-1.35)
0.89 (0.69-1.15)
0.94 (0.71-1.24)

1.00
1.23 (0.97 — 1.54)
1.04 (0.82 — 1.30)
0.94 (0.72 - 1.21)
0.99 (0.74 — 1.31)

1.00
1.05 (0.84 — 1.29)
1.14 (0.92 — 1.40)
0.83 (0.65 — 1.04)
0.89 (0.70 — 1.13)

UBN
Less poor 1.00 1.00
Q2 0.92 (0.76-1.09) 0.92 (0.74-1.13)
Q3 0.88 (0.73-1.05) 0.94 (0.76-1.15)
Q4 0.80 (0.65-0.98) 0.8 (0.62-1.00)
Poorest 0.85 (0.67-1.06) 0.81 (0.61-1.04)
HDI

Less developed
Q2
Q3
Q4
More developed

1.00
1.12 (0.92-1.36)
1.08 (0.87-1.31)
1.17 (0.94-1.44)
1.05 (0.83-1.31)

1.00
0.93 (0.75-1.14)
1.11 (0.89-1.37)
1.19 (0.94-1.49)
0.98 (0.76-1.25)

1.00
0.98 (0.77-1.23)
1.18 (0.93-1.49)
1.15 (0.89-1.46)
0.96 (0.73-1.24)

1.00
0.93 (0.74 — 1.16)
1.09 (0.86 — 1.36)
1.36 (1.06 — 1.72)
1.13 (0.87 — 1.45)

1.00
1.02 (0.80 — 1.27)
1.17 (0.92 - 1.46)
1.38 (1.07 - 1.73)
1.11 (0.86 — 1.41)

Q2: quintile 2; Q3, quintile 3; Q4: quintile 4; CI: confidence interval

4,00 ~
3,50 +
3,00
2,50 +

2,00 -

Prevalence

| 2,3
1,50
1,00
0,50 -
0,00 - w w

|
3,53
|
| 3,05 ' ' .
2,88 2,91
2,69
1

Bajo  Magdalena Nordeste  Norte

Cauca Medio

Occidente Oriente

Uraba Valle de

Aburra

Suroeste Antioquia

Figure 1. Prevalence and respective 95% confidence intervals of full-term low birth weight by subregion in Antioquia, 2000-2014
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Table 2. Distribution of live births and prevalence (percent) of full-term low birth weight, Antioquia, 2000-2014

Biomédica 2018;38:345-54

Period Full-term low birth weight (n) Births (n) Prevalence IC (95%)
2000-2002 6,472 201,862 3.21 3.12-3.28
2003-2005 5,272 187,330 2.81 2.73-2.89
2006-2008 5,152 183,982 2.80 2.72-2.87
2009-2011 4,137 158,477 2.61 2.53-2.69
2012-2014 3,279 154,919 2.12 2.04-2.18
2000-2014 24312 886,570 2.74 2.70-2.77

50,0 -

40,0 -

30,0 A

20,0 4

10,0 4

0,0 +

Bajo Norte

Cauca

Magdalena Nordeste
Medio

Rate of decrease over
the first three-year period

-10,0 4

-20,0 A

-30,0 -
m 2003-2005

Subregion

2006-2008

Valle de
Aburra

Occidente  Oriente  Suroeste Ur

= 2009-2011

m 2012-2014

Figure 2. Change in the prevalence of full-term low birth weight comparing the first period (2000-2002) with the other study

periods, Antioquia

The trends observed in Antioquia as a whole and
in each subregion did not provide information on
the larger geographical variations in FT-LBW. The
spatial patterns of the smoothed prevalence values
and the respective posterior probabilities (PPR)
are shown in figure 3. The results for the first time
period showed geographic clusters with high FT-
LBW prevalence rates in Valle de Aburra, Nordeste,
Suroeste, and Occidente subregions, while low
prevalence rates were observed in Uraba, Bajo
Cauca, and Magdalena Medio. The greatest FT-
LBW prevalence rates in Antioquia were observed
in the municipalities of Rionegro, Medellin, Guarne,
Angostura, Santa Rosa de Osos, Concordia,
Yarumal, and Caldas, all of which had a higher FT-
LBW prevalence than Antioquia (between 11.9%
and 35.1%). Chigorodd, Carepa, and Arboletes
had a lower prevalence of FT-LBW compared to
Antioquia. This geographical pattern was constant
over the time periods for the Nordeste, Valle de
Aburra, Oriente, Suroeste, and Magdalena Medio
subregions, as well as in those with the highest
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FT-LBW prevalence in the last time period. The
municipalities that presented a greater prevalence
than Antioquia were Medellin, Rionegro, Carmen
de Viboral, Yarumal, and Santa Rosa de Osos, with
prevalence rates that ranged from 9.1% to 32.0%.
Caucasia, Segovia, Chigorodd, Mutata, Apartadd,
Zaragoza, Carepa, Necocli, and El Bagre had a
lower FT-LBW prevalence than Antioquia (figure 3).

The smoothed maps also provided evidence of a
reduction in the gap between the municipalities for
FT-LBW. The results of the coefficients of variation
showed a decrease of 13,7% between the periods
2009-2011 and 2012-2014, indicating that inter-
municipal differences are decreasing over time.

Figure 4 shows the comparisons of the preva-
lence maps, with the distributions of the analyzed
socioeconomic indicators. We found that FT-LBW
prevalence had an inverse geographical pattern to
that of the socioeconomic variables, where more
developed municipalities with lower poverty rates
had a greater prevalence.
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The distribution of FT-LBW prevalence rates by
socioeconomic conditions in the municipalities
were consistent with this finding (table 3). For
all time periods, the FT-LBW prevalence was
significantly higher in the more developed and
less impoverished municipalities, which provides
evidence of a positive social gradient for FT-LBW.

2003-2005

Prevalence
O [1552.27)
O [227,2.61)
o [261,2.87)
W [2.87,3.16)
W [3.16,3.95]

2000-2002

Prevalence
1.55,2.55)

2.55,2.83)

2.83,3.03)

3.03,3.41)

3.41,4.43] ¢

[m
o
=
u
u

PPR 2000-2002 PPR 2003-2005

2006-2008

PPR 2006-2008

Full-term low birth weight and socioeconomic conditions in Antioquia

Additionally, FT-LBW prevalence declined steadily
between 2000 and 2014 for municipalities at all
levels of deprivation and development (table 3).
However, the most deprived and underdeveloped
quintile had a significantly greater decline in FT-
LBW prevalence than the least deprived and under
developed quintile.

2012-2014

Prevalence
[1.40,1.86)

2009-2011

Prevalence
[1.50,2.13)

Prevalence
1.62,2.24)
2.24,2.58)
58,2.9
90,3.2
3.26,4.31]

[1.86,2.02)
[2.02,2.14)
[2.14,2.33)
[2.33,2.87]

[2.13,2.46)
[2.46,2.75)
[2.75,3.08) 1

[3.08,4.94] ’?

EEEOCO
EEEOCO
EEEOO

PPR 2009-2011 PPR 2012-2014

PPR PPR PPR PPR PPR
H [0.0,0.1) B [0.0,0.1) E [0.0,0.1) H [0.0,0.1) H [0.0,0.1)
O [0.1,0.2) O [0.1,0.2) O [0.1,0.2) O [0.1,0.2) O [0.1,0.2)
O [0.2,0.8) 0O [0.2,0.8) O [0.2,0.8) O [0.2,0.8) O [0.2,08)
O [0.8,0.9) O [0.8,0.9) O [0.8,0.9) O [0.8,0.9) O [0.8,0.9)
H [0.9,1.0] B [0.9,1.0] ﬁ H [0.9,1.0] ‘ B [0.9,1.0] * H [0.9,1.0]
2 i
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Figure 3. Spatial patterns of full-term low birth weight prevalence and posterior probability maps, Antioquia, 2000-2014
Percentage of households with UBN Municipal Human Development Index
W [5.43,17.9) M [0.52,0.60)
m [17.93,24.8) o [0.60,0.63)
O [24.82,29.8) 0 0.63
0 [29.76,37.2) A 0 0.64
s 01 [37.16,45.0) ] 01 [0.65,0.67)
o ’ o [45.01,59.7) = 0.67
m [59.71,98.5)] m [0.68,0.78]

Figure 4. Spatial distributions of the percentage of households according to the Unsatisfied Basic Needs and municipal Human

Development indices, Antioquia, 2005

351



Alvarez-Castafio LS, Caicedo-Velasquez B, Castafio-Diez C, et al.

Table 1 shows the associations between the indi-
vidual socioeconomic variables and FT-LBW. Ac-
cording to the results, FT-LBW was not significantly
associated with the level of poverty measured by
the UBN variable. For HDI, during the last two time
periods, the more developed municipalities (fourth
quartile) showed a significantly higher risk of FT-
LBW than the less developed municipalities, with
an increased risk of approximately 40%.

Discussion

In Antioquia and all of its subregions, FT-LBW has
decreased over the last fifteen years. Recently,
there has also been a reduction in geographic
gaps between municipalities, although inequalities
between both municipalities and subregions persist.

In this department, FT-LBW prevalence is inversely
associated with the socioeconomic conditions of
the municipalities, confirming a “low birth weight
paradox”. In other words, the greatest FT-LBW
prevalence was observed in the municipalities
with lower poverty rates and greater development,

Biomédica 2018;38:345-54

reflecting a positive social gradient. This so-
called paradox is an incidence of low birth smaller
than the expected level, according to the socio-
economic conditions of countries, ethnicities, and
municipalities. This phenomenon has mainly been
studied in developed countries, Asia, and Brazilian
municipalities (23-26). Systematic evidence shows
that mothers living in or coming from lower socio-
economic environments, with lower socioeconomic
status, who have to face social disadvantages have
a lower probability of delivering low birth weight
babies compared to native mothers of wealthy
countries or those living in developed munici-
palities (23-26). According to Fleuriet, the specific
pathway by which this protective effect impacts
birth weight has not been yet identified (26).

Here we suggest that the FT-LBW paradox may
be explained more by underreporting of birth
weight information in poorer municipalities than
by an actual socially determined cause. Based on
the findings of Silva, we also venture that factors
such as improved medical interventions in preterm

Table 3. Prevalence of full-term low birth weight by quintiles of unsatisfied basic needs (UBN) and human development (HDI),

Antioquia, 2000-2014

Period UBN Prevalence (IC 95%) HDI Prevalence (IC 95%)

2000-2002 Less poor 3.46 (3.35-3.56) Less developed 2.56 (2.27-2.83)
Q2 3.24 (2.96-3.51) Q2 2.76 (2.52-2.98)

Q3 3.12 (2.85-3.38) Q3 271 (2.51-2.91)

Q4 251 (2.29-2.73) Q4 3.14 (2.90-3.37)

Poorest 2.40 (2.19-2.60) More developed 3.47 (3.36-3.57)

2003-2005 Less poor 3.01 (2.91-3.11) Less developed 2.36 (2.10-2.61)
Q2 2,97 (2.68-3.25) Q2 2.19 (1.97-2.39)

Q3 2,92 (2.64-3.19) Q3 2.61 (2.41-2.80)

Q4 2.29 (2.07-2.50) Q4 2.88 (2.64-3.10)

Poorest 2.15 (1.96-2.33) More developed 3.02 (2.91-3.12)

2006-2008 Less poor 291 (2.80-3.00) Less developed 2.40 (2.15-2.65)
Q2 2.99 (2.69-3.28) Q2 2.38 (2.15-2.60)

Q3 3.13 (2.82-3.42) Q3 2.78 (2.58-2.98)

Q4 2.38 (2.16-2.59) Q4 3.17 (2.92-3.42)

Poorest 241 (2.22-2.59) More developed 2.86 (2.76-2.96)

2009-2011 Less poor 2.73 (2.62-2.83) Less developed 2.22 (1.96-2.46)
Q2 3,22 (2,88-3,56) Q2 2.06 (1.83-2.28)

Q3 2.54 (2.23-2.83) Q3 2.32 (2.11-2.52)

Q4 211 (1.89-2.33) Q4 3.18 (2.90-3.45)

Poorest 2.20 (2.01-2.39) More developed 2.73 (2.62-2.83)

2012-2014 Less poor 2.21 (2.11-2.30) Less developed 1.73 (1.50-1.95)
Q2 231 (2.01-2.60) Q2 1.75 (1.53-1.95)

Q3 2.48 (2.16-2.78) Q3 1.95 (1.76-2.14)

Q4 1.67 (1.46-1.86) Q4 2.36 (2.11-2.60)

Poorest 1.78 (1.60-1.95) More developed 2.23 (2.13-2.32)

2000-2014 Less poor 2.90 (2.85-2.95) Less developed 2.26 (2.14-2.37)
Q2 2.98 (2.84-3.11) Q2 2.25 (2.15-2.35)

Q3 2.88 (2.75-3.01) Q3 251 (2.41-2.59)

Q4 2.22 (2.12-2.31) Q4 2.97 (2.86-3.08)

Poorest 2.19 (2.11-2.27) More developed 2.90 (2.85-2.95)

Q2: quintile 2; Q3, quintile 3; Q4: quintile 4
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newborns towards the end of pregnancy or arti-
facts in the determination of gestational age, may
explain LBW rates due to the availability of better
technologies that guarantee higher live births rates
in more developed municipalities, even in children
at high risk for low intrauterine growth caused by
pregnancy complications (23).

We believe that the possible limitations of the
socioeconomic indicators (UBN and HDI) used in
our study have no role explaining the LBW para-
dox. More so, they complement each other. UBN
measures vulnerability in public utilities such as
water and in house conditions, while HDI measures
income, school achievement, and life expectancy,
and encompasses several dimensions of the deter-
minants of social development for the health and
nutrition status at the municipal level. On the other
hand, no insufficient records or underreporting
have been reported for those indicators.

Our findings coincide with those reported by the
Colombian Instituto Nacional de Salud (INS), which
reported a prevalence of FT-LBW of 3.0 cases
per 100 live births in Antioquia in 2015. Although
a socioeconomic analysis was not conducted, this
report showed that some developed departments
such as Bogota, Boyaca, Cundinamarca, Antioquia,
and Quindio, have the greatest FT-LBW rates (5).

The decrease in FT-LBW in Antioquia is similar to
the trends of other countries in Latin America and
worldwide but it contradicts the trends in Colombia.
Donoso, et al., analyzed LBW trends in Chile and
Cuba between 1991 and 2001 and they found
that Chile showed increased LBW rates in 1994
but achieved stability for this indicator between
2000 and 2001 through the implementation of
the complementary maternal food program and
an 18% reduction in poverty between 1990 and
2000. In Cuba, a significant reduction in LBW was
observed as a result of the implementation of a
national program for its reduction (27-29).

There are some potential limitations of the present
study. The information on municipalities’ socio-
economic conditions corresponds only to data from
half of the analyzed time period, which were derived
from the ecological model used. Another caution to
be considered is that when analyzing FT-LBW, it is
very difficult to make comparisons both within and
between countries because most of the information
available on this phenomenon does not represent
the general population. Therefore, most data do not
reflect the full extent of the problem. In industrialized
states, the main sources of information on LBW

Full-term low birth weight and socioeconomic conditions in Antioquia

come from data systems and national birth records.
In developing countries, 65% of newborns are not
weighed, and thus, these estimates are mainly
derived from data reported in national household
surveys (4,30). It is possible that also in Antioquia
there was some level of underreporting, especially in
the poorest municipalities; therefore, it is necessary
to be cautious when analyzing birth weight data, as
it must be complemented by continuous monitoring
and control processes to reduce possible errors in
calculations and comparisons.

In conclusion, FT-LBW has decreased in Antioquia
and all of its subregions over the last fifteen years.
There has also been a reduction in geographic
gaps between municipalities, although inequalities
between them and between subregions persist.
FT-LBW prevalence was inversely associated with
the socioeconomic conditions of the municipalities
as the highest FT-LBW prevalence rates occurred
in those with lower poverty rates and a greater
level of development, thus reflecting a positive
social gradient.
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La alimentacion para pacientes con diabetes mellitus de tipo 2
en tres hospitales publicos de Cundinamarca, Colombia
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Introduccién. En el mundo y en Colombia, la diabetes mellitus de tipo 2 es una de las principales
causas de morbimortalidad, y afecta principalmente a los hombres y mujeres mayores de 45 afios.
Un control inapropiado de la enfermedad puede desembocar en mayores complicaciones de salud
y convertirla en una de las de més alto costo. El tratamiento incluye otros componentes, ademas
del control de la glucemia, asi como un seguimiento constante del personal médico, y actividades
educativas dirigidas al paciente y a su familia.

Objetivo. Caracterizar la alimentacion de pacientes con diabetes mellitus de tipo 2 en tres hospitales
publicos de Cundinamarca.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo y transversal con 212 pacientes, el cual incluyé
el andlisis sociodemogréfico, el de la frecuencia del consumo de alimentos y las préacticas alimentarias.
Resultados. La mayoria de la poblacidon era mayor de 45 afios y tenia un bajo nivel educativo; el
52 % contaba con un plan de alimentacion, y solo el 8,9 % recibia orientacién nutricional a cargo de
un nutricionista. Predominé el consumo de carbohidratos y un bajo consumo de proteinas, vitaminas,
minerales y fibra. El consumo de azlcares era menor en los pacientes que tenian un plan dietético
(p<0,05).

Conclusiones. La mayoria de los pacientes no recibia una alimentacion adecuada. Se evidenci6 un
deficiente cumplimiento del tratamiento dietético, asi como limitaciones en la asesoria nutricional y
barreras de acceso a los alimentos. Estos resultados contribuirdn a mejorar las politicas de prevencion
y control de la diabetes mellitus de tipo 2 y las estrategias que tengan en cuenta el contexto sociocultural
de los pacientes.

Palabras clave: diabetes mellitus de tipo 2; alimentacion; adulto; dieta.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3816

Feeding in adults with type Il diabetes mellitus in three public hospitals in Cundinamarca, Colombia

Introduction: Type |l diabetes mellitus (DMII) is one of the main causes of morbidity and mortality both
worldwide and in Colombia. It mainly affects men and women over 45 years of age. Inadequate control
of this disease can generate greater health complications making it one of the most costly diseases in
the country. Treatment includes activities other than glycemic control and requires constant monitoring
by medical personnel and educational processes directed at the patient and his or her family.
Objective: To characterize the feeding of patients with DMII in three public hospitals of Cundinamarca.
Materials and methods: We conducted a cross-sectional descriptive study of 212 patients that
analyzed sociodemographic characteristics, frequency of consumption and feeding practices.
Results: Most of the population was over 45 years old and had a low educational level. In total, 52%
had a dietary plan, but only 8.9% received nutritional guidance from a nutritionist. The consumption
of carbohydrates predominated, with low consumption of proteins, vitamins, minerals, and fiber. The
consumption of sugars was lower in patients with a dietary plan (p <0.05).

Conclusions: Most of the patients did not have an adequate nutrition; moreover, there was low
adherence to dietary treatment, weakness in nutritional counseling and barriers to food access. These
results can contribute to improving policies for the prevention and control of DMII and strategies based
on the sociocultural context of the patients.

Key words: Diabetes mellitus, type 2; feeding; adult; diet.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3816
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Las enfermedades crénicas constituyen la principal
causa de muerte y discapacidad en el mundo
(). En América, la diabetes mellitus es uno de
los mayores problemas de salud publica y su
prevalencia aumenta como consecuencia de los
cambios culturales, la disminucién de la actividad
fisica y la transicién a la ingestién de una dieta
caldrica (2). En Colombia, las enfermedades croé-
nicas son una de las diez primeras causas de
mortalidad en adultos mayores de 45 afos, con
una tasa de mortalidad promedio entre 2009y 2011
de 10,4 por 100.000 habitantes, y son, ademas, las
responsables de la mayor proporcién de pérdida
de afios de vida saludable en esta poblacién (3).
Por su naturaleza crénica, la gravedad de las
complicaciones y los medios que se requieren
para su control, la diabetes mellitus de tipo 2 es
una enfermedad muy costosa (4). El diagnéstico
temprano y el buen control de la diabetes reducen
la progresion de las complicaciones cronicas de la
enfermedad (5).

El cambio en los estilos de vida es fundamental
para el manejo de los pacientes con diabetes, en
quienes se debe controlar el consumo de alcohol
y tabaco, promover la actividad fisica y una ali-
mentacién saludable con restriccion del consumo
de algunos nutrientes, aspectos esenciales del
tratamiento y la prevencion de las complicaciones
propias de la enfermedad. ElI cumplimiento del
tratamiento de la diabetes es dificil debido a estos
cambios en el estilo de vida (6). La intervencion
alimentaria no solo debe lograr un buen control
glucémico, sino también prevenir los factores de
riesgo cardiovascular, como la hipertension arterial
sistémica, la dislipidemia y el exceso de peso, con
el fin de disminuir las complicaciones a corto y
largo plazo (7).

La dieta baja en fibra y con un alto indice glucémico
se ha asociado con un mayor riesgo de diabetes
(8); asimismo, los acidos grasos especificos
de la dieta pueden afectar diferencialmente la
resistencia a la insulina y el riesgo de diabetes
(9,10). Por otra parte, una dieta rica en acidos
grasos monoinsaturados previene la modificacion
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oxidativa de las lipoproteinas mas que aquella
rica en acidos grasos poliinsaturados; el consumo
de aceite de oliva, por ejemplo, reduce la oxida-
cion de las lipoproteinas de baja densidad (low-
density lipoproteins, LDL) mediada por los acidos
grasos n-3 en pacientes con enfermedad vascular
periférica (11).

La capacidad y el compromiso de los pacientes, y la
consideracion debida a sus condiciones, son funda-
mentales para garantizar el éxito de la intervencion.
El adecuado manejo nutricional de las personas
beneficia la salud de los pacientes, pero, ademas,
contribuye a disminuir los costos hospitalarios deri-
vados de las complicaciones y del tratamiento de
la enfermedad (12). En Colombia, no hay mucha
informacion especifica sobre las practicas alimen-
tarias en el manejo de la diabetes mellitus de tipo 2,
y las recomendaciones asociadas con la dieta con-
templadas en la guia de atencion de la enfermedad
(13) son muy generales y no se tiene en cuenta el
contexto del paciente, lo que limita el cumplimiento
de las recomendaciones alimentarias.

En este contexto, el objetivo de este estudio fue
caracterizar la alimentacién y la coherencia con
el plan dietético en los pacientes adultos con dia-
betes mellitus de tipo 2 que asisten al programa
de control en tres hospitales publicos de Cundina-
marca, Colombia, para recabar informacién que
permita ajustar las estrategias de intervencion
alimentaria de manera que aumente su efecto
positivo en el cumplimiento del tratamiento y con-
tribuya a la disminucion de las complicaciones y
de la tasa de mortalidad.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo y transversal
desarrollado en los hospitales San José, del muni-
cipio de Guaduas, San Rafael, del municipio de
Facatativa y el Universitario La Samaritana, del
municipio de Zipaquira, en Cundinamarca.

En la muestra se incluyeron todos los pacientes
atendidos por el programa de control de la diabetes
para, asi, garantizar la confiabilidad y la precisién
de las estimaciones y la validez estadistica de los
resultados. Se seleccionaron aquellos pacientes
con diagndstico de diabetes mellitus de tipo 2 sin
complicaciones derivadas de la enfermedad en los
Ultimos seis meses y se excluyeron las mujeres
en periodo de gestacién. La muestra final estuvo
compuesta por 212 adultos entre los 25 y 70 afios
que participaron voluntariamente y firmaron el con-
sentimiento informado.



Biomédica 2018;38:355-62

Se us6 un cuestionario general sobre las varia-
bles sociodemograficas, las de alimentacién, la
prescripcién del plan dietético y un formulario de
frecuencia de consumo validado a partir del modelo
utilizado en la Encuesta Nacional de la Situacion
Nutricional en Colombia (ENSIN, 2010) (14), y
adaptado para los fines del presente estudio.

La lista de 28 alimentos se elabor6 a partir de los
grupos definidos en las guias alimentarias para
la poblacion colombiana (15) y se centrd en las
fuentes de energia, las proteinas, las vitaminas
y los minerales, asi como en los alimentos
considerados poco saludables, como las comidas
rapidas, los snacks, y los alimentos con altos
contenidos de azlcar y grasas, entre otros,
contemplando un periodo de recordacion de 30
dias y diez categorias de frecuencia: nunca, una
vez al mes, dos a tres veces al mes, una vez por
semana, dos veces por semana, tres a cuatro
veces por semana, Cinco a seis veces por semana,
unavez al dia, dos veces al dia, y tres 0 mas veces
al dia (14). Ademas, se indag6 por los tiempos
de las comidas, las preferencias alimentarias, el
consumo de aceites de origen vegetal de diversas
fuentes, el consumo de sal, el habito de retirar la
grasa visible de las carnes, el seguimiento del plan
dietético y la capacidad de compra de alimentos.

Los principales estimadores estadisticos obtenidos
fueron los indicadores de proporcién (distribucion
binomial), para cada uno de los cuales se estimé
el error de muestreo y su correspondiente intervalo
de confianza de 95 %. Con estos, se determind
el nivel de precisiéon de las estimaciones a partir
de la muestra obtenida. Para las comparaciones,
se construyeron pruebas de diferencia con la
prueba , con un nivel se significacién de a=0.05 si
las dos proporciones eran o no estadisticamente
iguales. En la estimacién de los indicadores y en
las pruebas de diferencia, se utiliz6 el programa
Stata 13.1™.

Consideraciones éticas

El presente estudio se ajusto a las normas cientifi-
cas, técnicas y administrativas de la investigacién
en salud establecidas en la resolucion N° 008430
de 1993 en Colombia, segin las cuales se
tratd de una investigacion sin riesgo basada en
encuestas que no requerian ninguna interven-
cion o modificacién intencionada de las variables
biolégicas, fisioldgicas, sicolégicas o sociales de
los participantes, quienes, ademas, firmaron el
consentimiento informado.

Alimentacién en adultos con diabetes de tipo 2

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica y
el Comité Técnico del Instituto Nacional de Salud.

Resultados

La mayoria de la poblacién estaba entre los 45 y
65 afios (58 %): el 37 % mayor de 65 afos y el
6 %, menor de 45 afios; el 24 % de los pacientes
era de sexo masculino y el 76%, de sexo femenino.
El periodo de evolucidon de la enfermedad era
de 7,9 afios en promedio. Mas del 90 % de los
pacientes pertenecia a los niveles 1 y 2 del
Sisbhén y casi todos (99 %) estaban en el régimen
subsidiado de salud. El 77,7 % de ellos vivia en el
area urbana y el resto en la zona rural. En cuanto
a la escolaridad, el 64 % de los participantes
habia cursado la educacion bésica primaria sin
diferencias por sexo (p<0,05); el 11 % de los
hombres y el 19 % de las mujeres no tenia ningin
tipo de formacién educativa, y de estos, el 77 %
no sabia leer ni escribir. EI promedio de ingresos
era de menos de la mitad de un salario minimo
legal vigente, lo cual constituye una dificultad
evidente para acceder a los alimentos: el 44 %
ocasionalmente contaba con dinero para comprar
verduras y frutas, mientras que el 12 % manifesto
no tener recursos para adquirir estos alimentos.

En cuanto al tipo de actividad laboral, el 69 % de
las mujeres era ama de casa, el 39 % de los hom-
bres desempefiaba trabajos informales, el 17 % de
la poblacion estaba desempleada y consideraba
gue no podia trabajar debido a su condicién fisica,
solo el 3 % de los desempleados consideraba
gue podia trabajar, y ninguno de los participantes
era jubilado.

Al analizar las préacticas alimentarias, se encontro
gue el 96,3 % observaba los tres tiempos de comida
principales, solo el 59 % consumia alimentos en la
media mafiana y el 55 % en la media tarde, y el
18 % consumia algun alimento después de la cena.

La mitad de los pacientes (52 %) refirié preferir las
frutas enteras, el 13 %, frutas en jugo, y el 26%,
verduras; solo el 1 % expresé preferencia por el
consumo de snacks, de comidas rapidas, de bebidas
gaseosas, de jugos industrializados o de alimentos
fritos. El 92 % no adicionaba sal a las preparaciones
servidas y en el 94 % persistia la practica de coci-
nar las comidas del hogar con sal. El 78 % utilizaba
aceite de origen vegetal: el 49 %, una mezcla de
aceites vegetales, el 17 %, aceite de girasol, el 3 %,
aceite de oliva y el 2 %, aceite de canola. El 22 %
utilizaba grasas de origen animal, como la manteca
o la mantequilla, en sus preparaciones.
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En cuanto a la frecuencia de consumo, se evi-
dencié que el 22 % no consumia avena de manera
habitual y, el 34 %, ningan tipo de cereal integral;
la frecuencia més alta de consumo de cereales
integrales fue de una vez al dia en 37 % de los
pacientes. El 57 % consumia arroz una vez al
dia y, el 23 %, dos veces al dia. En cuanto a los
productos de panaderia, el 41 % los consumia de
forma diaria, el 16 %, dos veces al dia, y el 15 %,
dos veces por semana. Las pastas alimenticias
se consumian con menos frecuencia, pues casi el
60 % de los pacientes refirié6 consumirlas entre una
y dos veces a la semana.

El consumo de tubérculos y platanos era elevado:
el 45 % de los pacientes los ingeria por lo menos
una vez al diay, el 15 %, entre una y cuatro veces
por semana; en tanto que el de frutas y verduras
era bajo: 30 % de los pacientes consumia verduras
una vez al dia y, el 21 %, frutas. Solo el 2 % de
los pacientes consumia dos porciones de frutas o
verduras al dia.

Las carnes eran la principal fuente de proteina de
alto valor biol6gico, aunque su consumo era bajo:
solo el 50 % de los pacientes consumia carne
de res o pollo una vez al dia y de estos, el 25 %
consumia carne de res con grasa visible o pollo
con la piel. EI 75 % de los pacientes consumia
pescado entre una y dos veces al mes, el 65 %,
visceras una vez al mes, y el 35 %, dos veces al
mes. El consumo de huevo era habitual: el 71 % lo
consumia entre una y cinco veces a la semana y,
el 20 %, diariamente.

El 38 % de los pacientes consumia leguminosas
(frijol, lentejas, arvejas, garbanzos secos) entre
dos y seis veces por semana, el 38 %, una vez
por semana y, el 2 %, diariamente. En cuanto al
consumo de lacteos, el 82 % manifesté no consumir
leche descremada; de los restantes, el 68 % la
consumia entre una y dos veces al dia. El 66 %
tomaba leche entera; de ellos, el 57 % la consumia
una vez al diay, el 15 %, dos veces. El consumo
de queso, yogur o kumis, ya fuera bajo en grasa o
entero, era escaso: solo el 20 % consumia estos
alimentos una vez a la semana y un promedio de
75 % no los consumian.

El 40 % de los pacientes consumia azucar, cho-
colate o panela diariamente, el 10 %, dos veces al
diay, el 7 %, tres o0 mas veces al dia, en tanto que
el 20 % consumia postres y dulces entre una y dos
veces por semana. El 91 % de los participantes no
consumia comidas rapidas o snacks, y solo el 20 %
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de quienes si lo hacian los consumian entre una y
tres veces por semana. El 76 % de los pacientes
refirid no consumir margarina ni mantequilla, y el
restante 24 % las consumia entre una y cuatro
veces por semana. En el cuadro 1 se presenta un
resumen de la frecuencia y las prevalencias mas
altas de consumo.

En cuanto al manejo nutricional de estos pacien-
tes, se encontré que el 52 % de ellos refirié tener
un plan dietético que incluia el aumento en el
consumo de frutas (55 %) y verduras (56 %), asi
como la reduccién del consumo de grasas (58 %),
azucar (80 %) y sal (69 %), pero solo el 8,9 %
habia tenido en algiin momento consulta con un
profesional en nutricion.

En el cuadro 2 se observa un mayor porcentaje
de personas que consumia las cinco comidas
recomendadas entre quienes tenian un plan
dietético (48 %) y, asimismo, la frecuencia del uso
de sal fue menor (6 %) entre quienes seguian dicho
plan. Se encontré una diferencia estadisticamente
significativa en el consumo de azlcares entre los
pacientes que tenian un plan dietético y los que no
lo tenian (p=0,026).

Cuadro 1. Frecuencia de consumo de alimentos en los
pacientes con diabetes mellitus de tipo 2

Alimento Mayor frecuencia Porcentaje
de consumo de consumo
Arroz 45 %, una vez al dia 93
Papa, yuca o 45 %, una vez al dia 92
platano
Huevo 71 %, 3-4 veces por semana 92
Carne y pollo 37 %, una vez al dia 90
magros
Verduras y 30 %, una vez al dia 89
hortalizas
Frutas 21 %, una vez al dia 84
Avena 20 %, dos veces por semana 78
Leguminosas 35 %, una vez por semana 75
Pasta 38 %, una vez por semana 74
Pan 40 %, una vez al dia 73
Cereales integrales 37 %, una vez al dia 66
Leche descremada 50 %, una vez al dia 66
Aguacate 35 %, dos veces al mes 66
Pescado 32 %, dos veces al mes 60
Azlcar, chocolate, 40 %, una vez al dia 59
panela
Visceras 34 %, dos veces por semana 35
Margarina, 30 %, una vez por semana 24
mantequilla
Carne y pollo 25 %, una vez al dia 23
grasos
Leche entera 43 %, una vez al dia 18
Dulces y postres 29 %, una vez al dia 18
Shacks 45 %, una vez al mes 18
Comidas rapidas 5 %, dos veces por semana 9
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Cuadro 2. Diferencias entre conductas alimentarias

Alimentacién en adultos con diabetes de tipo 2

Conducta alimentaria Con plan dietético Sin plan dietético p
n % n %
Cinco tiempos de comidas 53 48 41 41 0,269
Consumo de aceite de girasol 20 18 16 16 0,652
Consumo de aceite de oliva 5 5 1 1 0,111
Consumo de manteca 6 5 8 8 0,477
Consumo de mantequilla 20 18 11 11 0,132
Consumo de margarina 7 6 5 5 0,657
Cocinar con sal 98 89 97 96 0,295
Adicionar sal a las preparaciones servidas 7 6 10 10 0,351
Retirar la piel del pollo 86 78 68 67 0,078
Retirar la grasa visible de la carne 88 80 79 78 0,751
Consumo de frutas diario 41 37 36 36 0,807
Consumo de verduras diario 58 53 45 45 0,236
Consumo de azulcar, chocolate y panela 51 46 62 61 0,026
Discusién gue si el sobrepeso y la obesidad se previenen

La mayoria de los pacientes estaba en un rango de
edad coincidente con el periodo de vida productivo
y el de mayor riesgo de padecer diabetes mellitus
de tipo 2 (16,17). En este sentido, se evidencid que
la actividad laboral se vio disminuida como con-
secuencia de la enfermedad, lo que afecté nega-
tivamente la calidad de vida de estas personas y
su capacidad adquisitiva. En la poblacion adulta
mayor, la principal dificultad fue la dependencia
con respecto a su entorno familiar o a otras perso-
nas, ya que ninguno era jubilado, lo cual dificultaba
el cumplimiento de las recomendaciones nutricio-
nales; ademas, la alimentacion del paciente
era diferente a la del resto de la familia y no se
consideraba que pudiera ser adoptada por el
nacleo familiar completo.

La prevalencia de la diabetes mellitus de tipo 2
en este estudio fue mayor en las mujeres que en
los hombres, lo cual concuerda con estudios de
otras regiones del pais y de América (18-20); la
informacion sobre por qué la diabetes afecta en
mayor medida al sexo femenino es insuficiente
y esta condicién no se ha considerado como un
factor de riesgo para la enfermedad, por lo cual
es importante estudiarla con mayor profundidad.
Por otra parte, segun la Guia de practica clinica
para la prevencion, diagnoéstico y tratamiento del
sobrepeso y la obesidad en adultos (21), el 90 % de
la prevalencia de esta enfermedad es atribuible al
exceso de peso y, segun los datos reportados por
la ENSIN 2010 (14), en Colombia la prevalencia
de exceso de peso fue de 51,1 % y mayor en las
mujeres (55,1 %), lo cual puede estar relacionado
con una mayor prevalencia de diabetes mellitus
de tipo 2 entre ellas. Puede concluirse, entonces,

y se tratan adecuadamente, podria reducirse de
forma significativa la carga de esta enfermedad,
gue hoy constituye la quinta causa de mortalidad
en el pais (21).

Otro hallazgo relevante de esta investigacién fue
el bajo nivel educativo de los pacientes y el analfa-
betismo, lo cual afectd directa y negativamente el
cumplimiento del tratamiento debido a la dificultad
para leer las indicaciones y recomendaciones.

Por otro lado, se constaté que la aplicacion del
formulario de frecuencia de consumo es una buena
herramienta para estimar la frecuencia habitual de
la ingestion de alimentos durante el mes anterior,
lo que permite establecer el patrén aproximado de
consumo de alimentos y las practicas alimentarias
en estos pacientes, asi como comparar y detectar
conductas de riesgo en ellos (14).

En este sentido, aun cuando la distribucion del valor
calérico total recomendado para estos pacien-
tes es de 10 a 20 % de proteina, 50 a 60 % de
carbohidratos, 30 a 35 % de grasas, y 20 a 35 g
de fibra al dia (22), y se recomienda una dieta rica
en acidos grasos monoinsaturados (11), en este
estudio se evidencié que en la dieta de los pacien-
tes atendidos en estos hospitales predominaba el
consumo de carbohidratos, como los almidones de
los cereales y subproductos elaborados con estos,
y de tubérculos y platanos, ademas del consumo
de azlcar y el uso de grasas perjudiciales para la
salud, lo cual se asocia con el bajo costo de estos
alimentos y responde al patron cultural de los habi-
tos alimentarios de la poblacién colombiana (14).

El consumo de frutas y verduras se recomienda
ampliamente para el manejo de la diabetes mellitus
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de tipo 2. Hoy se recomienda el consumo de
cinco porciones, o mas de 400 g diarios, de estos
alimentos a toda la poblacién en Colombia como
parte de una dieta saludable baja en grasas,
azucares y sal (o sodio) para prevenir el aumento
de peso como factor de riesgo de esta enfermedad
(23). Sin embargo, en los pacientes del estudio se
evidencié un bajo consumo de frutas y verduras,
lo que limita considerablemente el aporte de fibra,
vitaminas y minerales.

En cuanto al consumo de alimentos que son
fuente de proteinas de alto valor biol6gico, en
pacientes mal controlados se ha registrado una
aceleracion de la gluconeogénesis al aumentarse
la produccidn de glucosa en el estado postabsortivo
0 posprandial, pero la influencia en los niveles
de glucemia y la sensibilidad a la insulina es
minima en pacientes con diabetes mellitus de
tipos 1 y 2, independientemente del consumo de
proteinas; ademas, no hay informacion suficiente
para confirmar que la cantidad necesaria de
proteina en pacientes con diabetes mellitus de
tipo 2 sin complicaciones varie con respecto a la
recomendada en individuos sanos (22). En este
sentido, en el presente estudio se registré un bajo
consumo de alimentos fuente de proteinas de alto
valor biolégico, lo que podria influir en el deterioro
progresivo del estado nutricional de los pacientes.

Por otra parte, en el presente estudio uno de los
factores asociados a las inadecuadas précticas ali-
mentarias fue la dificil situacién econémica de los
pacientes, ya que los bajos ingresos y el no contar
con planes alimentarios adecuados a su contexto
sociocultural, no les permitian acceder a una ali-
mentacion apropiada, dificultando asi el control de
la enfermedad. Este resultado concuerda con los
de un estudio en Cuba, en el cual se encontrd una
asociacion entre el bajo consumo de proteinasy las
dificiles condiciones econémicas de los pacientes,
lo que se traducia en un aumento del consumo de
carbohidratos por encima de las recomendaciones
establecidas para esta poblacion (24). Es claro que
las dificultades economicas disminuyen el cumpli-
miento de las recomendaciones nutricionales como
parte del tratamiento, por lo cual es prioritario
gue, para modificar el estilo de vida, se tengan en
cuenta las caracteristicas sociales, culturales 'y eco-
némicas de los pacientes, ya que estas influyen de
forma directa en la historia natural de la diabetes
mellitus de tipo 2 (25-27).

Asimismo, el estudio revel6 que no todos los
pacientes contaban con un plan de alimentacion,
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ni accedian a consultas especializadas con profe-
sionales en nutricion o a las recomendaciones
basicas por parte del médico tratante en algun
momento de su tratamiento. Este resultado con-
cuerda con un estudio en Bogota (28), en el que
el 36,7 % de los pacientes no habia recibido infor-
macién general sobre la alimentacion por parte del
médico tratante y el 39,4 % no habia tenido acceso
a la asesoria de nutricionistas dietistas, con el
obvio efecto negativo en los pacientes.

En este sentido, es importante que todos los
pacientes con diabetes mellitus de tipo 2 tengan
acceso a la orientacion y el manejo nutricional
de los profesionales en nutricion para reducir el
riesgo cardiovascular, alcanzando y conservando
niveles de glucemia y lipemia normales, asi como
para mejorar el comportamiento frente a algu-
nas de las practicas alimentarias prescritas para
esta poblacién, especialmente la disminucion del
consumo de azuUcares y el fraccionamiento de
la alimentacidon. Es esencial que los pacientes
reciban el apoyo y el seguimiento adecuados de un
equipo multidisciplinario que incluya la orientacion
psicolégica en apoyo de un mejor cumplimiento del
tratamiento y manejo de la enfermedad (22).

En cuanto a los programas dirigidos a estos
pacientes, en estudios recientes se ha demostrado
gue las intervenciones de prevencién de la dia-
betes que incluyen la dieta y el entrenamiento
aerébico y de resistencia son moderadamente
eficaces para favorecer la pérdida de peso
(-3,79 kg; -6,13, -1,46; IC,; z=3,19; p=0,001),
mejorar la glucosa plasmatica en ayunas (-0,13
mmol.L-1[-0,24, -0,02; IC,; z=2,42; p=0,02) y
la tolerancia a esta (29). Sin embargo, deben
hacerse estudios con seguimiento a largo plazo
para determinar la eficacia de las intervenciones
con multiples componentes en la prevencion de
la diabetes mellitus de tipo 2 mediante el andlisis
de los cambios en los biomarcadores de riesgo
y la contribucién especifica de cada componente
en la reduccién de los riesgos asociados con esta
enfermedad (29).

Debe resaltarse que, en este estudio, se eviden-
ciaron barreras para el adecuado manejo nutricio-
nal y general de los pacientes, y que el bajo nivel
educativo, el analfabetismo, la gran dependencia
de los pacientes con respecto a sus familias, las
escasas oportunidades laborales, la incapacidad
percibida por los pacientes para trabajar debido
a su condicién y los bajos recursos econémicos,
dificultan un buen proceso de tratamiento y de
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prevencion de las complicaciones derivadas de
la diabetes. Por ello, es importante sensibilizar y
motivar a los profesionales de la salud para que
hagan una consulta especializada y ofrezcan un
acompafiamiento permanente ajustado al contexto
sociocultural de los pacientes (30). Ademas, se ha
reportado que la comunicacion entre el paciente
diabético y el médico o profesional tratante es
un factor importante en el cumplimiento del trata-
miento, y ofrece la oportunidad de construir conjun-
tamente con los pacientes planes de tratamiento
mutuamente aceptables y de alcanzar metas
acordadas, lo cual estimula al paciente a tomar
decisiones beneficiosas para su salud y mejora
los resultados de la intervencion (31). También, se
obtienen resultados positivos cuando los progra-
mas educativos incluyen refuerzos, seguimiento
telefébnico en casa y renegociacion de objetivos
con metas intermedias de control metabdlico (32).

En Colombia, no hay suficiente informacion sobre
la alimentacién de los pacientes con diabetes
mellitus de tipo 2 en hospitales publicos. En este
sentido, el presente estudio permitié una aproxi-
macién a sus patrones de alimentacion, asi como
determinar las practicas alimentarias y las con-
ductas de riesgo, por lo que sus resultados son
fundamentales para las entidades e instituciones
prestadoras de servicios de salud a la hora de
mejorar las estrategias de prevencién y control de
la enfermedad y contribuir, asi, a mejorar la calidad
de vida y el cumplimiento del tratamiento en estos
pacientes, teniendo en cuenta su contexto, la
realidad en la cual estan inmersos y sus propias
necesidades (33,34).
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Analisis de costo-utilidad en Colombia del tratamiento integral
del carcinoma de seno con reconstruccion inmediata
frente a la reconstruccion diferida
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Introduccién. La reconstruccion mamaria inmediata o diferida hace parte del tratamiento del cancer
de mama. Cada pais y sistema de salud costea y evalla estos procedimientos de forma diferente. Es
importante determinar cudl estrategia resulta de mayor costo-utilidad en Colombia.

Objetivo. Evaluar la costo-utilidad del tratamiento del cAncer de mama con reconstruccion inmediata,
comparada con la reconstruccion diferida.

Materiales y métodos. Se utilizé un modelo de arbol de decisiones con un plazo previsto de un afio
desde la perspectiva del tercer pagador. Los datos de costos se tomaron del manual tarifario del
Instituto de Seguros Sociales de 2001 mas un ajuste del 30 % segun la metodologia del Instituto de
Evaluacion Tecnologica en Salud y el modelo de facturacion del Centro Javeriano de Oncologia del
Hospital Universitario San Ignacio. Las probabilidades de transicion y las utilidades se obtuvieron de
médicos especialistas, de las pacientes y de la literatura médica. Se hicieron los analisis univariado y
probabilistico de sensibilidad.

Resultados. Los costos esperados per cépita fueron de COP$ 26'710.605 (USD$ 11.165) para la
reconstruccion inmediata y de COP$ 6'459.557 (USD$ 11.060) para la diferida. La reconstruccion
inmediata generd un costo incremental de COP$ 251.049 (USD$ 105), asi como 0,75 afios de vida
ajustados por calidad (AVAC), en tanto que la diferida gener6 0,63 AVAC, con una relacién de costo-
utilidad incremental de COP $2'154.675 por AVAC (USD$ 901).

Conclusiones. El costo por AVAC no super6 el umbral de aceptabilidad del producto interno bruto
(PIB) per capita. Los costos durante el primer afio resultaron similares y ambas técnicas son favorables
para el sistema de salud colombiano, pero la utilidad de la reconstruccion inmediata reportada por los
pacientes y en la literatura médica, es mayor.

Palabras clave: neoplasias de la mama; mastectomia radical modificada; mamoplastia, analisis costo-
beneficio, calidad de vida, Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3705

Immediate versus delayed breast reconstruction in breast cancer patients in Colombia: A cost-
utility analysis

Introduction. Breast reconstruction, either immediate or delayed, is part of the treatment of breast
cancer. Each country and health system pays for and evaluates these procedures in different ways.
Thus, it is important to determine which strategy is most cost-effective in Colombia.

Objective: To evaluate the cost-utility of breast cancer treatment with immediate reconstruction
compared with delayed reconstruction.

Materials and methods: We used a decision tree model and a one-year time horizon from the
perspective of the third-party payer; the cost data were taken from the Colombian Instituto de Seguros
Sociales 2001 rate manual plus a 30% adjustment according to the methodology of the Instituto de
Evaluaciéon Tecnoldgica en Salud, IETS, and the billing model of the Centro Javeriano de Oncologia
at the Hospital Universitario San Ignacio. The transition probabilities and profits were obtained from
medical specialists, patients, and the medical literature. We also conducted univariate and probabilistic
sensitivity analyses.

Results: The expected costs per capita were COP$ 26,710,605 (USD$ 11,165) for the immediate
reconstruction and COP$ 26,459,557 (USD$ 11,060) for the deferred reconstruction. Immediate
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Ambos autores participaron en la creacion de la propuesta de investigacion, la conformacién de los modelos analiticos y matematicos
y la escritura del manuscrito.

363



Perea AH, Rosselli D

Biomédica 2018;38:363-78

reconstruction generated an incremental cost of COP$ 251,049 (USD$ 105) and 0.75 quality-adjusted
life years (QALY), while deferred reconstruction generated 0.63 QALYS, with an incremental cost-utility

ratio of COP$ 2,154,675 per QALY (USD$ 901).

Conclusions: The cost per QALY did not exceed the acceptability threshold of the Gross Domestic
Product (GDP) per capita. The costs for the first year were similar. Both techniques are favorable for
the Colombian health system, but the utility reported by patients and the literature is greater with the

immediate reconstruction.

Key words: Breast neoplasms; mastectomy, modified radical; mammoplasty; cost-benefit analysis;

quality of life, Colombia.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3705

El cancer de mama es el segundo més frecuente
en la poblacién general y el mas frecuente en
mujeres; es la quinta causa general de muerte
por céancer en el mundo (522.000 muertes en
2012), la méas frecuente en mujeres de regiones
menos desarrolladas (324.000 muertes, 14,3 %
del total) y la segunda en mujeres de paises mas
desarrollados (1).

En el periodo de 2002 a 2006, el Instituto Nacional
de Cancerologia de Colombia report6 una inciden-
cia cuatrienal nacional de canceres de mama en
mujeres (CIE-10: C50.9) de 6.999 casos (tasa ajus-
tada por edad de 36,4 por 100.000 habitantes) vy,
en el 2011, la tasa de mortalidad fue de 10,01 por
100.000 habitantes y de 9,78 por 100.000 habitan-
tes en el 2012 (2).

Entre los tratamientos quirlrgicos con intencion
curativa, se describen dos tipos principales: aque-
llos en los que Unicamente se reseca el tumor
(usualmente limitada en tamafio y acompafada de
vaciamiento axilar) y aquellos en los que se hace la
reseccién oncolégica y, posteriormente, se recons-
truye la mama.

La reconstruccién, para la cual se puede usar
tejido autdlogo, expansores tisulares o proétesis
(3-5), puede hacerse de manera inmediata o
diferida (4). En este sentido, hay estudios sobre los
costos de las dos alternativas de reconstruccion
(6-16), sobre la relacion costo-efectividad de los
dos procedimientos (17-19), sobre el cambio en
la calidad de vida y los efectos psicoldgicos de
los procedimientos en las pacientes (20-28), y
sobre el efecto general de una u otra conducta
terapéutica (29-31). Los estudios de costos varian
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segun el grupo investigador y las circunstancias
de los costos, en tanto que los que exploran los
efectos psicolégicos o la calidad de vida no tienen
uniformidad en los enfoques ni en las escalas.

En la actualidad, las valoraciones centradas en los
resultados percibidos por el paciente han adquirido
una mayor relevancia (32), pues aportan datos
Utiles para los responsables de las decisiones en
salud (27,33-37). Los analisis de costo-utilidad
son una forma de evaluacion econémica centrada
en la calidad de los resultados de un programa o
tratamiento (17,18,38). La medicion del cambio
en la calidad de vida se hace en afios de vida
ajustados por calidad (AVAC), lo que permite com-
paraciones con otros estudios que reportan sus
resultados en unidades similares (39).

En este contexto, el objetivo del estudio fue deter-
minar, desde la perspectiva del sistema de salud
colombiano, el costo-utilidad de la reconstruccion
mamatria inmediata y de la diferida, como parte del
tratamiento integral de las pacientes con cancer
de mama sometidas a cirugia reconstructiva.

Materiales y métodos

Los pasos y la metodologia empleados fueron
los sugeridos en el “Manual para elaboracion de
evaluaciones econdmicas en salud”, del Instituto
de Evaluacién Tecnoldgica en Salud (IETS) (40).
El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
e Investigaciones de la Pontificia Universidad
Javeriana-Hospital Universitario San Ignacio.

Revision de Ia literatura cientifica

Inicialmente, se hizo una revisién de estudios sobre
pacientes con cancer de mama en estadio temprano
y en tratamiento integral con intencién curativa,
sometidas a reconstruccion mamaria inmediata
o diferida como parte de las intervenciones rea-
lizadas. Los estudios debian estar disponibles en
texto completo impreso o en formato electrénico en
inglés, portugués, francés o espafiol, y haber sido
publicados entre el 2000 y el 2014.
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Se incluyeron ensayos clinicos controlados (con
evaluacion econdémica o sin ella), estudios de
cohortes (con evaluacién econdmica o sin ella),
estudios de costos, estudios de costo-efectividad,
estudios de costo-utilidad y estudios descriptivos
de la calidad de vida. Se excluyeron los reportes
de caso y las cartas al editor.

La basqueda de la literatura se ajustd a los
estandares de calidad establecidos por la Cola-
boracion Cochrane (41) en las bases de datos
de Medline (plataforma Pubmed), Cochrane Data-
base of Systematic Reviews - CDSR (plataforma
Wiley), Database of Abstracts of Reviews of Effects
- DARE (plataforma Wiley), LILACS (Biblioteca
Virtual en Salud — BVS (plataforma Ovid) y Cost-
Effectiveness Analysis Registry (CEA Registry),
Tufts Medical Center.

En las bases de datos de Medline, CDSR y DARE
se usaron los términos MeSH breast, breast
cancer, immediate breast reconstruction, delayed
breast reconstruction, TRAM flap, latissimus dorsi
flap, costs, cost-effectiveness, cost-utility, utility,
complication y quality of life. En la base de datos
de BIREME-LILACS, Biblioteca Virtual en Salud,
se usaron los términos MeSH anotados y los
siguientes Descriptores en Ciencias de la Salud
(DeCS): cancer, cancer de seno, reconstruccion
mamaria, costos, costo-utilidad, costo-efectividad,
TRAM, dorsal ancho, calidad de vida; asimismo,
se hicieron busquedas por autores. En todos los
casos se hicieron las busquedas combinando
los términos con los operadores booleanos and/
or e y/o. La busqueda se restringio a estudios en
humanos publicados en espafiol, portugués, inglés
y francés. Para la busqueda en la base de datos
del CEA Registry, se usaron los términos breast
reconstruction, breast cancer y cost-utility (42).

Se empled la metodologia de bola de nieve con
los términos MeSH y DeCS generales, segun las
instrucciones de cada plataforma. A continuacion,
se hizo una busqueda mas especifica con una
mezcla de términos MeSH y DeCS mas delimi-
tados. A partir de los articulos hallados, se ajustd
la busqueda en las plataformas por terminologia,
autores o centros de estudio, y se hizo una
busqueda manual en las referencias. Por Gltimo,
se hizo una buasqueda especifica de temas y
términos faltantes, orientada principalmente a la
construccion del modelo matematico (cuadro 1).

Las referencias encontradas se almacenaron y se
manejaron con el programa para referenciacion
bibliografica Mendeley™. El nivel de la evidencia

Costo-utilidad de la reconstruccién inmediata Vs. la diferida en carcinoma de seno

encontrada se evalud mediante la herramienta
del Centre for Evidence-Based Medicine de
Oxford (43). Para cada articulo incluido se anoto,
ademas, el grado de recomendacion asociado
segun las indicaciones del grupo GRADE (Grading
of Recommendations Assessment, Development
and Evaluation) (44). Para calificar los articulos de
costo-efectividad y costo-utilidad, se usé la lista
de chequeo del Consolidated Health Economic
Evaluation Reporting Standards (CHEERS) state-
ment (45) y, para los articulos incluidos en la base
de datos del CEA Registry, se tuvo en cuenta la
calificacién de calidad usada por ellos.

Estudio de costo-efectividad

Se hizo un estudio de costo-efectividad o utili-
dad desde la perspectiva del sistema de salud
colombiano, comparando la reconstrucion mamaria
diferida con la inmediata, como opcion quirdrgica
posterior al tratamiento del cancer de mama en
estadio temprano.

Para evaluar el nivel de costo-efectividad o utilidad,
se construy6é un modelo de arbol de decisiones del
tratamiento integral de cancer temprano de mama
con intencion curativa (quimioterapia, radioterapia,
cirugia oncoldgica, cirugia reconstructiva inmediata
o diferida, terapia hormonal).

Teniendo en cuenta que el objetivo de hacer la
reconstruccion mamaria inmediata es mejorar la
calidad de vida de las pacientes desde el primer
afio de tratamiento, se utilizé un plazo previsto de
un afio en el que se registraron los costos y los
eventos de interés relacionados con la calidad de
vida, en este caso, la aparicion de complicacio-
nes (46,47) (cuadro 2). Este modelo contempla
las probabilidades relacionadas con cada evento
registrado y los costos asociados.

Como medida de costo-efectividad, se usaron los
AVAC asociados con cada tipo de reconstruccion
(temprana o tardia) y la razén de costo-efectividad
o utilidad incremental. Dichas medidas se aso-
ciaron con la aparicion de las complicaciones pos-
operatorias consideradas como indicadores de la
calidad de vida (cuadro 2).

Las probabilidades de la reconstruccion con una u
otra técnica quirdrgica, se tomaron de datos locales
(Clinica de Seno, Hospital Universitario San Ignacio-
Centro Javeriano de Oncologia, HUSI-CJO). Las
probabilidades de presentar complicaciones rela-
cionadas con cualquiera de los procedimientos,
de presentar complicaciones mayores 0 menores,
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Cuadro 1. Estrategia de busqueda en las bases de datos

Medline (plataforma Pubmed)

-cancer AND breast

(“neoplasms”[MeSH Terms] OR “neoplasms”[All Fields] OR “cancer”[All Fields]) AND (“breast’[MeSH Terms] OR “breast’[All Fields]): 357776
-cancer[ti] AND breast[ti]: 151611

-breast cancer[ti] AND (immediate [All Fields] AND (“mammaplasty’[MeSH Terms] OR “mammaplasty’[All Fields] OR (“breast’[All Fields] AND
“reconstruction”[All Fields]) OR “breast reconstruction”[All Fields])): 425

-breast cancer[ti] AND immediate breast reconstruction(ti]: 80

-breast cancer[ti] AND delayed breast reconstruction[ti]: 8

-breast cancer[ti] AND costs[ti]: 178

-breast cancer[ti] AND cost-effectivenessiti]: 341

-breast cancerf[ti] AND cost-utility[ti]: 45

-breast cancer[ti] AND immediate breast reconstruction[ti] AND complication[ti]: O

-breast cancer [ti] AND immediate reconstruction [ti] AND complication [ti]: O

-breast cancer[ti] AND delayed breast reconstruction[ti] AND complication([ti]: 0

-breast cancer[ti] AND delayed reconstruction[ti] AND complication[ti]: 0

-delayed breast reconstruction [ti] AND quality of life [ti]: 3

-immediate breast reconstruction [ti] AND quality of life [ti]: 14

-immediate breast reconstruction [ti] AND latissimus dorsi flap [ti]: 15

-delayed breast reconstruction [ti] AND latissimus dorsi flap [ti]: 6

Cochrane Database of Systematic Reviews - CDSR (plataforma Wiley)
http://www.cochranelibrary.com/cochrane-database-of-systematic-reviews/index.html
Breast cancer: 76

Protocolos: 27

Revisiones sistematicas: 49

Resultado: Se revisan Abstracts y se incluye una revision sistematica.

N: 1

Breast reconstruction: 5

Protocolos: 5

Revisiones sistematicas: 0

Resultado: No se incluye ninguno.

N: 0

Cochrane Database of Systematic Reviews - CDSR (plataforma OVID)
http://www.cochranelibrary.com/cochrane-database-of-systematic-reviews/index.html
Breast reconstruction: 1

Protocolos: 0.

Revisiones sistematicas: 1.

Resultado: No se incluye ninguno

N: 0

Database of Abstracts of Reviews of Effects - DARE (plataforma Wiley)
Breast: 22

Titulos revisados: 22

Texto completo revisados: 2.

Resultado: Se revisan los textos completos y se incluyen los pertinentes.

N: 2

LILACS (Biblioteca Virtual en Salud — BVS (plataforma Ovid)

- DeCS

*(ti:(reconstruccion mamaria))

*(ti:(reconstruccion mamaria)) AND (ti:(costos))

*(ti:(reconstruccion mamaria )) AND (tw:(costo-utilidad))

*(ti:(reconstruccion mamaria)) AND (ti:(costo-efectividad))

*tw: ((tw:(reconstruccion mamaria)) AND (tw:(costos))) AND (instance:"regional”)

*(ti:(cancer de seno)) AND (ti:(reconstruccién mamaria))

*(ti:(reconstruccion mamaria)) AND (tw:(calidad de vida)) AND (instance:"regional”)
*(ti:(reconstruccion mamaria)) AND (ti:(colgajo)) AND (tw:(cancer de seno)) AND (instance:"regional”). Desde 2000-2014 Jun
*(ti:(reconstruccion mamaria)) AND (ti:(colgajo TRAM))

*(ti:(reconstruccion mamaria)) AND (ti:(dorsal ancho))

- MeSH terms

*(ti:(breast cancer)) AND (ti:(cost-effectiveness)) AND (ti:(tram flap))) AND (instance:"regional”)
*(ti:(breast cancer)) AND (ti:(cost-effectiveness)) AND (tw:(reconstruction)) AND (instance:"regional”)
*(ti:(breast reconstruction)) AND (tw:(cost-effectiveness)) AND (instance:"regional”)

Cost-Effectiveness Analysis Registry (CEA Registry) - Tufts Medical Center
Breast reconstruction: 4

Duplicados: 1

Retirados tras revisar resumen: 1

Retirados tras revisar texto completo: 0

Resultado: Se revisan texto completo y se incluyen.

N: 2

Se anotan los términos usados en la primera busqueda en cada base de datos; a partir de alli, se derivan otras busquedas detalladas, pero no
anotadas. Los detalles sobre la tamizacion de los articulos aparecen en el diagrama general PRISMA (para los diagramas PRISMA de cada busqueda,
contactar a los autores).
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Cuadro 2. Complicaciones definitivas consideradas para construir
el modelo (estados de salud)

Menores o leves (de menor a mayor gravedad)

Hematoma

Seroma

Linfedema

Necrosis parcial de la herida de seno o abdomen

Mayores o graves (de menor a mayor gravedad)

Hernia ventral

Dehiscencia de la herida de seno o abdomen
Contraccion del seno o de la capsula de la protesis
Infeccion de la herida de seno o abdomen
Extrusion de protesis

Neutropenia febril

Necrosis total del colgajo mamario

La ausencia de complicaciones también fue incluida como un estado de
salud (ver el arbol de decisiones en la figura 2).

y cada una de las complicaciones finales estable-
cidas como relevantes, se tomaron de la literatura
médica (cuadro 3).

Se hizo un analisis desde la perspectiva del tercero
pagador, en este caso el Sistema General de
Seguridad Social en Salud (SGSSS) de Colombia,
y se utilizaron los costos del sistema de salud
ajustados al modelo de facturacion del HUSI-CJO
de los casos de las 48 mujeres intervenidas entre
2013y 2014 quienes, ademas, fueron contactadas
con el fin de recabar informacién para la elabora-
cion del modelo (figura 1).

En cuanto a los costos, para la estimacion del
caso base, es decir, el procedimiento oncolégico
integral exceptuando la reconstruccion mamaria,
se incluyeron los costos de las citas y las juntas
médicas, de la quimioterapia neoadyuvante y
adyuvante, la radioterapia, la terapia hormonal,
y las intervenciones quirdrgicas oncolégicas y
reconstructivas, segun el cédigo de la Clasifica-
cién Unica de Procedimientos en Salud (CUPS)
del manual tarifario del ISS 2001 (54) (cuadro 4).

En la estimacién de los costos de los estados
de salud o complicaciones con un cddigo de
CUPS especifico, se tuvo en cuenta el costo del
tratamiento de cada uno (cuadro 5).

Tanto los costos del caso base como los de los
estados de salud, se ajustaron con un 30 % adicio-
nal al elaborar el modelo, segun la recomendacion
del IETS (40). Para los analisis de sensibilidad,
se usaron las tarifas del manual tarifario del
ISS 2001 mas un 25 % y un 48 % adicionales
en pesos colombianos (COP) de 2014 (1 USD=
COP$ 2.000,3) (cuadros 4 y 5). Los costos de los
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medicamentos incluidos fueron los manejados por
el HUSI-CJO, los cuales son el resultado del ajuste
de la tarifa del Sistema de Informacion de Precios
de Medicamentos (Sismed) (55) a los de la insti-
tucion y a los datos de los proveedores especifi-
cos de algunos insumos. El origen de los datos de
los costos fue el mismo para los procedimientos
oncolégicos mayores y para las complicaciones.

Para la estimacion de costos del caso base y
las complicaciones, se parti6 de los siguientes
supuestos: las mujeres incluidas tenian un cancer
de mama en estadio temprano (maximo IlIA), y
todas recibieron tratamiento integral, incluidas
quimioterapia, radioterapia, cirugia oncoldgica
y reconstructiva, y terapia hormonal. Se asumio
gue el costo de la complicacion era igual en
ambos tipos de intervencion quirdrgica. Cuando
se requirié tratamiento ambulatorio, el costo se
calculd méximo para tres semanas; en casos de
tratamiento quirdrgico, se calculé un tiempo de
hospitalizacion promedio de tres dias; en casos
de tratamiento quirdrgico por una complicacion,
el procedimiento quirdrgico resultante se facturd
al 100 %; en casos de infeccidn, se facturaron los
medicamentos contemplados en el protocolo de
manejo del HUSI-CJO.

En el supuesto de contraccion de la protesis
mamaria, se considerd que en todas las pacientes
se cambiaba la prétesis por la de costo medio
ofrecida por el prestador de servicios, al igual
gue en los casos de hernia ventral, en los que se
consider6 que en todos se colocaba una malla de
Prolene™ (no se presentan los datos).

Cuando se presentaba pérdida total del colgajo,
se consideré que la segunda reconstruccion se
hacia con un colgajo pediculado del musculo
recto abdominal transverso (Transverse Rectus
Abominis Myocutaneous) (TRAM-2), o con uno
pediculado del dorsal ancho (Latissimus Dorsi
Musculocutaneous) mas una proétesis (DA-2);
segun ponderacion de la casuistica del HUSI-CJO
entre el 2013 y el 2014, cerca de 60 % del primero
y de 40 % del segundo.

Los costos de las complicaciones, cuya presenta-
cién se considero un estado de salud, se estimaron
de igual forma, tanto si se presentaban tras la
reconstruccion inmediata o tras la tardia, pues su
aparicién se registra con respecto al procedimiento
mas cercano, es decir, la reconstruccion mamaria,
y no tras la mastectomia (cuadro 5). El costo de
cada estado de salud se ponder6 por su duracion
en fracciones de un afo (un mes=1/12 de afio).
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Cuadro 3. Probabilidades estimadas en el modelo para las complicaciones* de la reconstrucciéon inmediata y diferida

Evento clinico Situacion basal Rango del analisis Referencia
(media)** de sensibilidad**
Reconstruccién inmediata
Reconstruccion inmediata con TRAM 0,600 0,550 0,650 HUSI-CJO
Reconstruccion inmediata con DA mas prétesis 0,400 0,350 0,450 HUSI-CJO
Ausencia de complicaciones 0,546 0,500 0,592 (48)
Complicaciones 0,454 0,408 0,500 (48,49)
Complicaciones mayores 0,276 0,236 0,315 (49)
Complicaciones menores 0,724 0,684 0,764 Calculado por el autor
Dehiscencia de la herida de seno o abdomen 0,069 0,048 0,089 (48,49)
Infeccion de la herida de seno o abdomen 0,126 0,109 0,142 (4,48)
Contraccioén del seno o de la capsula de protesis 0,494 0,368 0,620 (48)
Extrusion de la prétesis 0,031 0,026 0,035 (48)
Necrosis total del colgajo 0,052 0,032 0,070 (4,48)
Hernia ventral 0,123 0,114 0,132 (50)
Neutropenia febril 0,105 0,055 0,153 (51)
Seroma 0,079 0,076 0,082 (48)
Hematoma 0,125 0,111 0,137 (48)
Necrosis parcial del colgajo 0,428 0,384 0,470 (48,50)
Linfedema 0,368 0,336 0,400 (52)
Reconstruccién diferida

Reconstruccion diferida con TRAM 0,600 0,550 0,650 HUSI-CJO
Reconstruccién diferida con DA mas prétesis 0,400 0,350 0,450 HUSI-CJO
Ausencia de complicaciones 0,623 0,583 0,663 (48)
Complicaciones 0,376 0,366 0,416 (48)
Complicaciones mayores 0,320 0,280 0,359 (48)
Complicaciones menores 0,680 0,640 0,720 (48)
Dehiscencia de la herida de seno o abdomen 0,085 0,064 0,106 (48)
Infeccién de la herida de seno o abdomen 0,057 0,040 0,073 (48)
Contraccion del seno o de la capsula de la prétesis 0,403 0,277 0,529 (48)
Extrusion de la prétesis 0,041 0,037 0,046 (48)
Necrosis total del colgajo 0,107 0,087 0,125 (48)
Hernia ventral 0,165 0,156 0,173 (48)
Neutropenia febril 0,140 0,091 0,189 (51)
Seroma 0,029 0,026 0,031 (48)
Hematoma 0,143 0,130 0,156 (48)
Necrosis parcial del colgajo 0,474 0,431 0,517 (48)
Linfedema 0,353 0,321 0,385 (53)

HUSI-CJO: Hospital Universitario San Ignacio — Centro Javeriano de Oncologia; TRAM: Transverse Rectus Abdominis Myocutaneous; DA: dorsal ancho
*La probabilidad media de someter a una paciente a reconstruccion inmediata o diferida fue la calculada para las pacientes registrados en la base de

datos del HUSI-CJO: 0,798 (0,758-0,838) y 0,202 (0,162-0,242), respectivamente.

**Los datos de probabilidad media y los limites inferior y superior, se obtuvieron de la literatura y se ajustaron segun la frecuencia de presentacion
de las complicaciones o estados de salud. Se usaron la maxima variacién y la variacién promedio para hacer el calculo de esos limites cuando no se

hallaron datos en la literatura consultada.

Por ultimo, el costo de cada estado de salud ano-
tado e introducido en el modelo, correspondio
a la suma de los costos del tratamiento integral
oncoldgico registrado, del procedimiento recons-
tructivo (teniendo en cuenta su temporalidad), y de
la complicacion correspondiente.

El producto interno bruto (PIB) per cpita de Colom-
bia en el 2014, se estableci6 como el umbral de
aceptabilidad de los costos, y se tomé del reporte
del Banco de la Republica para ese afio: COP$
15'558.115 (USD$ 8.031). La comparacién se hizo
conunoy tres PIB (COP$ 46'674.345, USD$ 24.093).
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Para el andlisis de los costos se usaron distribu-
ciones gamma, excepto para el de la hernia ventral,
en el que se uso una distribucién normal logarit-
mica (56), ya que la distribucibn gamma estaba
sesgada por valores extremos, como los de las
mallas especiales para eventrorrafia, por lo que se
decidi6é hacer la transformacion con el fin de tener
una distribucién similar a la de los otros parametros.

Las utilidades se obtuvieron de forma hibrida:
pacientes, literatura médica e imputacion de datos.
Las utilidades obtenidas de las pacientes se levan-
taron con la muestra de quienes se sometieron
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48 historias revisadas
Base de datos CJO
2013-2014
Elegibilidad

Una paciente excluida
(mastectomias profilacticas)

47 pacientes
para contactar

Y

¢ Y.

14 pacientes fuera de Bogota
Contacto telefénico

28 pacientes de Bogota
Contacto telefénico

5 pacientes de Bogota
No se pudo hacer contacto

v

No candidatas 12 pacientes

16 pacientes no No candidatas
aceptaron participar

aceptaron participar
R1: 5 confirmaron R2: 3 confirmaron ;
2 asistieron 3 asistieron

v

I
1 entrevista 1 entrevista
en el domicilio por internet

of

al 8 pacientes respondieron el EQ-5D <

le

Figura 1. Flujograma del proceso de contacto y entrevista de las pacientes

Cuadro 4. Costos del caso base

Procedimiento Costo*

Costo* Costo* Costo*

ISS 2001 (COP$) 1SS+30 % (COP$) ISS+25 % (COP$) [SS+48 % (COP$)

Consulta especial por primera vez 12.510
Consulta especial de control 25.020
Consulta especial de junta médica 5.935
PQAR (procedimiento) 247.455
PQARDC 126.036
MQ (procedimiento) 95.730
MQP 4.072.632
Teleterapia conformacional en 3D 3.077.333
Radioterapia de intensidad modulada 6.417.207
Acelerador lineal de tipo 1, grupo 4 2.614.415
Dia de habitacién compartida con tres camas 79.290
MRM unilateral 549.010
Colgajo de piel compuesto de 5 a 10 cm? 579.910
Total 17.897.483

16.263 15.637 18.514
32.526 31.275 37.029
7.715 7.418 8.783
321.691 309.318 366.233
163.846 157.545 186.533
124.449 119.662 141.680
5.294.421 5.090.790 6.027.495
4.000.532 3.846.666 4.554.452
8.342.369 8.021508 9.497.466
3.398.739 3.268.018 3.869.334
103.077 99.112 117.349
713.713 686.262 812.534
747.383 718.637 850.866
23.266.727 22.371.853 26.488.274

*Costos en COP de 2014 (1 USD=2.000: 3 COP); PQAR: poliquimioterapia de alto riesgo; PARDC: poliquimioterapia de alto riesgo con doxorrubicina/
ciclofosfamida; MQ: monoquimioterapia; MQP: monoquimioterapia con paclitaxel; MRM: mastectomia radical modificada; ISS: Instituto de Seguros

Sociales (Para mayores detalles, consultar a los autores)

a reconstruccion mamaria. Las obtenidas de la
literatura, se detectaron durante la busqueda de
la bibliografia anotada y con la basqueda secun-
daria en las referencias de los articulos revisados.
Para los estados de salud “extrusién de prétesis”
y “dehiscencia de la herida de seno o abdomen”, no
se encontraron valores de utilidades con ninguna
de las estrategias mencionadas, pero dado que
la jerarquizacidon hecha por los médicos expertos
y las pacientes fue concordante entre si y con
la literatura, excepto en los casos mencionados,
se decidié hacer la imputacién de esos datos
(cuadro 6).

Se trabaj6 sobre el supuesto de que las utilidades
relacionadas con cada complicacién eran simi-
lares en ambos tipos de reconstruccion, segun
lo reportado por Ko, et al. (59), quienes encon-
traron una evolucién similar de la percepcion de
satisfaccién para ambos tipos de reconstruccién en
el corto plazo, es decir, entre el primer y el tercer
afio después de la cirugia y el tratamiento integral.

Caracteristicas especificas del modelo

Se planteé un modelo de arbol de decisiones
(figura 2), que incluy6 en cada rama el costo del
caso base (cuadro 4), el costo de la complicacion o
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el estado de salud (cuadro 5), la probabilidad de su
aparicion (cuadro 3) y su utilidad asociada (cuadro
6), lo cual dio como resultado los AVAC asociados
con cada tipo de reconstruccion.

Los supuestos del modelo de decisién fueron los
siguientes: 1) solo se consideraron dos técnicas
quirdrgicas de reconstruccion mamaria: colgajo
pediculado TRAM y colgajo pediculado de dorsal

Cuadro 5. Costos estimados de los estados de salud

Biomédica 2018;38:363-78

ancho con protesis mamaria (DA-PM); la probabi-
lidad calculada fue de 60 % de TRAM y de 40 % de
DA-PM, seguln la casuistica del HUSI-CJO; 2) las
probabilidades de presentacion de complicaciones
0 estados de salud variaban segun se tratara de
la reconstruccion inmediata o de la diferida (cua-
dro 3); 3) los costos del procedimiento oncolégico
y la reconstruccion diferian seglin se tratara de

Estado de salud

Costo* ISS+30%

Costo* ISS+25% Costo* ISS+48%

(COP$) (COPS$) (COP$)
Necrosis total de colgajo_ TRAM_2t 3'314.060 3'186.596 3'772.930.70
Necrosis total del colgajo_DA mas prétesis_21 3'844.953 3'697.070 4'377.331.25
Neutropenia febril 21'569.219 20'739.633 24'555.726
Extrusion de la prétesist 2'971.449 2'857.162 3'338.880
Necrosis parcial del colgajo 344.474 331.225 392.170
Infeccion de la herida seno o abdomen 1'417156 1’362 650 1'613.377
Contraccion del seno o la capsula de la prétesist 2'971.449 2'857.162 3'338.880
Dehiscencia de la herida de seno o abdomen 382.941 368.212 435.963
Hernia ventral 699.946 865.550 1'024.811
Linfedema 152.568 146.700 173.692
Seroma 295.685 284.312 336.626
Hematoma 208.656 200.631 237.547

*Costos en COP$, 2014 (1 USD=2.000,3 COPS$)

HUSI-CJO: Hospital Universitario San Ignacio — Centro Javeriano de Oncologia

ISS: Instituto de Seguros Sociales

T Datos ponderados segtn la casuistica del HUSI-CJO. Se anotaron TRAM_2 y DA mas prétesis_2 porque la presentacion de esa complicacion

requiere un segundo procedimiento del mismo tipo.

+ Se anot6 como un solo procedimiento, al encontrarlo reportado de esa forma en la literatura; sin embargo, el costo del manejo de cada uno
(contraccion de neoseno o de capsula de prétesis mamaria), es diferente. Se decidi6 con los expertos introducir el dato del costo del manejo de la
contraccion de la capsula de la prétesis mamaria que resultara ser igual al del manejo de su extrusion.

Cuadro 6. Utilidades asociadas a los estados de salud o complicaciones

Estado de salud Utilidad Limite inferior Limite superior Referencia
media de utilidad de utilidad
Reconstruccién diferida* 0,63 0,53 0,72 4)
Sin complicacién con TRAM 0,83 0,70 0,95 4)
Sin complicacién con DA mas protesis 0,74 0,62 0,85 (4)*
Necrosis total del colgajo 0,44 0,39 0,49 (18)
Neutropenia febril 0,47 0,42 0,52 (57)
Extrusién de prétesist 0,51t 0,461 0,561 Célculo segun t%
Necrosis parcial del colgajo§ 0,588 0,53 0,63 (4)*; calculado por los autores
Infeccién de la herida de seno o abdomen 0,57 0,52 0,62 Calculado por los autores
Contraccién del seno o de la capsula de la prétesis 0,57 0,52 0,62 Calculado por los autores
Dehiscencia de la herida de seno o abdoment 0,61t 0,561 0,661 Calculo segun t%
Hernia ventral 0,66 0,61 0,71 (18)
Linfedema 0,75 0,70 0,80 (58)
Seroma 0,77 0,72 0,82 a7)
Hematoma 0,79 0,74 0,84 (18)

Las utilidades a partir de la “necrosis total del colgajo” estan registradas de méas grave a menos grave, segun la jerarquizacion dada por las pacientes

y los médicos expertos, y la encontrada en la literatura.

*Se obtuvieron también datos del estudio de Chie, et al. (52), y del estudio de Ko, et al. (59), pero se tom6 el de Grover, et al. (4), por tener datos

mas completos.

1 Para el calculo de las utilidades de “extrusion de la prétesis” y “dehiscencia de la herida del seno o abdomen”, ver el texto.

I Para el calculo de los limites inferior y superior, se tomo la utilidad media calculada en +0,05.

§ Para este estado de salud se obtuvieron dos datos puntuales de utilidades, uno de una paciente del HUSI-CJO, de 0,46, y otro de la serie de Thoma,
etal. (18), de 0,71. Se decidi6 obtener el valor medio al sumar la diferencia entre los valores de utilidad hallados al valor dado por la paciente y calcular

los intervalos con la férmula de la utilidad media calculada en +0,05.
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una reconstruccion inmediata o una diferida, pero
los costos de las complicaciones eran similares
(46,47) (cuadro 5), y 4) las utilidades levantadas,
detectadas e imputadas, se aplicaron por igual en
el brazo de reconstruccion inmediata y en el de la
tardia (cuadro 5).

Valoracion de la incertidumbre

Se valoré la incertidumbre para cada uno de los
parametros numéricos incluidos en el modelo (cos-
tos, probabilidades y utilidades), teniendo en cuenta
los valores medios y los valores superiores e infe-
riores de esta media encontrados en la bibliogra-
fia, lo que permitié proponer rangos de datos para
analizar la sensibilidad. Cuando no se encontraron
datos, estos se calcularon teniendo en cuenta la
propuesta de Skedgel, et al., de aplicar una des-
viacién estandar de 0,05 a los datos hallados (57).

Se hizo un analisis deterministico univariado para
evaluar la incertidumbre, es decir, para determinar
el cambio de los valores esperados de la razén
de costo-efectividad incremental o la de utilidad
incremental.

No complicaciones

Reconstruccion
inmediata
(Autéloga/prétesis)

Complicaciones

Cx_reconstructiva

Reconstruccion
diferida
(Autologa/prétesis)

Figura 2. Arbol de decisiones

Costo-utilidad de la reconstruccién inmediata Vs. la diferida en carcinoma de seno

Se hizo un analisis multivariado para determinar si
la efectividad y los AVAC eran diferentes en cada
una de las opciones quirdrgicas (reconstruccion
inmediata o diferida), y para evaluar las diferencias
entre los costos.

Para la organizacién de los datos del modelo y
el analisis estadistico, ademas de la elaboracion
del modelo de decision y de las gréficas y figuras
de los resultados, se usd el programa TreeAge,
version 2014 (60).

Resultados

La revisibn de la literatura cientifica permitio
detectar inicialmente 292 articulos que, por su
titulo, podian aportar datos para la elaboracion
del modelo de andlisis. De estos, se descartaron
250 por estar repetidos o porque se consideraron
irrelevantes al revisar el titulo o los resimenes.
De los 42 articulos cuyo texto completo se reviso,
se excluyeron 14 y quedaron 28, de los cuales se
extrajeron los datos. Se revisaron las referencias
de los articulos seleccionados en busca de otros
de los mismos autores o de temas similares, con

D_Hx_Seno_Abd_G:
dehiscencia herida de seno/abdomen

Inf_Hx_Seno_Abd_G:
infeccién herida seno/abdomen

<]
Cont_Seno_Cap_Prot:
contraccion seno capsula/protesis 4
Complicaciones
mayores* Ext_Prétesis: extrusion protesis
| p 1
N_Total_Seno: necrosis total seno 4
H_Ventral: hernia ventral
<]
N_Febril: neutropenia febril 4
Seroma_Seno_Ab
<]
Complicaciones Hematoma_Seno_Ab 4
menores** .
N_Parcial_Seno_Abd:
necrosis parcial seno/abdomen <
Linfedema
<]

Nota: en este modelo simplificado, la rama de reconstruccion diferida (autologa/protesis) tiene un arbol idéntico al que se presenta

para la reconstruccion inmediata (autéloga/protesis).
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lo cual se localizaron y obtuvieron 40 articulos
adicionales. Por ultimo, para detectar datos pun-
tuales sobre las probabilidades o utilidades que no
lograron extraerse de la mencionada busqueda o
del trabajo con la cohorte de pacientes, se hicieron
busquedas dirigidas y se adicionaron otros 11
articulos (figura 3).

Los costos obtenidos de las facturas permitieron
construir un caso base, tanto para los procedi-
mientos principales como para el manejo de las
complicaciones. El costo directo esperado de la
reconstruccion mamaria diferida fue de COP$
26'459.557 y, el de la reconstruccidon inmediata,
de COP$ 26'710.605. En el plazo propuesto de
un afio, el costo incremental de la reconstruccion
diferida fue de COP$ 251.049, lo que supuso que
la reconstruccion diferida resulté menos costosa
en el primer afo, incluso teniendo en cuenta las
potenciales complicaciones.

Comparada con la reconstruccién mamaria dife-
rida, la reconstrucion inmediata gener6 0,12 AVAC

Biomédica 2018;38:363-78

adicionales (0,75 Vs. 0,63) (cuadro 7). Aunque la
estrategia de la reconstruccion inmediata fue mas
costosa, el costo por AVAC fue menor con esta (0,12
de utilidad incremental) (cuadro 7). Al comparar
el costo-efectividad de las dos estrategias, se
encontrd que, incluso con las diferencias en costos
y en AVAC, ambas se ubicaron en el cuadrante
superior derecho del plano de costo-efectividad
(figura 4).

En cuanto a la solidez del modelo, en el andlisis
de sensibilidad univariado (diagrama de tornado),
en el que se incluyeron todos los parametros
del modelo para detectar los que variaban mas
alrededor del valor esperado de la razén de costo-
efectividad incremental o de utilidad incremental,
se evidencié que aquellos de mayor variabili-
dad correspondieron a las probabilidades de las
pacientes de ser sometidas a uno u otro tipo de
reconstruccion mamaria (inmediata o diferida) y a
la utilidad de ser sometidas a una reconstruccién
diferida (no se muestran los datos).

l | Términos de busqueda* | l
‘ Medline ‘ ‘ BIREME-Lilacs ‘ ‘ Registro CEA - Tufts ‘

|

v

}

| N: 143 articulos | |

N: 95 articulos | |

|

N: 4 articulos |

! ’

!

: h Duplicados: 3 ( B
Duplicados: 15 . p o .
. P : . Titulo no pertinente: 63 Duplicados: 1
Titulo no pertinente: 65 . . o

S No se obtiene texto completo: 7 R1 al final: 3

R1 al final: 63 -
J R1 al final: 14 )
v 7 v

Resumen no pertinente: 46
Resumen pertinente: 17
R2 al final: 17

Resumen no pertinente: 0
Resumen pertinente: 22
R2 al final: 22

Resumen no pertinente: 1
Resumen pertinente: 2
R2 al final: 2

|

|

!

Texto completo no pertinente: 6 (

R3 al final:11

Texto completo no pertinente: 8
\ R3 al final: 15

Texto completo no pertinente:
R3 al final: 2

)

!

Medline
11 articulos escogidos**

Busqueda manual
en escogidos: 40**

!

BIREME-Lilacs
15 articulos escogidos**

Busqueda manual
en escogidos: 0**

’ v
Registro CEA
2 articulos escogidos**

Busqueda manual
en escogidos: 0**

L Total articulos**: 79

+ Busquedas especificas: 11*%

Figura 3. Diagrama de items PRISMA (Preferred Reporting Iltems for Systematic Reviews and Meta-analysis) usados en la
busqueda de literatura (61). De las bases de datos de Cochrane, DARE y HTA, se obtuvo Unicamente una revisién de la literatura;
el resto fueron resimenes que no estaban asociados con articulos disponibles en texto completo (no se presentan los datos).
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Cuadro 7. Andlisis de costo-utilidad

Costo-utilidad de la reconstruccién inmediata Vs. la diferida en carcinoma de seno

Estrategia Costo (COP) Costo Efectividad Efectividad Costo- Costo-efectividad
incremental (AVAC) incremental efectividad incremental y costo-
(COP) (diferenciaen AVAC) (C/AVAC) utilidad incremental
Reconstruccidn diferida $26'459.557 - 0,63 - $41'393.477 -
Reconstruccion inmediata  $26'710.605  $251.049 0,75 0,12 $35'343.927 $2'154.675

AVAC: afios de vida ajustados por calidad

En el analisis de sensibilidad multivariado, se
evidencié que la variabilidad de los costos tenia
una tendencia similar en ambos tipos de recons-
truccion, en tanto que la variabilidad en términos
de AVAC fue minima en las simulaciones con los
datos de las alternativas (figura 5).

Las curvas de aceptabilidad se cruzaron en el valor
de COP$ 2'154.675, que es el punto en el que
la costo-efectividad se estimé como similar para
ambos procedimientos, y que estaba por debajo del
umbral de tres PIB sugerido por el IETS (figura 6).

Con este modelo analitico de arbol de decisiones,
se demostré que tanto la reconstruccion mamaria
inmediata como la diferida son costo-efectivas
para el sistema de salud colombiano. La estrategia
dominante en cuanto a costos fue la reconstruc-
cién diferida, con un costo de COP$ 26'459.557 y
una razoén de utilidad incremental final de COP$
2'154.675. Teniendo en cuenta los costos de los
procedimientos de reconstruccibn mamaria en
otros sistemas de salud, este resultado es favora-
ble, incluso si se presentan complicaciones.

Por otro lado, la estrategia dominante en térmi-
nos de AVAC fue la reconstrucciéon inmediata
(0,75 Vs. 0,63). Esto significa que, aunque cueste
mas que la reconstruccién diferida, las utilidades
relacionadas la favorecen y, dado que tanto en
costos como en la relacion costo-AVAC las dos
estrategias se encuentran dentro del umbral de
aceptabilidad, la recomendacién seria practicar la
reconstruccion inmediata.

Discusién

En mujeres con cancer de mama en estadios tem-
pranos sometidas a mastectomia radical modificada
y al posterior tratamiento integral, la reconstruccion
mamaria es cada vez mas frecuente (62,63). La
informacion disponible apunta a que, con los
tratamientos integrales actuales, no hay necesi-
dad de esperar meses, o incluso afios, para la
reconstruccion mamaria (64,65), y que las razones
para posponerla o no practicarla responderian
a los deseos de la paciente o a las limitaciones
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200.000
150.000
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-100.000
-150.000
-200.000

0,1000

Costo incremental

0,1100 0,1200
Efectividad incremental

0,1300

Figura 4. Costo-efectividad incremental de la reconstruccién
inmediata Vs. la diferida

29.200.000
28.800.000
28.400.000
28.000.000
27.600.000
27.200.000
26.800.000
26.400.000
26.000.000
25.600.000
25.200.000
24.800.000
24.400.000
24.000.000

Costos, $

0,62 0,64 066 068 0,70 0,72 0,74 0,76 0,78
Efectividad, AVAC

R_diferida (Autéloga/Protesis) 4 R_inmediata (Aut6loga/Protesis)

Figura 5. Andlisis multivariado de sensibilidad: costos Vs.
efectividad en afios de vida ajustados por calidad (AVAC)

econdmicas impuestas por los sistemas de salud.
Si bien en el presente modelo la reconstruccion
mamaria diferida resultd6 mas econdémica que la
inmediata por una diferencia pequefia, la efec-
tividad incremental fue mayor en el caso de
la reconstruccion inmediata en el contexto del
sistema de salud colombiano.

Dicho esto, hay varios puntos que deben tenerse
en cuenta a la luz del modelo de analisis escogido.
En mujeres con cancer de mama en estadio tem-
prano la reconstruccién mamaria mejora la calidad
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Interacciones costo-efectividad (%)

=
O
0 e

0 1000000 2000000 3000000 4000000 5000000
Disponibilidad a pagar
= Reconstruccion diferida (Aut6loga/prétesis)
-A- Reconstruccion inmediata (Autéloga/prétesis)

Figura 6. Curva de aceptabilidad: reconstruccion mamaria
inmediata Vs. diferida

de vida y no afecta la supervivencia libre de enfer-
medad (62-65), aunque no se encontraron estudios
de costo-utilidad entre los articulos consultados en
los que se compararan las preferencias asociadas
con la reconstruccion inmediata o diferida.

La diferencia de costos de la reconstruccion
mamaria inmediata y la diferida favorece a esta
ltima, aunque no por mucho, y en ambos casos
los costos esperados por procedimiento estuvieron
por debajo del umbral de aceptabilidad establecido
para los analisis econémicos hechos en Colombia,
correspondientes a tres PIB, en este caso del
2014, es decir, COP$ 46'674.345. Es este sentido,
y Unicamente en relacion con los costos, ambos
procedimientos pueden ser pagados por el sistema
de salud (COP$ 35'343.927 Vs. COP$ 41'393.477).
Ahora, en cuanto a la relacidon entre el costo y
los AVAC, este modelo favorece la reconstruc-
cion inmediata.

En cuanto a la razén de costo-efectividad incre-
mental o la de utilidad incremental, que en este
estudio fue de COP$ 2'154.675 por los AVAC
adicionales ganados, comparada con los umbrales
de aceptacion en el resto del mundo, que pueden
llegar a USD$ 100.000 o £ 30.000 (cerca de COP$
200'033.000 al cambio promedio de 2014), este
valor esta por debajo y casi al nivel del umbral
de aceptabilidad méas bajo propuesto por el grupo
de Laupacis en 1992, el cual es de USD$ 20.000
(COP$ 40'006.600 al cambio promedio de 2014).
Con relacion a los umbrales propuestos para
Colombia por el IETS (de uno y tres PIB per capita
a sugerencia de la OMS) para comparar estas dos
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razones, el obtenido con este modelo estuvo por
debajo de un PIB, por lo que se puede decir que
la intervencion de la reconstruccion inmediata es
costo-efectiva (40).

Se empled el plazo previsto de un afio usando
como referencia el estudio de Ko, et al., en el que
se menciona que, incluso hasta el tercer afio tras
la reconstruccion mamaria posterior a una mas-
tectomia, los resultados clinicos generales son
similares en las pacientes sometidas a reconstruc-
cion temprana o tardia con colgajos autélogos o
con prétesis (59). Sin embargo, cabe mencionar
gue las reconstrucciones que incluyen protesis
tienden a tener una mayor tasa de complicaciones
después de dos afios, las cuales se relacionan,
precisamente, con los implantes, por lo cual
resultarian mas costosas a largo plazo (4,19,66).
Teniendo en cuenta este dato, si se modifica el
plazo de tiempo, se podria tener un resultado
diferente de costo-efectividad, pero en ese caso
tal vez se tendrian que considerar complicacio-
nes diferentes a las contempladas en este estudio
(17,67,68).

Un punto importante que se debe tener en cuenta
en este analisis, es la inclusidon de pacientes en
el proceso de obtencion de utilidades. En general,
los expertos en economia de la salud y en la
evaluacién de nuevas tecnologias recomiendan
que las utilidades se obtengan directamente de
los pacientes, pues son estos quienes reciben el
servicio, la tecnologia o el medicamento que se
ofrece en el mercado como producto de dichos
andlisis. Sin embargo, también mencionan que
lograrlo es muy complicado (18).

En una situacion ideal, estas utilidades se deberian
obtener de los pacientes mediante cuestionarios
validados y diligenciados por ellos mismos, como el
HUI (Health Utility Index) (69), el SF-36 (Short Form-
36) (27,70) o el EQ-5D (European Quality of Life-5
Dimensions) (32,71-73), entre otros, y se requeriria
hacerlo con pacientes reales y diligenciarlos, ojala,
durante el desarrollo de un estudio prospectivo.
Sin embargo, lograr esa situacion ideal seria
muy laborioso, pues no solo se requeriria tener
el estudio prospectivo sino, ademas, contar con
pacientes en cada uno de los estados de salud
escogidos, de manera que el cuestionario del caso
se puntuara y posteriormente se transformara
en una utilidad (72), por no mencionar que esas
preferencias podrian cambiar en el tiempo de
evolucién de la condicién en estudio, incluso en un
mismo paciente (23,33,74-76).
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En este estudio se empled el EQ-5D-3L y se
obtuvieron tres utilidades, correspondientes a los
estados de salud “necrosis parcial del colgajo”,
“infeccion de la herida de seno o abdomen” y
“contraccién del seno o capsula de la proétesis
mamaria”, las cuales se incluyeron en el modelo
y resultaron ser diferentes a las reportadas por
los médicos expertos en otras series. Esto pone
en evidencia que la valoracion de los estados de
salud no solo se diferencia segun el instrumento
empleado para su medicién (70,71,77,78), sino,
segun la poblacién que responda los cuestionarios,
y més aln, segun el estado de la enfermedad, sal-
vedades aplicables en este caso al cancer pero,
seguramente, también a otras condiciones.

En otros paises, la intervencion quirirgica cada
vez mas comun es la reconstruccion mamaria
mediante la técnica del colgajo microvascular libre
(SIEA o DIEP) (17,67,79), lo que supone costos
de derechos de sala quirtrgica, de insumos y de
honorarios médicos que superan por mucho a
los contemplados en esta revision. Téngase en
cuenta que los procedimientos con colgajo libre se
facturan de forma diferente por sus necesidades
de tiempo, insumos y subespecialidad médica.
Esta revision no incluy6 esos procedimientos en el
modelo, dada su poca frecuencia en nuestro pais;
aunque, existiendo su posibilidad, la elaboracién
de un modelo que los incluya podria convertirse
en una necesidad.

Por otro lado, fue evidente que los AVAC fueron
sensibles a las complicaciones incluidas en el
modelo, pero en ninguno de los casos las opcio-
nes dejaron de tener una relacion costo-utilidad
adecuada, incluso con complicaciones de alto costo
como la neutropenia febril, lo que se compensa
con su baja probabilidad (51,80-83) y una utilidad
variable en los datos recolectados. La percepcion
de esta situacion pone en evidencia la importancia
de alimentar los modelos con la mayor cantidad
posible de datos de buena calidad provenientes de
la literatura, o de los medidos de forma mas pre-
cisa cuando provienen de cohortes de pacientes.

En Colombia, no se han hecho analisis similares
de estas intervenciones, por lo que, hasta donde
se sabe, este es el Unico estudio disponible sobre
la costo-utilidad de estos procedimientos con las
anotaciones hechas.

Se sugiere a los grupos multidisciplinarios que
estudian el tratamiento de pacientes con cancer
de seno, que se esfuercen por obtener datos mas
sélidos provenientes de cohortes prospectivas, 0

Costo-utilidad de la reconstruccién inmediata Vs. la diferida en carcinoma de seno

de experimentos clinicos en los que, ademas de
los datos sobre el diagnéstico y el tratamiento de
las pacientes, se recolecten los correspondientes
a los costos y la probabilidad de los eventos de
interés y las utilidades relacionadas, de manera
gue puedan servir a todos los grupos de estudio
dedicados a este tema o0 a temas similares.
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Introduccion. La cuantificacion de la inestabilidad cromosdémica es un parametro importante para
evaluar la genotoxicidad y la radiosensibilidad. Las técnicas convencionales requieren cultivos celulares
o laboriosos andlisis microscépicos de cromosomas o nucleos. La citometria de flujo en reticulocitos
ha surgido como una alternativa para los estudios in vivo, ya que reduce los tiempos de analisis e
incrementa hasta en 20 veces el nimero de células analizables.

Objetivos. Estandarizar los parametros de citometria de flujo requeridos para seleccionar y cuantificar
reticulocitos micronucleados (RET-MN) a partir de muestras de sangre periférica, y cuantificar
la frecuencia de esta subpoblacién anormal como medida de inestabilidad citogenética en sendas
poblaciones de voluntarios sanos (n=25) y pacientes (n=25) recién diagnosticados con gliomas de alto
grado antes de iniciar el tratamiento.

Materiales y métodos. Las células sanguineas se marcaron con anti-CD71-PE para reticulocitos, anti-
CD61-FITC para la exclusion de plaquetas y yoduro de propidio para detectar el ADN en reticulocitos.
La fraccién celular MN-RETCP"!* se seleccioné y se cuantificd con un citdmetro de flujo automatico.
Resultados. Se describi6 detalladamente la estandarizacion de los parametros citométricos, con
énfasis en la seleccion y la cuantificacion de la subpoblacion celular MN-RETCP"1*, Se establecieron
los niveles basales de MN-RETCP"** en la poblacion de control y en los pacientes se encontré un
incremento de 5,2 veces antes de iniciar el tratamiento (p<0,05).

Conclusién. Los resultados evidenciaron la utilidad de la citometria de flujo acoplada a la marcacion
de las células RET®"** como método eficiente para cuantificar la inestabilidad cromos6mica in vivo. Se
sugieren posibles razones del incremento de micronucleos en células RETP"'* de pacientes con gliomas.

Palabras clave: citometria de flujo; reticulocitos; inestabilidad cromosdmica; glioma; pruebas de
micronucleos.
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Flow cytometry in peripheral blood reticulocytes as a marker of chromosome instability in high-
grade glioma patients

Introduction: The quantification of chromosomal instability is an important parameter to assess
genotoxicity and radiosensitivity. Most conventional techniques require cell cultures or laborious
microscopic analyses of chromosomes or nuclei. However, a flow cytometry that selects the reticulocytes
has been developed as an alternative for in vivo studies, which expedites the analytical procedures and
increases up to 20 times the number of target cells to be analyzed.

Objectives: To standardize the flow cytometry parameters for selecting and quantifying the
micronucleated reticulocytes®®’'* (MN-RET) from freshly drawn peripheral blood and to quantify the
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frequency of this abnormal cell subpopulation as a measure of cytogenetic instability in populations of
healthy volunteers (n =25), and patients (n=25), recently diagnosed with high-grade gliomas before the
onset of treatment.

Materials and methods: Blood cells were methanol-fixed and labeled with anti-CD-71-PE for
reticulocytes, antiCD-61-FITC for platelet exclusion, and propidium iodide for DNA detection in
reticulocytes. The MN-RET®P"* cell fraction was selected and quantified with an automatic flow cytometer.
Results: The standardization of cytometry parameters was described in detail, emphasizing the selection
and quantification of the MN-RET®P7** cellular fraction. The micronuclei basal level was established in
healthy controls. In patients, a 5.2-fold increase before the onset of treatment was observed (p <0.05).
Conclusion: The data showed the usefulness of flow cytometry coupled with anti-CD-71-PE and anti-
CD-61-FITC labeling in circulating reticulocytes as an efficient and high resolution method to quantify
chromosome instability in vivo. Finally, possible reasons for the higher average of micronuclei in
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RETCP™* cells from untreated high-grade glioma patients were discussed.

Key words: Flow cytometry; reticulocytes; chromosome instability; glioma; micronucleus tests.
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La cuantificaciéon de la inestabilidad cromos6mica
€s un parametro importante para estimar la radio-
sensibilidad y evaluar la genotoxicidad relacio-
nada con la exposicion terapéutica, ocupacional,
ambiental o accidental. Los métodos convencio-
nales emplean la visualizacibn microscopica de
dafios cromosomicos o nucleares, sin precultivo
celular o con él, como es el caso del ensayo
clasico de alteraciones cromosémicas en linfoci-
tos en division, o el de micronucleos en linfocitos
binucleados (1-5). Su amplio uso y su validez son
incuestionables, pero demandan laboriosos analisis
visuales de, por lo menos, un centenar de mitosis
o dos mil células interfasicas por muestra, lo cual
dificulta la rapida obtencién de resultados. De ahi
gue la automatizacion o el empleo de la citometria
de flujo constituyan alternativas para acortar los
tiempos de andlisis (3,6,7), y aumentar el poder
estadistico, incrementando hasta en 20 veces el
namero de células analizables por muestra, como
se evidencia en el presente reporte.

Los eritroblastos son una poblacién celular mit6ti-
camente activa, precursora de eritropoyesis, con
nicho en la médula 6sea, cuyos nlcleos se expul-
san pocas horas después de la Ultima mitosis. De
alli se generan células enucleadas denominadas
eritrocitos inmaduros o reticulocitos. Estas células
recién producidas en la médula ésea fueron el
blanco de observacion para la prueba original in
vivo de micronlcleos en extendidos de médula
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Osea de ratones estandarizado por Schmid (8,9).
En humanos, los reticulocitos constituyen una
fraccidon minoritaria de los eritrocitos circulantes, lo
cual dificulta su empleo en esta prueba mediante
microscopia. La citometria de flujo, en cambio, faci-
lita su deteccion mediante la marcacion diferencial
de los reticulocitos con el anticuerpo anti-CD-71,
el cual detecta la transferrina, que es la proteina
encargada de transportar el hierro y es especifica
para esta poblacién. El tamafio de los reticulocitos
es similar al de las plaquetas, las cuales se pueden
diferenciar, filtrar y descartar, empleando anti-CD-61
y citometria de flujo (10).

Por el otro lado, la evaluaciéon de la genotoxici-
dad a nivel cromosémico en linfocitos de sangre
periférica, se ha hecho tradicionalmente en cultivos
celulares con presencia de un mitégeno, en tanto
gue el ensayo de micronlcleos basado en los
reticulocitos, no tiene este requisito; ademas, una
vez estandarizada la metodologia, las células
obtenidas no necesitan el precultivo y pueden pro-
cesarse de inmediato siguiendo procedimientos
minimos (3). Este es un método practico y expedito
para evaluar in vivo la inestabilidad cromosémica
constitutiva o del dafio gendémico inducido, en
personas expuestas a genotdxicos potenciales
por razones terapéuticas, ocupacionales, ambien-
tales o0 accidentales. Eventualmente, también se
podria utilizar para evaluar la radiosensibilidad en
pacientes que deban someterse a radioterapia.

El presente estudio se disefié con el fin de estan-
darizar y adaptar la metodologia propuesta por
Dertinger, et al. (11), para cuantificar microndcleos
en células RETCP"** mediante citometria de flujo
de tres canales, establecer el nimero basal de
reticulocitos micronucleados en una poblacion
de voluntarios sanos, y cuantificar la frecuencia in


mailto:mauricio.camargo@udea.edu.co

Biomédica 2018;38:379-87

vivo de microndcleos en sangre periférica, en una
poblacion de pacientes con gliomas de alto grado,
como forma de medir la inestabilidad citogenética
antes del tratamiento.

Materiales y métodos
Reactivos

Se emplearon metanol absoluto (Merck, USA,
I5680090), heparina sédica (Grand Pharma),
solucion de sales de Hank (HBSS-H1387), RNAsa
(R5000) y el yoduro de propidio (P4170) de Sigma
(St Louis, MO, USA), asi como los anticuerpos
humanos anti-CD71 (clon T56/14) y anti-CD61
(clon F11) de Invitrogen™ (Camarillo, CA, USA).

Poblacién de estudio

Se incluyeron 50 voluntarios en el estudio: 25
personas sanas que fueron reclutadas en la Uni-
versidad de Antioquia y 25 pacientes recién diag-
nosticados con glioma de alto grado en el Instituto
de Cancerologia de la Clinica Las Américas en un
lapso de 12 meses. A cada individuo se le tomd
una muestra de 4 ml de sangre venosa en un tubo
Vacutainer™ con heparina.

Los consentimientos informados fueron firmados
por los voluntarios sanos antes de la toma de
la muestra y por los pacientes después del
diagnostico y previa explicacion por parte del
médico. Los pacientes fueron pareados por edad
(x 5 afios) y sexo.

Fijacion de la muestra

Se agreg6é 1 ml de sangre tratada con heparina
a un tubo cénico con 5 ml de diluyente (500
unidades de heparina/ml: Hanks’'s Balanced Salt
Solution, HBSS); luego se fijé la muestra adicio-
nando 450 pl de la dilucion anterior en 5 ml de
metanol frio (-80 °C), y se agitd en un agitador de
vortice durante 20 segundos, para luego almace-
narla a -80 °C durante 24 horas.

Marcacién conyodurodepropidioy anticuerpos
conjugados

Después de la fijacion, 1 ml de la muestra se agregé
a un tubo conico con 13 ml de diluyente HBSS,
se centrifugd durante cinco minutos a 600g y se
descart6 el sobrenadante por decantacion; luego
se agitd brevemente para resuspender el boton
celular y se adicionaron 20 pl de esta suspension
de células a un tubo de citometria (polipropileno,
12 x 75 mm) que contenia 75 pl de solucion ARNsa
(980 ul de HBSS y 20 yl de ARNsa 1mg/ml).

Citometria de flujo e inestabilidad cromosémica en gliomas

Las muestras se analizaron usando tres marca-
dores: antiCD-71-PE, para identificar reticulocitos,
anti-CD-61-FITC, para la exclusion citométrica de
las plaquetas, y yoduro de propidio, para cuantificar
la cantidad relativa de ADN. Se agregaron 5 ul de
cada anticuerpo siguiendo las recomendaciones
del proveedor.

Las muestras se incubaron consecutivamente
durante 30 minutos a 4 °C y, luego durante 60
minutos a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo, se lavaron con 3 ml de HBSS y se centri-
fugaron durante cinco minutos a 600g; luego, se
adicioné 1 ml de solucion de yoduro de propidio
(P (1,25 pg/ m de Pl en HBSS). Por dltimo, se
almacenaron durante 15 minutos a 4 °C y se
leyeron en un citémetro de flujo FACS Canto II™
(BD-Immunocytometry System, San José, CA).

Las células fueron excitadas con un laser de 488
nm y se analizé la emisién de los fluorocromos a
530/30 nm (FITC), 585/42 (PE) nm y 670/LP nm
(yoduro de propidio). La adquisicion de eventos
para cada muestra procedié hasta que el nimero
de células RETP"** fue mayor o igual a 80.000 o
hasta que se agoto el volumen de la muestra. El
porcentaje de células RETCP1*P!* se determind en
cada muestra de sangre.

Célculo de la compensacion

Para calcular la matriz de compensacion, se ajusta-
ron los voltajes de tamafio, granularidad y fluores-
cencia de las muestras con una muestra de células
sin tincion. Sobre dichos voltajes, se calculo la
matriz de compensacion utilizando las micropar-
ticulas Compbeads revestidas con anticuerpos de
captura anti-Mouse Ig_ mezcladas con cantidades
equivalentes de perlas de control negativo.

El control de compensacion para el yoduro de
propidio se construy6 utilizando el control negativo
de las microparticulas CompBeats mezcladas con
nucleos de eritrocitos de pollo (BD™ CEN).

La matriz se calcul6 de forma automatica en el
programa BD FACSDiva™, version 6.1.3. La
estabilidad en los indices de tincién se verificd
en, por lo menos, tres momentos independientes.
La estabilidad en los voltajes y la eficiencia de
los detectores se verificaron mediante esferas
BD Cytometer Setup and Tracking™ (CST). Los
parametros de lectura estuvieron dentro de las
variantes aceptadas para el instrumento, esti-
mados mediante las graficas de Levey-Jennings
construidas a partir de la sefial de los detectores
implicados en el andlisis de los microndcleos.
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Estandares bioldgicos para la verificacion de la
compensacion

En los andlisis de citometria, se verificé la
correccion del derramamiento espectral entre los
fluorocromos mediante tinciones individuales para
cada marcador de superficie segun lo descrito
por Dertinger, et al., y Torous, et al. (12-14). Esta
misma estrategia permitié establecer la positividad
de las células en cada region.

Se prepararon cuatro muestras de cada individuo.
La primera contenia 20 pl de la muestra con
yoduro de propidio, la segunda, anti-CD-71-PE,
y la tercera, anti-CD-61-FITC. Con estas se hizo
la correccién de la compensacion y con el cuarto
tubo, que contenia ambos anticuerpos, se analiz6
el porcentaje de células CD61-CD71+ Pl+ después
de haber excluido células 2n y los agregados
mediante una regién definida sobre FSC-A Vs.
FSC-H; luego, se determiné la frecuencia de reti-
culocitos micronucleados en la fraccion de células
RETCD71+.

Adquisicion de datos y anéalisis estadisticos

Para la estimacion de las frecuencias de reticu-
locitos micronucleados, se utilizé el programa de
citometria de flujo FlowJo™ 7.6.2.

En cuanto al andlisis estadistico univariado, se acu-
di6 a los indicadores clasicos de resumen, a saber,
media, mediana, desviacion estandar y coeficiente
de variacién para las variables cuantitativas, y por-
centajes para las variables cualitativas.

En el analisis bivariado, dada la no normalidad del
resultado en su escala original (establecida con la
prueba de Shapiro-Wilk), se utilizé la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney para determinar la
diferencia en los rangos promedios del porcentaje
de reticulocitos micronucleados con cada uno de
los factores que ameritaron valoracion.

En el andlisis multivariado, se construyé un modelo
de regresion logistica explicativo, tomando como
variable dependiente el porcentaje de dichos reti-
culocitos (normal-alto).

Debe advertirse que la categorizacion se origino
al segmentar la variable original con un nivel
de medicion de razén y el porcentaje de reticulo-
citos micronucleados utilizando la media como
criterio estadistico.

Se consideraron como variables independientes
aquellas establecidas como importantes por su
efecto sobre el resultado. La finalidad en la cons-
truccion del modelo de regresion logistica estribé en
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controlar el efecto presuntamente confusor de cada
una de las variables incluidas en el modelo frente
a las otras. Estos resultados estadisticos se obtu-
vieron utilizando el programa SPSS™, versién 22.

Consideraciones éticas

Ademas de la firma del consentimiento informado,
se obtuvo la aprobacion del Comité de Etica Inde-
pendiente del Instituto de Cancerologia de la Clinica
Las Américas y del Comité de Bioética de la Sede
de Investigacion de la Universidad de Antioquia.

Resultados
Seleccion de la poblacion de anédlisis

Inicialmente, se descartaron los eventos celula-
res mayores a 2n mediante los parametros de
exclusion FSC-H y la incorporacion de yoduro de
propidio (figura 1a); de alli, se tomaron los eventos
menores de 2n (P1) y se excluyeron los agregados
(P2) mediante el uso de los parametros FSC-H y
FSC-A (figura 1b). En la figura 1c se muestra la
distribucion de las poblaciones celulares en cuanto
a su tamafio (FSC-A) y granularidad (SSC-A).
Posteriormente, y dado que las plaquetas tienen
un tamafio similar a la porcién de reticulocitos
inmaduros, se utilizé el anticuerpo anti-CD61 para
excluirlas (figura 1d), y se selecciond la poblacién
correspondiente a células RETCP™* (figura le).
Por ultimo, en la poblacién seleccionada, se cuan-
tificaron los eventos con mayor cantidad de yoduro
de propidio, es decir, el cuadrante Q2-2 correspon-
diente a los reticulocitos micronucleados (figura 1f).

Medicidn de la poblacién de reticulocitos micro-
nucleados

Las muestras de los 50 individuos (25 pacientes
y 25 controles) se analizaron para detectar las
frecuencias de células RETP™* y de reticuloci-
tos micronucleados. El nimero de eventos Unicos
totales evaluados por individuo oscil6 entre
28.000 y 520.000, de los cuales alrededor del 1 %
pertenecia a la poblacion total de reticulocitos.
Con base en el valor promedio de células RET<P"*
para estos individuos, y en los andlisis con los
cuales se midieron las frecuencias de reticulocitos
establecidos sobre la fluorescencia asociada a
los acidos nucleicos, se estimé que el anticuerpo
anti-CD-71-PE habia marcado, aproximadamente,
entre 98 y 100 % de la poblacién de reticulocitos.

Comparacion de las frecuencias de RET-MN de
pacientes y controles

Inicialmente, se analizo el porcentaje de reticuloci-
tos micronucleados en las muestras de voluntarios
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sanos, el cual vari6 entre 0,00 y 8,48 %, con una
mediana de 2,31 % y un rango intercuartil de
3,51. En los pacientes con cancer (gliomas de alto
grado), por el contrario, las frecuencias de estos
reticulocitos fueron mayores que en los controles
(0,384; 61,76 %), con una mediana de 12,45 % y
un rango intercuartilico de 18,325. Los datos de
frecuencias se presentan en el cuadro 1.

En la figura 2 se presenta una grafica bivariada
gue compara la frecuencia de las RETP"* de
un voluntario sano (control) (figura 2a) y la de
un paciente con glioma de alto grado antes del

Citometria de flujo e inestabilidad cromosémica en gliomas

tratamiento (figura 2b); como se observa en el
cuadrante Q2-3, el nimero de reticulocitos micro-
nucleados fue mucho mas elevado en el paciente
gue en el control.

En el analisis multivariado solo los casos tuvieron
un efecto significativo sobre el porcentaje de reticu-
locitos micronucleados; de hecho, su porcentaje de
riesgo alto (por encima de la mediana) fue 93,9 %
mas bajo en los controles que en los casos después
de ajustar por las variables de ser hombre, consumir
alcohol o tabaco, no consumir antioxidantes, usar
medicamentos y ser adulto mayor (cuadro 2).
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Figura 1. Gréficas bivaridas que ilustran la estrategia de portales (gating) usada para los andlisis de muestras de sangre humana.
a) Seleccion de eventos (<2n, P1); sobre el limite superior de esta region se observan las células 2n. b) Exclusion de agregados
utlizando los parametros de FSC-Area Vs. FSC-Height. c) Distribucién de tamafio (FSC-A) Vs. granularidad (SSC-A); en color
rojo aparecen los agregados y en azul los eventos Unicos. d) Exclusion de plaquetas CD61+. e) Seleccion de la poblacién celular
RETCP7* f) Cuantificacion de reticulocitos multinucleados (RET-MN) (CD71+PI+)

Cuadro 1. Medidas estadisticas descriptivas del porcentaje de reticulocitos micronucleados.

Porcentaje inicial de RET-MN n Media Mediana Desviacion estandar CcVv p
Casos 25 12,45 3,45 16,74 134 0045
Controles 25 2,97 2,31 2,36 79,46 '

RET-MN: reticulocitos micronucleados; CV: coeficiente de variaciéon

Los valores de p<0,05 indican diferencias significativas entre controles y pacientes.
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Aunque las demas variables constitutivas del
modelo no tuvieron significacion estadistica, cabe
mencionar que, al ajustar por las variables men-
cionadas, el riesgo de un porcentaje alto de reti-
culocitos micronucleados fue 68 % mayor en los
hombres que en las mujeres, y 5,3 % mayor en
adultos mayores que en los adultos jovenes.

Por dltimo, el analisis de las variables independien-
tes evidencio que estas solo explicaron el 42,3 %
de la presencia de reticulocitos micronucleados.

Discusién

La deteccion de microndcleos por citometria
de flujo en reticulocitos humanos se basa en la
marcacion de la poblacion de interés y la cuantifi-
cacion de dichos microndcleos en estas células
de manera especifica, siguiendo un protocolo de

fijacion y marcacion celular diferencial en muestras
de sangre periférica.

Los procedimientos descritos en este articulo son
sencillos y se basan en el uso de colorantes de
acidos nucleicos con gran especificidad para el
ADN, asi como los reportados por Dertinger, et al.

a. Control b. Paciente
o o
- -
T 2 T 2
n= 013 Q23 = Q13 Q23
5 5
5 Q33 Q43 5 Q33 43
M M
2 3 )4 )5 2 3 5
13901 10 10t 10 13901 1° 10° 10
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Figura 2. Gréafica bivariada que ilustra la resolucion de
fluorescencia de la subpoblacion celular RETCP"**: a) en sangre
periférica de un voluntario sano, y b) en un paciente con glioma
antes de iniciar el tratamiento.
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La técnica no incluye la separacion fisica de los
eritrocitos CD71+ sino el uso de anticuerpos contra
CD71 marcados con fluoréforos, que se utilizan
para distinguir la fraccién inmadura de los eritro-
citos en el citometro de flujo (6,12,13).

La eficiencia con la cual el bazo humano remueve
de la circulacién los eritrocitos que contienen
micron(cleos, se ha considerado un obstaculo para
utilizar la medida de reticulocitos micronucleados
en sangre periférica como un indicador confiable
del dafio citogenético (12,13). Sin embargo, los
datos presentados en este estudio sugieren que
seria posible evaluar el dafio citogenético en indi-
viduos no sometidos a esplenectomia utilizando un
sistema de analisis de alto rendimiento, como el de
la citometria de flujo, con el cual se puede detectar
la rara aparicién de la subpoblacién RETCP"* y de
los micronucleos.

Con base en los resultados obtenidos y la efectivi-
dad de este procedimiento, se puede afirmar que
los reticulocitos recién formados en sangre perifé-
rica representan un blanco celular alternativo con
muchas ventajas: se requieren bajos volumenes
sanguineos; son muy pocos los pasos de procesa-
miento de la muestra, pues la cosecha de células
es minimamente invasiva; los requisitos del equipo
son poco sofisticados, y el conteo es automati-
zado e imparcial, pues el analisis de muestras de
sangre para la deteccion de micronucleos excede
las tasas de hasta 1.000 eventos por segundo,
lo cual equivale a un gran nimero de células si
se compara con las empleadas en microscopia
Optica, en la cual se analizan méaximo 2.000
células binucleadas por muestra (14). Ademas,
se cuantifica simultdneamente el porcentaje de
reticulocitos y el de reticulocitos micronucleados,
y el tiempo requerido para recolectar los datos
en el citbmetro es de 20 minutos por muestra,
aproximadamente (13).

Cuadro 2. Regresion logistica del analisis multivariado para el porcentaje del riesgo de reticulocitos micronucleados (MN-RET)

segun los factores de interés

Factores Coeficiente Error Prueba Valor Odds IC,, para OR

estandar de Wald dep ratio

Inferior Superior

Caso -2,80 1,25 5,04 0,025 0,06 0,005 0,70
Ser hombre 0,52 0,93 0,32 0,575 1,69 0,270 10,50
Consumo elevado de alcohol -0,11 0,35 0,09 0,760 0,90 0,460 1,78
Consumo elevado de cigarrillo -0,11 0,53 0,04 0,839 0,90 0,320 2,52
No consumir antioxidantes -1,02 0,99 1,07 0,302 0,36 0,050 2,49
Usar medicamentos -1,03 0,94 1,20 0,274 0,36 0,060 2,26
Adulto mayor 0,05 0,03 3,15 0,076 1,05 0,995 1,12
Constante 1,88 2,30 0,67 0,413 6,53
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La citometria de flujo da una indicaciéon de la
medida de inestabilidad genémica determinando
la frecuencia de los reticulocitos micronucleados
en una poblacién, aunque tiene una Unica des-
ventaja, y es que no provee informacion sobre la
composicion cromosémica de los microndcleos
ni distingue entre los diferentes mecanismos de
accion de los inductores (clastogénicos o aneugé-
nicos); el ensayo tampoco determina si una célula
tiene un micronucleo o varios, como si lo hace la
microscopia convencional (6).

Las muestras de sangre de los 25 voluntarios sanos
fueron importantes para estimar el nimero basal
de reticulocitos y de aquellos micronucleados.
Aunque los porcentajes de estos ultimos no fueron
tan elevados en este grupo de control (2,31 %;
RIQ=3,51), el coeficiente de variacion fue alto
(79,46 %). Al igual que en otros estudios (1,3,15-
17), se observ6 un rango variable de micronudcleos
en las frecuencias tanto de los voluntarios sanos
como de los pacientes, lo que indica una variabi-
lidad individual significativa. Asi, el conocimiento
de los cambios espontaneos en las frecuencias
de estos eventos permitiria determinar los parame-
tros basales en la poblacion.

Los andlisis de covarianza demostraron que la
variacion en la frecuencia basal tal vez no esta rela-
cionada con la edad y el sexo, lo cual contrasta con
otros estudios que sugieren efectos significativos
de estos factores en la incidencia de microntcleos.
Tales discrepancias pueden estar relacionadas con
diferencias en las células blanco (eritroblastos Vs.
linfocitos) u otros factores inherentes a la variabi-
lidad entre individuos (3,16).

Las frecuencias de micronlcleos antes del tra-
tamiento en los pacientes con céncer, también
fueron variables y méas elevadas que las de los
voluntarios sanos, con una mediana de 12,45 %
(RIQ=18,32), lo que evidenciaria la presencia
en sangre circulante de factores genotdxicos de
naturaleza aun desconocida, o una posible pro-
pensidon a padecer la enfermedad, como se ha
observado en otros estudios sobre diferentes tipos
de cancer (16-21). Los experimentos aqui descritos
sugieren que los reticulocitos®®’** micronucleados
en sangre periférica podrian representar un posi-
ble biomarcador de la propension a desarrollar
este tipo de neoplasias.

Una de las estrategias mas prometedoras para
la prevencion del cancer es desarrollar y validar
biomarcadores que puedan anticiparse al diag-
néstico clinico. De hecho, los biomarcadores son

Citometria de flujo e inestabilidad cromosémica en gliomas

instrumentos que ayudan a detectar personas en
alto riesgo, y se pueden dividir en tres grupos:
el primero, para definir la exposicion a agentes
carcinogénicos; el segundo, para mostrar efectos
bioldgicos, y el tercero, para dar informacion sobre
la propension individual (21,22).

El uso de los microndcleos como biomarcadores
de genotoxicidad o riesgo de cancer (23), se
fundamenta en el hecho de que las alteraciones
citogenéticas hacen parte del fenotipo tumoral
y en la hipdtesis de que el dafio cromosomico
esta involucrado directamente en la etiologia del
cancer (21,22). Sin embargo, es dificil establecer
una relacion causal entre el aumento del ndmero
de microndcleos y el riesgo de cancer, pues dicho
aumento puede ser consecuencia de la enfermedad
(causalidad inversa) o el reflejo de una propension
individual a eventos que generan inestabilidad
gendmica (16,22).

La asociacion entre las frecuencias elevadas de
micronucleos y el riesgo de desarrollar cancer,
no esta confinada a canceres en sitios especifi-
cos (22). Sin embargo, reflejan la acumulacién
de alteraciones genéticas causadas por factores
genotbdxicos enddgenos y exdgenos, asi como las
variaciones individuales en la vulnerabilidad frente
a estos factores (16,21).

Hasta la fecha, las investigaciones sobre biomar-
cadores en tumores cerebrales han presentado
pocas opciones Utiles para la practica clinica, por lo
gue se hace necesario buscar nuevas opciones de
marcadores tumorales, por ejemplo, los basados
en sangre periférica o en biopsias liquidas, los
cuales resultarian mas practicos que los actuales,
ya que se pueden hacer sin necesidad de repetir
la cirugia o las biopsias en los pacientes. La inves-
tigacion de biomarcadores en gliomas de alto
grado es todo un reto, dada la baja frecuencia y
la diversidad genética de estos tumores. Ademas,
al comparar con otros canceres, su adopcion en la
practica clinica se ha visto obstaculizada por las
bajas tasas de deteccion.

Por Ultimo, cabe destacar que la deteccién de
micronlcleos por citometria de flujo en reticulo-
citos humanos, es una técnica moderna, rapida
y eficiente que evalla la genotoxicidad en los
reticulocitos micronucleados con un grado de
eficiencia y sensibilidad sin precedentes. Los
datos aqui suministrados respaldan la hipétesis
de que las frecuencias de estos reticulocitos en
sangre periférica pueden ser una alternativa de
mayor sensibilidad que los analisis convencionales
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basados en la técnica de linfocitos binucleados, y
podrian constituir una nueva herramienta validable
como biomarcador para la prediccién y la deteccion
temprana del cancer.
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Introduction: Cerebral ischemia is the third cause of death risk in Colombia and the first cause of
physical disability worldwide. Different studies on the silencing of the cyclin-dependent kinase 5 (CDK5)
have shown that reducing its activity is beneficial in ischemic contexts. However, its effect on neural cell
production after cerebral ischemia has not been well studied yet.

Objective: To evaluate CDKS5 silencing on the production of neurons and astrocytes after a focal
cerebral ischemia in rats.

Materials and methods: We used 40 eight-week-old male Wistar rats. Both sham and ischemia
groups were transduced at CA1 hippocampal region with an adeno-associated viral vector using a non-
interfering (shSCRmiIR) and an interfering sequence for CDK5 (shCDK5mIR). We injected 50 mg/kg of
bromodeoxyuridine intraperitoneally from hour 24 to day 7 post-ischemia. We assessed the neurological
abilities during the next 15 days and we measured the immunoreactivity of bromodeoxyuridine (BrdU),
doublecortin (DCX), NeuN, and glial fibrillary acid protein (GFAP) from day 15 to day 30 post-ischemia.
Results: Our findings showed that CDK5miR-treated ischemic animals improved their neurological
score and presented increased BrdU* cells 15 days after ischemia, which correlated with higher DCX
and lower GFAP fluorescence intensities, and, although mature neurons populations did not change,
GFAP immunoreactivity was still significantly reduced at 30 days post-ischemia in comparison with
untreated ischemic groups.

Conclusion: CDK5mIR therapy generated the neurological recovery of ischemic rats associated with
the induction of immature neurons proliferation and the reduction of GFAP reactivity at short and long-
term post-ischemia.

Key words: Brain ischemia; neurogenesis; cyclin-dependent kinase 5.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i4.3800

Modulacién de la neurogénesis y la gliogénesis en la isquemia cerebral mediante una terapia
basada en la interferencia de CDK5

Introduccion. La isquemia cerebral es la tercera causa de riesgo de muerte en Colombia y la primera
causa de discapacidad fisica en el mundo. En diversos estudios en los que se silencié la cinasa 5
dependiente de la ciclina (CDK5) se ha demostrado que la reduccién de su actividad es beneficiosa
frente a la isquemia. Sin embargo, su efecto sobre la neurogénesis después de la isquemia no se ha
dilucidado suficientemente.

Objetivo. Evaluar el silenciamiento de la CDK5 en la neurogénesis y la gliogénesis después de la
isquemia cerebral focal en ratas.

Materiales y métodos. Se usaron 40 machos de rata Wistar de ocho semanas de edad. Los grupos
de control y los isquémicos sometidos a transduccion en la region del hipocampo CA1, se inyectaron
intraperitonealmente por estereotaxia con 50 mg/kg de bromodesoxiuridina (BrdU) a partir de las 24
horas y hasta el dia 7 después de la isquemia, con un vector viral asociado a adenovirus usando
una secuencia no interferente (SCRmIiR) y una interferente (CDK5mIR). Se evalud la capacidad
neuroldgica durante los quince dias siguientes y se detecté la capacidad de inmunorreaccion para la
BrdU, la proteina doblecortina (DCX), los nucleos neuronales (NeuN), y la proteina fibrilar acidica de
la glia (Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) a los 15 y 30 dias de la isquemia.

Resultados. Los animales isquémicos tratados con CDK5miR mejoraron su puntuacion neurolégica
y presentaron un incremento de la BrdU* a los 15 dias de la isquemia, lo cual se correlacion6 con
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una mayor intensidad de la DCX* y una menor de la GFAP*. No hubo modificacion de los NeuN*,
pero si una reduccion significativa de la GFAP* a los 30 dias de la isquemia en los animales tratados
comparados con los animales isquémicos no tratados.

Conclusion. La terapia con CDK5miR generd la recuperaciéon neurolégica de ratas isquémicas
asociada con la induccion de la neurogénesis y el control de la capacidad de reaccion de la proteina

GFAP a corto y largo plazo después de la isquemia.

Palabras clave: isquemia encefalica; neurogénesis, cinasa 5 dependiente de la ciclina.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i4.3800

Cerebrovascular disease (CVD) represents a crit-
ical public health problem and it is considered
the first cause of mental and physical disabilities
around the world (1,2). Ischemic stroke is a
CVD, which mainly generates a focal ischemia
by the occlusion of the middle cerebral artery
characterized by a core and a penumbra zone
(3). In the ischemic core, cellular necrotic events
occur that make it impossible to rescue cells after
the insult; however, the apoptotic cell death caused
by nutrient deprivation, the oxidative stress, and
the excitotoxicity occurring in the penumbra zone
represent a key target for therapeutic intervention
in cerebral ischemia (4,5).

During cerebral infarction, various affected molec-
ular actors are involved in neurotransmission, cell
adhesion, and cytoskeletal remodelling, among
others (6). CDK5 is a cyclin dependent kinase
implied in neurodevelopment and neurotransmis-
sion, but its over-activation is associated with
degeneration. Given that an increased cleavage
of p35 (activator) to p25 generates an abnormal
production of the CDK5/p25 complex with a
sustained activation of the enzyme, an unbalancing
phosphorylation of tau and of several substrates
related to the loss of plasticity and neurovascular
unit, as well as dementia (6-9), it has been
suggested that the prevention of a sustained
activity of CDKS5 is neuroprotective (10-12).

In this context, it is necessary to gain a deeper
understanding of CDK5 RNAi-based therapy for
future translational studies in humans, which are in
great clinical demand and have a significant social
impact (13). In this study, we analyzed the role of
CDK5mIR on neurogenesis and gliogenesis after
an ischemic stroke.
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Materials and methods
Animal model

Procedures in animals were performed according
to the ARRIVE guidelines, the “Guide for the
care and use of laboratory animals”, 8th edition,
published by the National Institutes of Health
(NIH), and the Colombian standards (Law 84/1989
and Resolution 8430/1993), taking special care to
minimize suffering and reduce their number. The
study was approved by the Ethics Committee
for Animal Experimentation of the University of
Antioquia, Medellin, Colombia.

Animals were obtained from a specific pathogen-free
colony of the vivarium at the Sede de Investigacién
Universitaria (SIU), University of Antioquia, Medellin,
Colombia. Rats were maintained in groups of five
with food and water ad libitum and on a 12:12-hour
dark:light cycle. We used 40 eight-week-old male
Wistar rats (Rattus novergicus albinus) of average
size and an average weight of 350 g. Ten rats per
experimental group were used for neurological
scoring. In addition, we used 5 per experimental
group for the histologic assessments.

Surgical procedure

We performed a transient middle cerebral artery
occlusion (t-MCAO) and reperfusion as described
previously (12,14). Initially, animals were anaesthe-
tized with a mixture of ketamine via IP (60 mg/kg;
Holliday Scott S.A. Int. Neyer, Buenos Aires, Argen-
tina), xylazine (5 mg/kg; Synthesis Ltda. & Cia.,
S.C.A, Bogota, Colombia), subcutaneous atropine
(100 mg/kg; Erma S.A., Bogota, Colombia); they
also received an inhalational mixture of 2% to 4%
of isoflurane (Baxter, Deerfield, IL, USA) and 96%
oxygen using an inhalation anaesthesia machine
(VMC™ Table top gas anaesthesia Instrument).

The right common carotid artery (CCA) was exposed
and carefully isolated from the vagus nerve (VN);
the right external and internal carotid arteries (ECA
and ICA) were exposed and isolated. ECA ascend-
ing pharyngeal artery, superior thyroid and occipital
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branches were cauterized by electrocoagulation
(AARON Bipolar Cautery™, Albany, NY, USA).
The ICA artery pterygopalatine first branch was
isolated. The distal portion of the ECA was tied with
a 6/0 nylon and then cut. A 4-0 monofilament nylon
(Corpaul, Bogota, Colombia), previously rounded
at one end by flaming and coated with poly-L-lysine
solution (0.1% wi/v in deionized water; Sigma, St
Louis, MO, USA), and inserted 17-19 mm from the
ECA to the ICA to occlude the MCA and its origin.
Then, we verified that the monofilament was not
inside the pterygopalatine artery. The incision was
sutured leaving a bulge of 1 cm. After 60 minutes,
the nylon was removed allowing reperfusion and
the wound was closed.

Sham animals were subjected to the same proce-
dures, but the filament was not introduced. Half of
the animals were euthanized 15 days after reperfu-
sion and the other half, 30 days after for which all
animals were anesthetized with xylazine 10 mg/kg
+ ketamine 90 mg/kg and immediately perfused
with 4% paraformaldehyde (0.1 M phosphate buffer
[PBS], pH 7.4). Brains were carefully removed and
post-fixed with 4% paraformaldehyde at 4°C for
48 hours, then preserved by a sucrose gradient

Neurological score
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(7%, 25%, 30%) at 4°C; they were then placed
in a cryopreservation solution at -20°C. Coronal
sections were sectioned at 50 um with a vibrating
blade microtome (VT1000S™, Leica Microsystems,
Nussloch, Germany).

Short hairpin RNAmMIR delivery

During the t-MCA occlusion, at 30 minutes, we
performed a right hippocampal stereotaxic injection
with anteroposterior (AP) coordinates of -2.56 mm,
mediolateral (ML) 0.8 mm and dorsoventral (DV) 4.1
mm. We used a 10 pL Hamilton syringe for injection
at a rate of 0.2 puL/min of a solution containing
adeno-associated viral (AAV) particles obtained
from the Davidson Laboratory (University of
lowa Viral Vector Core) with the RNAIi sequences
for silencing CDK5 (short hairpin CDK5miR) and
a control scrambled RNA sequence (ShSCRmIR)
(12,15-18) for treating ischemic and control ani-
mals, respectively. Five minutes elapsed after the
infusion before withdrawing the syringe. We injected
a volume of 2.5 pl of AAV2.5.shSCRmiR.GFP or
AAV2.5.shCDK5mIiR.GFP as previously described
(12,18). After the injection, we proceeded to suture
the animals keeping them in observation until their
awakening (figure 1 A,B).

A B Ipsilateral ischemic brain
tMCAO |
Surgery I ]
[L Group 1 Group 2
o N=20 N=20
_sggl | | | |
. Day0 Day1l Day 7 Day 15 Day 28
\ BrdU 50mg/kg/Twice/day 'm'“”é"p’ﬁl“p"fsﬁ%e”m Immucr;]ggl#]/;%ﬁnces

DCX/BrdU

shScr and shCDK5 30 min
After tMCAO

C 18
15 A

12 A

Neurological score
o

Neun/BrdU

-8 Sham-SCR
O Sham-CDK5
& |sch-SCR
I+ Isch-CDK5

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Post-ischemia days

Figure 1. Neurological recovery induced by CDKS5 silencing in ischemic rats. A) Experimental design to evaluate the effect of
CDKS5 RNAI on neural population and neurological performance after an ischemic insult. B) Ipsilateral injection site at stereotaxic
coordinates AP -2.56, ML 0.8, and DV 4.1. and evaluated hippocampal regions (g: granular; sg: subgranular; p: polimorphic zone. C)
Neurological analysis of CDKS5 silencing in ischemic rats. The error bars indicate the SEM. All data are presented as mean + SEM.
Sham-SCR: Control group treated with shSCRmiR; Sham-CDK5: Control group treated with shCDK5mIR; Isch-SCR: Ischemic group
treated with SCRmIR; Isch- CDK5: Ischemic group treated with shCDK5miR. n=10, p<0.05 = *; p<0.001 = **.
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Recovery and neurological evaluation

Animals were evaluated from day 1 to 15 after
the t-MCAO (N=10). Neurological evaluation was
scored on an 18-point scale. The evaluation was
divided into six independent tests scored from 0 to
3 to determine the following parameters:

1) Cage exploration and spontaneous activity;

2) symmetry in limb movement;

3) forepaw outstretching;

4) climbing;

5) body proprioception, and

6) response to vibrissae touch (12,18,19) (figure 1A).

The highest possible score in the tests was 18,
which indicated there were no neurological defi-
cits, while the lowest was 3 for the most severe
impairment. Neurological evaluation was performed
every day and in the same order in all animals. To
validate and reduce bias, a double-blind procedure
was performed recording videos for every animal
during the test.

Insertion of 5-Bromo-2-deuxyuridine

For the BrdU (Catalog Number B5002, Sigma-
Aldrich) insertion, we injected rats via IP twice a
day during seven days after ischemia at 50 mg/kg
(0.1 M phosphate buffer [PBS], pH 7.4).

Immunohistochemistry

Brain sections were treated with methanol and
hydrogen peroxide (H,0,) in 0.1M PBS (pH 7.4)
to inhibit endogenous peroxidase activity for 20
minutes while free-floating with moderate shaking.
Subsequently, we washed them three times with
0.3% (v/v) Triton X-100™ (Sigma-Aldrich) in 0.1
M PBS to increase tissue permeability and we
then incubated for 30 minutes with Triton™ 0.5%
(v/v) X-100 in 0.1 M PBS. Then, we backwashed
with 0.3% (v/v) Triton X-100™ in 0.1 M PBS for
three times.

For BrdU, we denaturalized brain DNA sections with
HCI 2N for 20 minutes at 37°C, we washed three
times with 0.3% (v/v) Triton X-100™ in 0.1 M PBS,
then incubated with citrate buffer (Sodium citrate
10Mm, 0.05% tween 20, pH 6.0) for 10 minutes at
room temperature and, finally, we washed three
times with 0.3% (v/v) TritonX-100™ in 0.1 M PBS.
Nonspecific binding sites were blocked by pre-
incubation with BSA (1%) and 0.3% (v/v) Triton
X-100™ in 0.1 M PBS for 1 hour.

Gliogenesis modulation in cerebral ischemia

Sections were incubated 24 hours while free-
floating with moderate shaking and with the pri-
mary anti-body diluted in incubation solution (0.1 M
PBS with 0.3% (v/v) Triton X-100™ and 0.3% BSA)
at 4°C.

Anti-BrdU (1:100 mouse monoclonal B8434, Sigma-
Aldrich) was used to detect bromodeoxyuridine
(BrdU) specifically incorporated into the DNA.
Next day, sections were washed 5 minutes with
0.1 M PBS three times and incubated with the
secondary antibody (1:250 biotinylated mouse,
Pierce) for 1 hour at room temperature and then
washed 3 times with 0.1 M PBS, incubated with
Avidin-Biotin complex (Pierce complex™; 1: 250
reagents A and B), and washed again three more
times and developed with a chromogenic reac-
tion diaminobenzidine (DBA) in 0.01% H,O,. For
negative controls, we followed the same protocol
for each experimental group without incubation
with the respective primary antibody.

Sections were mounted on glass slides, dehydrated
with increasing concentration of alcohol (70%, 96%,
100%) and cleared with xylene. Finally, the slides
were sealed using Vecta-shield mounting medium
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), and
then analyzed through a light microscope (Nikon
Eclipse E200™). Images were captured using a
Nikon digital camera (Sight DS-L1™). Quantifica-
tion of immunoreactivity in the hippocampus was
determined using a 10X objective. Photomicro-
graphs were analyzed using the ImageJ software
program (version 1.45, US National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). To quantify the rela-
tive intensity of immunostaining, we modified the
images to a binary system and obtained integrated
densities (relative units) substracting automatically
the background for each image.

Immunofluorescence

Brain slices were initially heated (80°C) in 10mM
Tris pH 6.0 to increase exposure of the antigen
and then treated with ammonium chloride (NH,CI)
for 20 minutes to avoid autofluorescence. Three
washes with 0.3% v/v Triton X-100™ in 0.1M
PBS were made to increase tissue permeability.
For BrdU, we denaturalized DNA brain sections
with HCI 2N for 20 minutes at 37°C, washed them
three times with 0.3% (v/v) Triton X-100™ in 0.1 M
PBS, and then incubated them with citrate buffer
(sodium citrate 10 Mm, 0.05% tween 20, pH 6.0)
for 10 minutes at room temperature to finally wash
them three times with 0.3% (v/v) Triton X-100™ in
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0.1 M PBS. Nonspecific binding sites were blocked
by preincubation with BSA (3%) and 0.5% (v/v)
Triton X-100™ in 0.1 M PBS for 1 hour.

Sections were incubated overnight while free-
floating with moderate shaking at 4°C with the
respective primary anti-BrdU (mouse monoclonal
1: 100, Sigma) for the new cells produced, anti-
DCX (polyclonal rabbit 1: 250, Abcam) for immature
neurons, anti-GFAP (rabbit polyclonal 1: 500,
Sigma) for astrocytic cells and anti-NeuN (polyclonal
rabbit 1: 500, Millipore) for mature neuronal cells.
After three washes, tissues were incubated with
secondary antibodies: Rabbit Alexa Fluor 594™,
and mouse Alexa Fluor 350™ (molecular probes,
1:1,000) for 90 minutes at room temperature. Finally,
we washed with PBS and slides were coverslipped
using Gel Mount™ (BioMeda, Hatfield, PA, USA) in
dark conditions. For negative controls, we followed
the same protocol for each experimental group
without incubation with the respective primary
antibodies. Tissues were observed with a motorized
spinning disk confocal microscope (Disk Scan Unit)
Olympus IX 81™ (Olympus, Latin America, Inc.,
Miami, FL, USA). Images were photographed at
10X and the analysis was performed by evaluating
the fluorescence intensity (FI) using the Image Pro
Plus (Media Cybernetics) software.

Statistical analysis

For the neurological analysis, we used ten
(10) animals per group and for the histological
analysis, five (5) per group. The data obtained
from the neurological and tissue immunoreactivity
evaluations were analyzed using a homogeneity
of variance test, followed by ANOVA of repeated
measurement and one-way ANOVA tests, and a
Tukey’'s post hoc test to define differ-ences bet-
ween groups. We used the SPSS Statistics™ soft-
ware (20.0 version) and a p <0.05 significance. All
experimental groups were processed in parallel
for reducing variability. The data are presented as
mean = SEM.

Results

CDKS5 reduction promoted neurological recovery
in ischemic rats

The neurological assessment showed that the
Isch-SCR animals had a lower score (12.8 and
14.3 points) at days 7 and 15 post-ischemia, res-
pectively, compared with the sham groups with
and without CDK5 RNAI treatment (16.5 points).
Interestingly, the CDK5 RNAi-treated ischemic
group presented a significantly higher score of 14.5
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on day 7 and of 16 points on day 15, recovering
neurological skills similar to those of the control
animals (figure 1C; p<0.05 = * p<0.001 = **,
repeated-measures in ANOVA).

BrdU incorporation in the hippocampus was
promoted by CDK5 RNAI treatment in ischemic
rats

We found a significantly increased number of
BrdU* cells in the Isch-SCR group compared
with the sham-SCR and sham-CDK5 controls
(figure 2A a; p<0.05 = *, p<0.001 = ** repeated-
measures in ANOVA and Tukey’s test). However,
the CDK5 RNAI treatment induced a significantly
greater incorporation of BrdU in ischemic animals
compared with the Isch-SCR group without
treatment (figure 2A a). Although there was no
significant incorporation of BrdU in the polymor-
phic area of the Isch-SCR animals compared to
controls (figure 2A b; p<0.05 = *, p<0.001 = **,
repeated-measures in ANOVA and Tukey's test),
CDKS5 silencing significantly increased BrdU* cells
compared to Isch-SCR and controls in the cerebral
zone (figure 2A b). This effect of CDK5 RNAI on
ischemic rats remained for a month in the granular/
subgranular and polymorphic zones (figure 2 B b).
The Isch-group had a slight tendency or signifi-
cantly increased BrdU* cells in comparison with the
control groups (figure 2B a, b).

CDK5 RNAI exerted neuroprotection associated
with the induction of immature neurons and
down-regulation of the astroglial population in
ischemic rats

Our findings showed that CDK5 RNAI treatment
induced proliferation of immature neurons in the
granular/subgranular zones. This is supported by
the significant increase of BrdU* and DCX* cells
in comparison with ischemic and control groups at
15 days post-ischemia (figure 3A, C; p<0.05 = *,
p<0.001 = **, repeated-measures in ANOVA and
Tukey'’s test). Although the sham-CDK5 and Isch-
SCR groups presented a significant increase of
BrdU in the granular/subgranular zones, this was
not confirmed by the variations in the amount of
DCX* or GFAP* cells (figure 3A, C). On the other
side, the polymorphic zone presented variability
between groups and treatments (figure 3B, c; p
< 0.05 = * p<0.001 = **, repeated-measures in
ANOVA and Tukey’s test), however, there was a
significant increase of BrdU* and GFAP* cells in
the ischemic-SCR group 15 days post-ischemia,
which was significantly down-regulated by the
CDK5 RNAI treatment in ischemic rats (figure 3B,
C). The green fluorescent protein (GFP) was used
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Figure 2. BrdU incorporation in the hippocampus of CDK5 RNAi-treated ischemic rats. A) Representative images at bregma -2.56
mm of BrdU immunoreactivity in the granular-subgranular (a) and polymorphic (b) zones at 15 days and B) 28 days post-ischemia in
treated and untreated rats. The error bars indicate the SEM. n= 5, p<0.05 = *; p<0.001 = **. All data are presented as mean + SEM.
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to confirm the expression of AAV2.5.shSCRmIR.
GFP and AAV2.5.shCDK5mIR.GFP in each group,
respectively.

and Tukey's test). The GFAP* population did not
present changes in the granular/subgranular zone
either (figure 4A, B), but stayed increased in the
polymorphic zone at one-month post-ischemia in
untreated rats, which was reversed by the CDK5
RNAI treatment as in the control groups (figure 4A,
C, p<0.05 = *, p<0.001 = ** repeated measures in
ANOVA and Tukey's test).

CDK5 RNAI preserved the down-regulation of
astrogliosis at one month post-ischemia

Interestingly, when we evaluated the neural popu-
lation at 30 days post-ischemia, we did not find
changes in the mature neuron immunoreactivity
neither in the granular/subgranular nor in the
polymorphic zones in the untreated and treated

Discussion

Our data suggest that CDK5 RNAI exerts part of

rats, because there was a significant increase
in the BrdU* cells but without changes in the
NeuN immunoreactivity (figure 4A, B; p<0.05 =
* p<0.001 = ** repeated measures in ANOVA

its neuroprotection effect by controlling immature
neuron proliferation and reducing astroglial cells,
which reflects in the recovery of the neurological
function after an ischemic stroke.
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CDKS5 is an effective form of protection against
an ischemic event (7), preventing the excitotoxic
spreading of glutamate by the reduction of calpain
and CDKS5 activation (12,20).

Complementarily, the present study suggests that
the silencing of CDK5 in the hippocampus has
positive consequences on the behaviour associated
with the motor cortex (M1 and M2) and the sensory
area (S1) (21-24) as the exploratory behaviour
integrate the interaction of those areas in the
spatial activity performed by the hippocampus (24-
26), whisker movement through the motor cortex by
M1 stimulation, which strongly innervates reticular
nuclei containing cholinergic premotor neurons of
the vibrissae and, in parallel, the sensory cortex S1,
which innervates the trigeminal interpolar nuclei of
brainstem and plays a role in the retraction of the
whiskers and, in turn, in the sensitivity of the paretic
side of the animals (25,26).
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In addition, our recent observations support the
influence of hippocampal CDK5 down-regulation
on the neurological tasks and the performance of
learning and memory functions, where the CDK5
RNAi avoids cell death on cingulate cortex and
thalamus at one and four months post-ischemia
(unpublished data); these cerebral areas are in-
volved in motivation and motor control behaviours
(27,28). Its mode of action also involves the BDNF/
TRKB pathway and the restoration of long-term
potentiation (LTP) dysfunction after stroke in the
hippocampus at one-month post-ischemia (12,18).

On the other hand, BrdU has been widely used
for labelling new-born cells and proliferation of
different cell types. It has been shown that in cere-
bral ischemia the inclusion of BrdU is a marker of
proliferation or neurogenesis in brain niches (29),
which was confirmed in our observations. It is
well known that CDK5 plays an important role in
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post-mitotic neurons, where its inhibition prevents
immature neuron migration and progression to
a mature stage in physiological conditions (30).
But the cellular and molecular fate depend on the
contexts and homeostatic balance between normal
and pathological conditions (12,18).

In our findings, CDK5 silencing in ischemia in-
creased the BrdU/DCX* cells, maybe because its
reduction could regulate the re-entry in the cell
cycle for a correct balance between Cdk6 and
Cdk4 and the E2F1/CDK5 nuclear complex (31-
36), or by the prevention of stem cell differentiation
as CDK5 activity promotes neural differentiation
through phosphorylation of the p27 protein in its
187-threonine residue (37). Moreover, CDK5 may
phosphorylate to DCX, an immature neurons
marker, in the 297-serine residue during migration
(38). Therefore, our data would suggest that CDK5
RNAiI induces DCX in an early stage, but it does not
facilitate its migration and maturation since NeuN
labelling was unmodified.

It has also been described that CDK5 RNAI induces
the production of BDNF (14,18), a neurotrophic
factor highly involved in neurogenesis, neuronal
plasticity, and protection preventing proinflamma-
tory response (39,40). The neuroprotective action
of CDK5 RNAI increased activation of a typical
plasticity pathway, the BDNF/ERK/CREB, and its
action is dependent on the TRKB receptor activity
(18,39,40,41). Also, ERK signalling has been widely
described as a mediator of neuronal plasticity and
survival in physiological and neurodegenerative
contexts (41).

Those sequential cascades of CDK5 RNAi-induced
survival and plasticity events could also be associa-
ted with the control of astrocytes reactivity. GFAP
is a marker of astrogliosis on brain disease, and its
proliferation is related to the adverse progression
of brain impairment, pro-inflammatory response,
lymphocytic infiltration, cytokines release, and
neurovascular uncoupling (1,3,6). Interestingly,
CDKS5 knock-down could prevent the astrogliosis
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in the short and long time post-injury, thus sup-
porting the potential translation of CDK5 RNAI-
based therapy (7,12,18,42,43).

On the other hand, when CDK5 levels are
decreased in astroglial cells, BDNF is released
from those cells protecting neurons (42) and endo-
thelial cells in co-cultures (unpublished data), and
recovering motor and neurological functions in
ischemic rats (43).

Moreover, our data suggest that CDK5 RNAI
induces proliferation of other types of cells besides
neurons, which were not detected by our current
approach. However, in agreement with our pre-
vious studies we have found that silencing of CDK5
induces an increase of endothelial cell marker
PECAM1(43) and the adhesion cell protein p120ctn
in the membrane of endothelial cells (unpublished
data), suggesting that endothelial cells may be the
other potential cell population involved in the CDK5
RNAi-induced neuroprotection. This is supported
by the recovery of the neurovascular unit as we
have suggested previously (6), and is reflected in
the physiological recovery of the neurological per-
formance (14,18,42,43).

In conclusion, our data suggest CDK5 reduction
induces proliferation of immature neurons and
blocks astrogliosis in the long-term after ischemic
injury improving neurological function, which, toge-
ther with previous scientific evidence, supports the
potential translation of CDK5 RNAi-based gene
therapy in acute and chronic neurodegeneration.
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Introduccion. La politica farmacéutica de Colombia establece la necesidad de intensificar la
investigacion en farmacoepidemiologia a nivel nacional, especialmente en el caso de los antibiéticos.
Objetivo. Aportar informacion farmacoepidemioldgica en cuanto a la efectividad, las condiciones de uso
y la seguridad de la cefepima y el meropenem genéricos en un hospital de alta complejidad en Bogota.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo, longitudinal y retrospectivo sobre la utilizacion
de estos medicamentos. Los datos se recolectaron de todas las historias clinicas en las cuales se
registraba el uso de cefepima y meropenem.

Resultados. Se incluyeron 82 pacientes tratados con cefepima y 91 con meropenem. La mayoria de
ellos habia estado internada en servicios diferentes a la unidad de cuidados intensivos (59,8 % con
cefepimay 52,7 % con meropenem). El 21,9 % de los tratados con cefepimay el 49 % de los tratados
con meropenem, tuvieron consulta con un infectélogo, en tanto que en 47 % de los primeros y en
78 % de los segundos, se hizo cultivo o antibiograma. Las condiciones mas frecuentemente tratadas
con cefepima fueron las infecciones de vias respiratorias (32,5 %) y, con meropenem, las infecciones
genitourinarias (34,8 %). Las tasas de éxito terapéutico fueron de 61,7 % para la cefepima y de
63,0 % para el meropenem.

Conclusiones. Este estudio aporta informacion sobre el desempefio terapéutico de dos antibiéticos
genéricos de uso hospitalario. No hubo reportes de falla terapéutica durante el periodo de estudio.
En los casos en que no hubo respuesta al tratamiento, las causas frecuentes fueron las alteraciones
farmacocinéticas, las condiciones clinicas desfavorables y la eleccion inadecuada del tratamiento
antimicrobiano.

Palabras clave: antibacterianos; medicamentos genéricos; utilizacion de medicamentos, cefalosporinas,
tienamicinas, Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i4.3831
Drug utilization study of two generic antibiotics in a tertiary hospital in Bogota

Introduction: The Colombian national pharmaceutical policy establishes as a strategy the generation of
greater pharmaco-epidemiological research at the national level, especially in the case of antibiotic drugs.
Objective: To provide local pharmaco-epidemiological evidence regarding the effectiveness, conditions
of use and safety of generic meropenem and cefepime in a tertiary hospital in Bogota.

Materials and methods: We conducted a descriptive, longitudinal and retrospective drug utilization
study. The data were collected from the medical histories of all the patients who had cefepime or
meropenem prescribed.

Results: We included 82 patients treated with cefepime and 91 treated with meropenem in the study.
Most of the patients were in services different from the intensive care unit (taking cefepime: 59.8%,
and meropenem: 52.7%). Only 21.9% of the patients treated with cefepime and 49% of those treated
with meropenem were seen by an infectious disease specialist. The antibiogram was performed for
47% and 60% of the patients treated with cefepime and meropenem, respectively. The most frequent
indication for cefepime were respiratory infections and for meropenem, genitourinary ones. Therapeutic
success rates were 61.7% for cefepime and 63.0% for meropenem.

Contribucioén de los autores:

José Julian Lopez, Angela Acosta y Francisco Rossi: disefio del estudio

Yira Cortazar: recoleccion de los datos

Todos los autores participaron en el andlisis de los datos y la escritura del manuscrito.
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Conclusions: This study contributes evidence regarding the therapeutic performance of two generic
antibiotics used in tertiary hospitals. There were no reports of therapeutic failure during the study
period. In the cases of non-response, pharmacokinetic alterations, unfavorable clinical conditions, and
inappropriate choice of antimicrobial treatment were identified as frequent factors.

Key words: Anti-bacterial agents; drugs, generic; drug utilization; cephalosporins; thienamycins; Colombia.
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Los medicamentos han contribuido a disminuir
notablemente la mortalidad, han reducido los
periodos de hospitalizacién y han propiciado una
mejor calidad de vida en millones de personas.
Sin embargo, también deben reconocerse sus
consecuencias negativas y el problema emergente
de su uso inadecuado, lo cual ha resultado en el
aumento de la morbilidad y la mortalidad debido
a la medicalizacion excesiva, la utilizacion simul-
tAnea de mdltiples medicamentos y el aumento
de la incidencia de las reacciones adversas a
medicamentos (1).

En el caso particular de los antibitticos, y ante el
surgimiento cada vez mas frecuente de microorga-
nismos resistentes a los productos disponibles,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
propuesto estrategias como el Plan de Accion
Mundial sobre la Resistencia Antimicrobiana, en
la cual se plantean retos importantes en materia
sanitaria con relacion a la forma de abordar las
acciones que mitiguen o eliminen el problema.
Este plan de accion establece como una prioridad
la recoleccion de informacion sobre la utilizacion
de los medicamentos en el &mbito clinico (2).

La informacién recabada en estudios en modelos
animales en los ultimos 10 afios en Colombia,
sugiere que el comportamiento de los productos
genéricos no es igual al de los llamados innova-
dores (3,4) y que, con los primeros, la aparicion
de resistencia es mas rapida y mas grave. Aunque
el valor de estos estudios se ha puesto en duda
en diversos &mbitos académicos internacionales
(Acosta A, Rossi F, Lopez J. Descripcion de evi-
dencia publicada a la fecha en Suramérica de
estudios que evallan la eficacia in vivo de antibio-
ticos genéricos. Péster: Xl Encuentro Internacional
de Farmacovigilancia; 11 de noviembre de 2015;
Medellin, Colombia) (5,6), siguen teniendo reper-
cusiones en la préctica clinica local (7).
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En la practica clinica, sin embargo, la efectividad
de un antibiético depende de factores como las
caracteristicas clinicas del paciente (edad, sexo),
el diagnéstico y la condicion clinica (estado nutri-
cional, comorbilidades), las caracteristicas de la
infecciéon (microorganismo, perfil de resistencia) y
las practicas de prescripcion (8). Por esta razén, es
importante documentar los patrones de su utiliza-
cion (prescripcion, dispensacion y administracion),
con el fin de evidenciar las posibles causas de sus
efectos positivos y negativos (9). En este contexto,
los estudios de utilizacion de medicamentos cobran
relevancia como un “campo multidisciplinario de
investigacion, tanto basica como aplicada, que
examina condiciones de uso, costo, calidad,
accesibilidad, dispensacién, administrativas vy
financieras de los medicamentos, asi como sus
resultados en prestacién de servicios de salud con
el objeto de incrementar el conocimiento y faci-
litar la comprension de la estructura, procesos y
efectos de la prestacion de servicios de salud en
individuos y poblaciones” (10).

En el campo de este tipo de estudios, se han
desarrollado nuevos métodos de investigacion que
exploran el efecto del uso de los medicamentos
en las poblaciones. En este sentido, los investiga-
dores académicos, la industria farmacéutica y
las agencias reguladoras han aplicado métodos
epidemiolégicos para generar informacién cierta
gue contribuya al uso seguro de los medicamentos,
entendiendo la epidemiologia como el estudio de
la distribucion y los factores determinantes de la
enfermedad en una poblacion (1).

En ese contexto, el objetivo del presente estudio
fue aportar informacién farmacoepidemiolégica
local en cuanto a la efectividad, las condiciones de
uso y la seguridad del meropenem y la cefepima,
en un hospital de alta complejidad en Bogota.

Materiales y métodos

Se desarrollé un estudio observacional, descriptivo
y longitudinal para hacer seguimiento a la utiliza-
cion de dos antibidticos de administracién paren-
teral en el hospital seleccionado. La informacion
se recolectd de forma retrospectiva, mediante la
revision consecutiva de las historias clinicas.
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Se estimé un tamafio de muestra de 82 pacientes,
utilizando la herramienta de calculo de muestra
de OpenEpi para proporciones y tomando como
parametros una prevalencia esperada de falla
terapéutica del 50 %, un error de tipo | del 10 %
y, para compensar posibles pérdidas, un 20 %
adicional de individuos.

El periodo de estudio para la cefepima fue del 1°
de julio del 2015 al 29 de febrero del 2016 v, para
el meropenem, entre el 1° y el 31 de octubre del
2015. Se incluyeron todos los pacientes que habian
recibido uno de los dos antibioticos en estudio.

Para caracterizar a los pacientes, se recolecté infor-
macién sobre variables sociodemogréficas (edad
y sexo), microbioldgicas (tipo de microorganismo,
perfil de resistencia) y clinicas, entre las que se
incluyeron, el diagnéstico infeccioso y las comorbili-
dades que deterioran el sistema inmunitario (cancer,
diabetes mellitus, desnutricion, alcoholismo, tras-
plante renal) o que pueden alterar la farmacociné-
tica (falla renal, deshidratacion, obesidad), asi como
los procedimientos invasivos. Asimismo, se recopild
informacion sobre la especialidad del médico que
prescribia (prescriptor), las dosis, la duracién del
tratamiento, la linea de uso del antibiético (profilaxis,
primera, segunda o tercera linea), los medicamen-
tos usados concomitantemente, y la aparicion de
reacciones adversas. Las potenciales interacciones
medicamentosas se analizaron utilizando la informa-
cion disponible en la base de datos Micromedex®.

Se defini6 como éxito del tratamiento antibiotico,
su suspension por cualquiera de las siguientes
causas: paso a la administracion por via oral
habiendo dado de alta al paciente o no, y mejoria
clinica o microbioldgica documentada en la historia
clinica. La falla terapéutica se consideré cuando se
habia presentado choque séptico, necesidad de
prescribir otro u otros antibidticos intravenosos sin
evidencia de resistencia, el traslado a un servicio
de mayor complejidad por causas asociadas con
la infeccién, o la muerte por alguna complicacién
infecciosa o por otras causas. Los casos de fracaso
terapéutico se analizaron de manera individual,
utilizando el algoritmo de Vaca, et al. (11). Al cal-
cular las tasas de éxito o falla terapéutica, no se
consideraron aquellos casos en que el diagndstico
de la infeccién no habia sido confirmado clinica
o microbiolégicamente, ni aquellos en los que el
cambio de antibiotico habia sido consecuencia
de los resultados del antibiograma (detecciéon de
microorganismos ‘multisensibles’ o resistencia a
los antibioticos estudiados).

400

Biomédica 2018;38:398-406

Los datos se analizaron mediante estadistica
descriptiva y los resultados se expresaron en
frecuencias porcentuales absolutas y relativas.
Ademas, se hizo un analisis bivariado explora-
torio para estimar la razén de momios (odds ratio,
OR) y el intervalo de confianza del 95 % entre
la falla terapéutica y algunas variables posible-
mente asociadas, utilizando el programa OpenEpi
(disponible en http://www.openepi.com/TwobyTwo/
TwobyTwo.htm).

Para controlar los sesgos, se disefid una herra-
mienta de recoleccion de datos sometida a una
prueba piloto con las historias clinicas no incluidas
en la muestra, la cual se ajust6 segun los resulta-
dos. Un profesional de la salud entrenado en este
campo calibré la digitaciéon de la informacion; para
evitar la fatiga, se dio el entrenamiento adecuado
y se establecié un tiempo de recoleccion. Ademas,
para controlar los factores de confusion, se estra-
tificaron las variables que asi lo requirieron.

Consideraciones éticas

En este tipo de investigacion se observa a los
participantes y se recopilan los datos de sus
historias clinicas, por lo que no implica ninguna
intervencién ni  modificacion intencionada de
variables bioldgicas, fisiologicas, psicolégicas o
sociales en seres humanos; se clasific6 como
una investigacion sin riesgo segun la Resolucién
8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.
El protocolo para mantener la integridad de la
informacion fue aprobado por los comités de
investigaciones y de ética de las instituciones par-
ticipantes. El estudio se ajusté a los lineamientos
Internacionales de investigacion de la Declaracion
de Helsinki y del informe Belmont.

Resultados

Las caracteristicas de los pacientes incluidos en
este estudio, se describen en el cuadro 1. En ambos
grupos, hubo predominio del sexo femenino. La
mayoria de los pacientes tratados con meropenem
(60,4 %) tenia entre 18 y 65 afios, en tanto que, en
el caso de la cefepima, su uso fue mas frecuente en
nifios entre los 0 y los 5 afios (36,6 %). Se observé
un uso frecuente de cefepima (40,2) y meropenem
(47,3 %) en las unidades de cuidados intensivos.

En cuanto a las comorbilidades que pueden afec-
tar el sistema inmunitario o la farmacocinética de
los antibidticos, se encontré que la desnutriciéon
fue la condicion mas frecuente en los pacientes
tratados con cefepima (23,3 %) vy, la diabetes
mellitus, en los tratados con meropenem (18,7 %).
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Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

Variable Cefepima Meropenem
(n=82) (n=91)
n % n %
Edad (afios)
Promedio 33,4+30,5 50,1+23,7
0a5 30 36,6 9 9,9
6al7 6 7,3 3 3,3
18 a 65 30 366 55 604
>65 16 19,5 24 26,4
Sexo
Masculino 48 585 56 61,5
Femenino 34 415 35 385
Servicio
Unidad de cuidados intensivos 33 40,2 43 47,3
Otro servicio 49 598 48 52,7
Comorbilidades*
Falla renal 6 7,3 8 8,8
Diabetes mellitus 9 11,0 17 18,7
Cancer 3 3,7 13 143
Desnutricion 19 23,2 4 4.4
Deshidratacién 11 134 9 9,9
Falla hepéatica 0 0,0 0 0,0
Alcoholismo 3 3,7 1 1,1
VIH/sida 4 49 2 2,2
Trasplante renal 0 0,0 0 0,0
Edema 16 19,5 13 14,3
Otra 7 8,5 3 3,3
Ninguna 26 31,7 21 231
Procedimientos invasivos
Dos 0 mas procedimientos 38 46,3 51 56,0
Solo un procedimiento 44 53,7 40 44,0
Ninguno 0 0,0 0 0,0
Promedio 33,4+30,5 50,1+237

*Los pacientes podian presentar mas de una comorbilidad

La proporcion de pacientes que no presentaba
ninguna de las enfermedades consideradas fue de
31,7 % en quienes recibian cefepima y de 23,1 %
en quienes recibian meropenem. Por dltimo, el
53,7 % de los tratados con cefepima habia tenido
un procedimiento invasivo y, el 56 % de los trata-
dos con meropenem, dos 0 méas (cuadro 1).

La duracion del tratamiento con cefepima en la
mayoria (52,4 %) de los pacientes, fue de hasta
siete dias (media: 8,5; desviacion estandar, DE=
5,5), en tanto que, en el caso del meropenem, la
mayor parte de ellos (64,9%) lo recibié hasta por
12 dias (media=10,4; DE=5,6) (figura 1). Las dosis
utilizadas de cefepima se ajustaron segun el peso
corporal en los pacientes pediatricos, pero no se
registraron ajustes de las dosis de ninguno de los
antibiéticos en los pacientes con alteracién de la
funcién renal o con alteraciones farmacocinéticas
(edema, desnutricién o deshidratacién).
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El consumo mensual de meropenem fue de 1.220,3
dosis diarias definidas (DDD) por mes (1,42 DDD/
paciente-dia). En el caso de la cefepima, en 13 de
las 82 historias clinicas revisadas no constaban
los datos completos del régimen antibiético (dosis,
frecuencia y dias de tratamiento). Su consumo en
los 69 pacientes restantes fue de 793 DDD/mes
(0,05 DDD/paciente-dia) y fue prescrita principal-
mente por médicos pediatras (35,4 %) y médicos
internistas (15,9 %), en tanto que el meropenem
lo fue por cirujanos (26,4 %) e internistas (17,6 %)
(cuadro 2).

Los dos antibidticos se usaron mas frecuente-
mente como segunda linea de tratamiento, en
tanto que su indicacién para profilaxis fue poco
frecuente (figura 2). Solamente el 21,9 % de los
tratados con cefepima y el 49 % de los tratados con
meropenem, tuvieron consulta con un infectélogo.
Ademas, se hizo cultivo o antibiograma para la
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Figura 1. Duracion del tratamiento antibidtico (%)

Cuadro 2. Especialidad del prescriptor del antibiético

Especialidad del Cefepima Meropenem
prescriptor (n=82) (n=91)

n % n %
Internista 13 15,9 16 17,6
Cirujano 3 3,7 24 26,4
Gineco-obstetra 1 1,2 0 0,0
Infectélogo 7 8,5 3 3,3
Intensivista 3 3,7 2 2,2
Ortopedista 1 1,2 0 0,0
Pediatra 29 35,4 6 6,6
Urélogo 5 6,1 4 4,4
Médico general 11 13,4 15 16,5
Oncologo 1 1,2 1 1,1
Nefrélogo 0 0,0 1 11
Neurdlogo 0 0,0 2 2,2
Otro 8 9,8 17 18,7
Total 82 100,0 91 100,0
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61,5
50,0
39,0
29,7
8,5 6,6
2,4 - 2,2
Cefepime (n=82) Meropenem (n=91)
W 1%linea [J2%linea [ 32linea M Profilaxis

Figura 2. Linea de tratamiento en la que se usaron los
antibiéticos (%)

identificacién del microorganismo en 47 % de los
tratados con cefepima y en 78 % de los tratados
con meropenem. El uso de otro antibiético simul-
taneo con algunos de los dos en estudio, se
registré en 52 de los pacientes (63,4 %) tratados
con cefepima y en 41 (45,1 %) de los tratados con
meropenem. Los antibidticos mas frecuentemente
utilizados simultaneamente con la cefepima, fueron
la clindamicina (n=21; 40,4 %) y la vancomicina
(n=18; 34,6 %); y en el caso del meropenem, la
vancomicina (n=17; 41,5 %), la amikacina (n=>5;
12,2 %) y la tigecilcina (n=5; 12,2 %).

La mayoria de las infecciones tratadas con cefe-
pima fueron respiratorias (n=26; 32,5 %) y, con
meropenem, genitourinarias (n=31; 34,8 %). La
mayoria de las infecciones habian sido adquiridas
en la comunidad, en 46 (63,9 %) de los tratados
con cefepima y en 65 (73 %) de los tratados con
meropenem. Menos de la mitad de las infecciones
tratadas con cefepima (n=28; 38,9 %) habian
sido confirmadas microbiolégicamente, en tanto
gue el uso de meropenem se registré con mayor
frecuencia (n=15; 16,9 %) en los casos en que
no habia evidencia microbiolégica de infeccion
(n=15; 16,9 %). En las infecciones tratadas con
los dos antibi6ticos, el microorganismo mas fre-
cuentemente identificado como agente causal fue
Escherichia coli.

En 15 (51,7 %) del grupo con cefepima y en 33
(56,9 %) del grupo con meropenem fue frecuente
detectar resistencia a los antibiéticos en los anti-
biogramas, aunque se detecté un mayor nimero
(6 casos) de resistencia especifica con la cefepima
(cuadro 3). En seis pacientes tratados con cefepima
y en uno tratado con meropenem, se cambié el
antibiotico al detectarse organismos resistentes o
‘multisensibles’ en los antibiogramas.
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En cuanto a las potenciales interacciones, se
encontrd una de caracter mayor de la cefepima con
la warfarina (incremento del riesgo de hemorragias)
y otra de caracter menor con la furosemida (incre-
mento de la toxicidad de la furosemida). En el caso
del meropenem, se detect6 una potencial interac-
cién significativa entre este y el &cido valproico, asi
como con la betametildigoxina (incremento en la
toxicidad del acido valproico y de la betametildigo-
xina). En ninguno de estos casos, las potenciales
interacciones comprometieron la actividad de los
antibiéticos involucrados. No se encontraron repor-
tes de reacciones adversas relacionadas con los
antibiéticos en las historias clinicas.

Cuadro 3. Caracteristicas de las infecciones de los pacientes
tratados con los antibiéticos en estudio

Cefepima Meropenem
Variable
n % n %
Sitio de infeccién? n=80 n=89
Intraabdominal 1 1,3 10 11,2
Respiratoria 26 32,5 8 9,0
Genitourinaria 15 18,8 31 34,8
Tejidos blandos 2 25 13 14,6
Bacteriemia/sepsis 12 15,0 22 24,7
Otra 18 225 6 6,7
No reportada 8 10,0 0 0,0
Tipo de infeccion n=72 n=89
Adquirida en la comunidad 46 63,9 65 73,0
Asociada al cuidado 26 36,1 24 27,0
Evidencia de infeccion n=72 n=89
Infeccién con prueba o8 38.9 72 80,9

microbiol6gica

Infeccién clinicamente 38 528 5 22

documentada
Sin evidencia de infeccion 6 8,3 15 16,9
Microorganismo aislado® n=29 n=58
Escherichia coli 13 44,8 14 24,1
Klebsiella pneumoniae 4 13,8 10 17,2
Proteus mirabilis 4 13,8 2 3,4
Otros 4 13,8 12 20,7
Staphylococcus aureus 2 6,9 2 3,4
Pseudomonas aeruginosa 2 6,9 10 17,2
Staphylococcus epidermidis 0 0,0 4 6,9
Enterobacter aerogenes 0 0,0 2 3,4
Enterobacter cloacae 0 0,0 2 34
Evidencia de resistencia n=29 n=58
Microorganismo resistente 15¢ 51,7 33d 56,9
Mlgroorgamsmo no 10 345 12 20,7
resistente
Mlcroprgamsmo no 4 13,8 13 22.4
desafiado

2 Los pacientes podian tener mas de una infeccién; ® Los pacientes
podian presentar mas de un microorganismo; ¢ Seis con resistencia a
cefepima; ¢ Tres con resistencia a meropenem
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En cuanto a los resultados terapéuticos, se observo
que en 61,7 % de los pacientes con diagndstico
confirmado de infeccién tratados con cefepima
y en 63,0 % de los tratados con meropenem, el
tratamiento tuvo éxito. En el cuadro 4 se presenta
la distribucion de los resultados evaluados.

Tras la aplicacion del algoritmo de Vaca, et al.
(9), para analizar fallas terapéuticas, se encontré
gue entre los pacientes que la presentaron, 21 de
los 22 tratados con cefepima y 14 de los 22 trata-
dos con meropenem presentaban comorbilidades
que alteraban la farmacocinética o enfermedades
gue afectaban el sistema inmunitario. Ademas,
todos los pacientes tratados con uno de los dos
antibioticos y que presentaron falla terapéutica,
habian sido sometidos por lo menos a un pro-
cedimiento invasivo.

En el analisis estadistico pudo observarse que la
influencia de los factores analizados fue diferente
segln los antibidticos estudiados. Solamente se
encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas en el caso del meropenem en cuanto a
la edad y, en el de la cefepima, en cuanto a la
presencia de condiciones clinicas que afectan la
reaccion al tratamiento antibiotico (cuadro 5).
Discusion

En la politica farmacéutica nacional formulada en
el 2012, se reconocid que el uso inadecuado de
los antibidticos y su relacion con el surgimiento de
resistencia microbiana es un desafio para la salud
en Colombia. En ese marco se definid la estrate-
gia de desarrollar proyectos de investigacién en
farmacoepidemiologia. A diferencia de los ensayos
clinicos, en los cuales los medicamentos se em-
plean bajo condiciones controladas, garantizando
su disponibilidad y un seguimiento acucioso del
paciente, los llamados “estudios de vida real” o real
world data permiten recopilar informacién sobre los
resultados y la efectividad de los medicamentos en
el uso cotidiano, situacion en la cual los limites de
los criterios de inclusion y de exclusion, asi como
las condiciones de seguimiento, son diferentes a
las de los estudios clinicos aleatorizados (12).

En la revisién hecha en este caso, no se encontra-
ron estudios sobre la utilizacion del meropenemy la
cefepima en Colombia, y fueron escasos aquellos
con un disefio similar al de este. En el caso del
meropenem, segun el estudio de Angkasekwinai,
et al., en Tailandia, la tasa de éxito terapéutico
se situd entre 63 y 70 % Vs. 63 % en el presente
estudio (13). En cuanto a la cefepima, en el estudio
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Cuadro 4. Resultados de los tratamientos antibidticos

Resultado Cefepima Meropenem
(n=60) (n=73)

Exito terapéutico 37 (61,7 %) 46 (63,0 %)

Dado de alta 17 12

Mejoria clinica 17 29

Mejoria microbiolégica 1 0

Traslado a un servicio 2 4

menos complejo

Otro 0 1

Falla terapéutica 22 (37,7 %) 22 (30,1 %)

Escalonamiento IV 15 13

Muerte por otras causas 7 8

Muerte por choque séptico 0 0

Chogue séptico 0 1

Sin informacién sobre el 1 (1,6%) 5 (6,9 %)

resultado

de Badard, et al., en Brasil, se reportd una tasa de
éxito terapéutico del 90 %, mayor de la encontrada
en el presente estudio (14), diferencia que podria
deberse a una mayor probabilidad de resistencia a
este antibidtico en la institucion estudiada, con un
mayor ndamero reportado de casos de resistencia
especifica. Cabe destacar que esta comparacion
de resultados tiene un alcance limitado, ya que la
practica clinica puede variar de un pais a otro.

Los resultados de este estudio también evidenciaron
algunas practicas en el uso clinico de los antibioti-
cos que pueden considerarse poco adecuadas,
entre ellas, la falta de consulta con el infect6logo,
asi como el hecho de que no se hicieron cultivos
o antibiogramas en casos en que la situaciéon
clinica del paciente lo permitia, medidas estas que
hubieran facilitado la adopcion de la mejor opcion de
tratamiento antibiético. También, llamé la atencion
el uso de estas alternativas de tratamiento como
profilaxis; el que no se registraron los diagnosticos
de infeccion a pesar del uso y el escalonamiento
de los antibidticos; el uso de antibiéticos en casos
de infecciones virales o flangicas, asi como la
gran frecuencia del uso de dos o0 mas antibiéticos
simultaneamente, todo lo cual puede aumentar el
riesgo de resistencia bacteriana y comprometer la
posibilidad de hacer un seguimiento del uso de los
antibiéticos a nivel institucional.

Aungue en Colombia la regulacion exige la con-
formacién de los llamados comités institucionales
de infecciones como una estrategia para garantizar
el uso adecuado de los antibiéticos, aun existen
falencias, como la falta de estandarizacion de
los procesos de vigilancia, y la poca capacita-
cién del personal encargado de la vigilancia y del
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Cuadro 5. Andlisis estadistico
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Caracteristicas

Cefepima (n=59)

Meropenem (n=68)

Exito Falla  Odds Intervalo de Exito Falla Odds Intervalo de
ratio confianza ratio confiana
Sexo
Femenino 18 8 1,66 0,56 — 4,89 20 8 1,35 0,47 - 3,83
Masculino 19 14 26 14
Edad (afios)
Hasta 60 8 7 0,59 0,18-1,94 33 9 3,67* 1,26 — 10,64
Mayor de 60 29 15 13 13
indice de masa muscular, IMC (kg/m2)
IMC hasta 20 18 8 1,66 0,56 — 4,89 10 3 1,76 043- 7,17
IMC >20 19 14 36 19
Procedimientos invasivos
Sin procedimientos - - 0,43 0,15-1,29 - - 1,11 0,40- 3,11
Un procedimiento? 16 14 20 9
Dos procedimientos 0 méas 21 8 26 13
Condiciones que afectaron la reaccion
al antibidtico®
Si 18 21 0,05  0,005-0,37 33 18 0,56 0,16 — 1,99
No 19 1 13 4
Servicio
Unidad de cuidados intensivos 14 12 0,51 0,17-1,48 17 10 0,70 0,25- 1,97
Otro servicio 23 10 29 12
Intencion de tratamiento
Primera linea 15 10 0,82 0,28 —2,37 26 14 0,74 0,26 — 2,12
Segunda/tercera linea 22 12 20 8
Antibiograma
Si 25 10 2,50 0,85-7,40 44 22 -¢ -
No 12 12 2 0
Consulta con infectélogo
Si 9 5 1,09 0.31-3,81 26 12 1,08 0,39- 3,01
No 28 17 20 10
Uso simultaneo de varios antibiéticos
Si 22 17 0,43 0,13-1,42 23 10 1,20 0,43- 3,32
No 15 5 23 12

@ Referencia para los célculos; ® Condiciones que afectan la farmacocinética del antibiético y condiciones clinicas que comprometen la reaccion
inmunitaria del paciente; ¢ No fue posible calcular la OR por el valor cero; * p<0,05

disefio de los programas de seguimiento del uso
de los antibiéticos a nivel institucional (15,16). El
fortalecimiento de dichos comités (17), ademas de
otras estrategias como la definicion de protocolos
institucionales para el uso de antibiéticos con
participacion de los prescriptores (18) y una mayor
participacion de los infectélogos en la atencién
del paciente (19), pueden contribuir a reducir el
uso inapropiado de los antibiéticos y prevenir la
aparicién de la resistencia microbiana, segun las
recomendaciones de la Organizacién Mundial de
la Salud (19).

En este trabajo fue particularmente llamativo el
gue no se encontraran reportes de falla terapéutica
0 de reaccion adversa a los medicamentos, a
pesar de que en un porcentaje de casos no se
consiguieron los resultados esperados. Una de
las razones que ayuda a explicar este hecho seria
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la poca disposicion de los médicos a diligenciar
los informes de farmacovigilancia que, en buena
medida, se debe al desconocimiento de su
necesidad y utilidad (20,21). Asimismo, puede
ser que, en pacientes con infecciones graves y
compromiso inmunolégico o una gran probabilidad
de resistencia, los médicos esperan proporciones
de fracaso terapéutico importantes y, por ello, no
percibirian como una “falla terapéutica que debe
reportarse” el que no se obtengan los resultados
clinicos esperados.

Para poder determinar la naturaleza de las fallas
terapéuticas en cerca de la tercera parte de los
pacientes, se utiliz6 el algoritmo de Vaca, et
al. (11), en el cual se establecen ocho factores
relacionados con el resultado (falla terapéutica).
Estos factores se evallan planteando preguntas
sobre el comportamiento del factor de riesgo cuyas
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respuestas permiten describir el comportamiento
del medicamento en las condiciones de uso sefia-
ladas en los registros, con el fin de determinar la
causalidad entre la existencia del factor y los resul-
tados terapéuticos obtenidos.

El algoritmo debe aplicarse a cada registro de
manera individual. En este caso, al evaluar la
causalidad de la falla terapéutica con productos
farmacéuticos de la misma tecnologia, las carac-
teristicas de la cinética del medicamento seran
las mismas en todos los casos. En este sentido,
el algoritmo hace referencia a si la cinética del
farmaco es de naturaleza compleja y si a ella se
puede atribuir la falla terapéutica o no. En el caso
de los antibiéticos en estudio, su administracion
por via parenteral permite una absorcion completa
y se presenta un area bajo la curva (area under
the curve, AUC) que aumenta proporcionalmente
al incrementar la dosis, lo cual permite establecer
cuales farmacos siguen una cinética lineal. La
eliminacién se da principalmente por via renal,
casos en que se puede recuperar entre el 60 y el
80 % del farmaco intacto en la orina (22), con lo
cual se puede descartar que los antibiéticos estu-
diados respondieran a un modelo farmacocinético
complejo y policompartimental relacionado con la
posible falla terapéutica.

Entre los elementos que pueden alterar la reac-
cién al tratamiento antibiético, se encuentran con-
diciones especificas como desnutricion, edema,
deshidratacién, diabetes y falla renal. En este
ultimo caso, los farmacos son eliminados por el
rifién. Dicha via y la falla alteran la depuracion
basal, lo que requiere de un ajuste de dosis, con
el fin de no generar depdsitos del farmaco que
puedan provocar toxicidad por su concentracion
en el organismo.

Dado que ningin medicamento ha mostrado
una eficacia del 100 % en los ensayos clinicos,
ni una efectividad plena en la practica clinica,
incluso cuando se utiliza en las dosis adecuadas y
siguiendo las indicaciones previstas (23), los resul-
tados del presente estudio ponen en evidencia
gue la eficacia de los antibiéticos usados hospita-
lariamente depende de una compleja interaccién
de las caracteristicas de los pacientes, de los
microorganismos y de los farmacos, como lo han
sugerido McKinnon, et al. (8).

Este estudio aporta informaciéon sobre el desem-
pefio terapéutico de antibidticos empleados en
los hospitales, la cual puede resultar Gtil en la dis-
cusién en torno de asuntos controversiales como
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las diferencias en la eficacia terapéutica de los
medicamentos genéricos (in vitro y en modelos
animales) comparados con aquellos desarrollados
con tecnologia de avanzada.

En las historias clinicas revisadas, no se regis-
traron reacciones adversas a medicamentos ni
reportes de falla terapéutica con el uso de los
antibiéticos estudiados. En los casos en que no
hubo reaccién terapéutica, se presentaron factores
como alteraciones farmacocinéticas que pudieron
haber modificado los indices de farmacocinética
y farmacodinamica, condiciones clinicas desfavo-
rables y una eleccién inadecuada del tratamiento
antimicrobiano. En este sentido, se detectaron
casos de utilizacion profilactica (no quirGrgica), sin
diagndstico confirmado de la infeccién, asi como
prescripciones hechas por médicos generales.
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Caracterizacion de las potenciales interacciones farmacoldgicas
en pacientes de una unidad de cuidados intensivos
en un hospital de tercer nivel de Bogota

Marcela Hernandez, Gabriel Tribifio, Carlos Bustamante
Departamento de Farmacologia Clinica y Terapéutica, Universidad de La Sabana, Chia, Colombia

Introduccién. Las interacciones farmacolégicas ocurren con mayor frecuencia en las unidades de
cuidados intensivos que en otros servicios. Sin embargo, en Colombia son pocos los estudios en que
se han evaluado en pacientes criticamente enfermos.

Objetivos. Caracterizar las potenciales interacciones farmacoldgicas en las prescripciones de
pacientes hospitalizados en una unidad de cuidados intensivos y determinar los factores asociados
con su aparicion.

Materiales y métodos. Se analizé una cohorte retrospectiva de pacientes hospitalizados en una unidad
de cuidados intensivos, durante un periodo de siete meses. Las prescripciones diarias se evaluaron
en busca de potenciales interacciones farmacoldgicas mediante el programa Lexicomp™. Se calculé
la incidencia de interacciones, se clasificaron segin su tipo, gravedad y grado de documentacion, y se
evaluaron los factores asociados con su aparicion mediante regresién logistica.

Resultados. La proporcién de pacientes con por lo menos una interaccion fue de 84 %, en tanto que
el 87 % present6 méas de una interaccion; la mediana fue de seis interacciones por paciente. La mas
frecuente fue entre el fentanilo y el midazolam (23 %). Las interacciones de gravedad y grado de
documentacion moderados fueron las mas frecuentes (77,6 y 52,6 %, respectivamente). El farmaco
indice mas frecuente fue el midazolam (12 %) y el precipitante mas frecuente, el fentanilo (10,6 %). La
edad (odds ratio, OR=3,1) y el nUmero de medicamentos (OR=11,8), se asociaron con la apariciéon de
interacciones.

Conclusiones. Dada su elevada frecuencia y potencial impacto negativo es importante vigilar
sistematicamente las prescripciones en cuidados intensivos para detectar las interacciones, con el fin
de contribuir al uso racional de los medicamentos y a mejorar la calidad de la atencién.

Palabras clave: interacciones medicamentosas; cuidados criticos; prescripciones de medicamentos;
incidencia; factores de riesgo; estudios de cohortes.
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Characterization of potential drug-drug interactions in patients hospitalized in the intensive
care unit of a tertiary hospital in Bogota

Introduction: Drug-drug interactions occur more frequently in intensive care units than in other
services. However, in Colombia, there are few studies on this problem in critically ill patients.
Objectives: To characterize potential drug-drug interactions generated from prescriptions during
hospitalization in an intensive care unit and to determine factors associated with their onset.

Materials and methods: A retrospective cohort was assembled with patients hospitalized in an
intensive care unit for a seven-month period. The daily prescription was assessed for potential drug-
drug interactions using the Lexicomp® program. We calculated the incidence of interactions, classified
them by type, severity, and level of documentation, and evaluated the factors associated with their
onset using logistic regression.

Results: The proportion of patients with at least one interaction was 84% while 87% had more than one
interaction; the median was six interactions per patient. The most frequent was fentanyl and midazolam
(23%). Moderate interactions were the most frequent by severity (77.6%) and by documentation
(52.6%). The most common index and precipitating drugs were midazolam (12%) and fentanyl (10.6%),
respectively. Age (OR=3.1) and the number of drugs (OR=11.8) were associated with the occurrence
of interactions.
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Conclusions: Given their high frequency and potential negative impact, the systematic monitoring of
prescriptions in intensive care units to detect interactions is important. Such monitoring contributes to
the rational use of medicines and to improve the quality of care.

Key words: Drug interactions; critical care; drug prescriptions; incidence; risk factors; cohort studies.
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El tema de las interacciones farmacolégicas recibe
cada vez mayor atencion como consecuencia del
creciente desarrollo de nuevos medicamentos
durante los ultimos 20 afios (1). Estas interaccio-
nes son frecuentes, pueden impactar de forma
negativa los resultados en salud y son parte del
70,4 % de los problemas prevenibles relaciona-
dos con medicamentos. Ademas, la proporcion
de reacciones adversas prevenibles causadas por
interacciones oscila entre 35y 81 % (2,3).

En una revision de la literatura, Becker, et al. (4),
encontraron que 0,57 % de los ingresos hos-
pitalarios y 0,12 % de los reingresos se debian a
interacciones farmacolégicas y, aunque el nimero
puede parecer modesto, resulta significativo si
se tiene en cuenta el promedio general de hos-
pitalizaciones y reingresos (4). En pacientes
hospitalizados, se ha reportado que entre el 3 y
el 5 % de las reacciones adversas prevenibles
pueden deberse a interacciones farmacolégicas
(3,4). En diversos estudios, la prevalencia de tales
interacciones en las unidades de cuidados inten-
sivos ha oscilado entre el 11 y el 85 % (1,5,6),
dependiendo del nimero de pacientes incluidos y
los sistemas de verificacion que se empleen para
detectarlas y clasificarlas seguin su gravedad.

Son pocos los estudios que se han llevado a cabo
sobre la relevancia clinica de tales interacciones.
En 2011, Reis, et al., encontraron que estas se
habian presentado en el 70 % de las prescrip-
ciones evaluadas, 23 % de las cuales fueron clini-
camente relevantes (7). Sin embargo, segun el
método de clasificacién que se utilice, esta Ultima
proporcién puede disminuir a 12 % (8,9). Entre
las consecuencias derivadas de las interacciones
farmacologicas, se encuentran las complicaciones
de las condiciones de base, el incremento de la
estancia hospitalaria y el aumento en la mortalidad
(10,11). Segun los National Institutes of Health
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de los Estados Unidos, ocurren entre 44.000 y
98.000 muertes al afio a causa de errores meédi-
cos (12), de las cuales 7.000 son el resultado de
reacciones adversas a medicamentos, y de estas,
cerca de 6,9 % corresponden a interacciones
farmacolégicas (13).

Por otra parte, los pacientes en mayor riesgo de
presentar interacciones medicamentosas son: los
que reciben varios farmacos a la vez, los infec-
tados con HIV, los que han recibido trasplantes
y los criticamente enfermos (14). Estos ultimos
pueden llegar a recibir hasta 15 medicamentos
simultineamente y, ademas, presentan cambios
en la farmacocinética que contribuyen a aumentar
el riesgo (1).

En Colombia, la investigacion de las interacciones
farmacoldgicas sigue siendo limitada. Hay estudios
sobre grupos farmacoldgicos particulares, pero, en
un contexto mas amplio y en unidades de cuidados
intensivos, son escasas. La falta de informacion
en este campo especifico impide detectar oportu-
namente un problema que aumenta la morbimor-
talidad, el cual podria prevenirse mediante herra-
mientas validadas que estadn disponibles para el
personal de salud y permiten la prescripcién mas
racional y segura de medicamentos.

El objetivo de este estudio fue detectar las interac-
ciones entre los medicamentos prescritos durante
la estancia en una unidad de cuidados intensivos vy,
ademas, caracterizar su frecuencia, tipo, gravedad,
grado de documentacion y farmacos mas frecuente-
mente implicados; asimismo, evaluar la asociacion
entre dichas interacciones y las variables de edad,
sexo, nimero de medicamentos prescritos, nimero
de prescriptores y dias de estancia.

Materiales y métodos
Tipo de estudio y poblacién

Se hizo un estudio retrospectivo de cohorte. La
cohorte se seleccion6 de los pacientes hospi-
talizados en la unidad de cuidados intensivos de
una clinica de tercer nivel de un municipio del
departamento de Cundinamarca (Colombia), entre
el 1° de junio y el 31 de diciembre de 2013; esta
unidad cuenta con 22 camas.
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Se incluyeron los pacientes mayores de 18 afios
de cualquier sexo, hospitalizados por cualquier
causa, con una estancia mayor o igual a 24 horas, a
quienes se les habian prescrito, por lo menos, dos
medicamentos durante el periodo de estudio. Se
excluyeron los pacientes que recibian Unicamente
formulaciones de nutricion parenteral o entérica.

Detecciony caracterizacion delas interacciones
farmacolo6gicas

Para la deteccion, se revisé la prescripcion diaria
de cada paciente durante su estancia en la
unidad segun el registro en la base de datos de
la institucion, a cargo exclusivamente del personal
médico de la unidad.

Se aplicé el identificador de interacciones del
programa Lexicomp™, version 2014, desarrollado
por el Grupo Wolters Kluwer. La identificaciéon y la
clasificacién de las interacciones generadas por
esta herramienta, no difieren significativamente de
las obtenidas mediante Micromedex™ (15). Con
Lexicomp™, las interacciones farmacoldgicas se
clasifican segun el grado de documentacién, como
excelentes, buenas, deficientes o desconocidas;
segun la gravedad, como menores, moderadas,
mayores o contraindicadas (cuadro 1); segin el
tiempo de aparicién, como tempranas (<24 horas)
o tardias (>24 horas), y segun su tipo, como
farmacocinéticas, farmacodinamicas o mixtas (16).

También, se registraron el tiempo de aparicion de
la primera interaccién y el tiempo de exposicién en
dias. Los datos sobre edad, sexo, diagnoéstico de
ingreso, estancia hospitalaria, nimero de prescrip-
tores y total de medicamentos prescritos también
se extrajeron de la base de datos de la clinica,
suministrada en formato de libro de Excel™ para
su analisis. La base de datos contenia la informa-
cién de la historia clinica electronica, en la cual las
formulaciones diarias registradas tienen un enlace
con el departamento de farmacia hospitalaria.

Interacciones farmacolégicas en unidades de cuidados intensivos

Analisis de datos

Las medidas de frecuencia calculadas fueron las
siguientes.

1. Tasa de incidencia (nUmero de pacientes con una
0 mas interacciones, sobre la suma de persona-
dia de estancia en la unidad de cuidados inten-
sivos). Para los pacientes que presentaron varias
interacciones, el denominador se calculé teniendo
en cuenta el tiempo desde el ingreso a la uni-
dad de cuidados intensivos hasta el momento
en el que se presentd la primera interaccion.

2. Proporcién de pacientes con una 0 mas inter-
acciones (pacientes con interacciones, sobre
namero total de pacientes).

3. Proporcion de pacientes con dos o mas inter-
acciones (numero de pacientes con dos 0 mas,
sobre numero de pacientes con una o0 mas.

4. Tasa absoluta (nUmero total de interacciones/
duracion global en dias del periodo de obser-
vacion).

5. Proporcién de prescripciones con una 0 mas
interacciones sobre el ndmero total de pres-
cripciones).

Los pacientes con interacciones y sin ellas se
compararon en cuanto a edad, nimero de medi-
camentos recibidos y tiempo de estancia mediante
la prueba t de Student, y en cuanto a sexo y
morbilidad, mediante la prueba de ji al cuadrado.
También, se compararon los pacientes con por
lo menos una interaccion mayor y aquellos con
interacciones moderadas o leves, empleando las
mismas variables y pruebas estadisticas.

Los factores asociados con las interacciones
se evaluaron mediante un andlisis de regresion
logistica en el que la variable dependiente fue
la presencia de por lo menos una interaccién y
las variables independientes, la edad, el sexo, el
ndmero de prescriptores, la duracion de la estancia

Cuadro 1. Clasificacion de interacciones segun el programa Lexicomp™

Categoriade Definicién de gravedad

Nivel de documentacion

gravedad
X Contraindicada Excelente: comprobada con buenos estudios clinicos
D Mayor: puede causar dafio o requerir manejo. Buena: bien documentada, y es conocida.
No validada por estudios clinicos
C Moderada: puede exacerbar la condicion clinica o Moderada: hay datos sugestivos. Buena
requerir modificaciones en el tratamiento. documentacion para un farmaco similar
B Menor: puede tener minimos efectos clinicos y no Deficiente: datos muy limitados, pero teéricamente
requerir modificacion. posible
A No se conoce. No se conoce.
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y el numero de medicamentos. Inicialmente, se
hizo un analisis bivariado y, luego, las variables
gue presentaron un valor de p menor de 0,05 se
incluyeron en un analisis de regresién logistica
multiple. En este andlisis no se incluyeron las
interacciones clasificadas como deficientes. Dado
gue los pacientes con interacciones intencionadas
pero con potencial de riesgo, pueden representar
un grupo etiolégicamente diferente, se hizo un
andlisis de sensibilidad repitiendo los analisis de
regresion sin tener en cuenta a dichos sujetos.

El tamafio de la muestra se calculé para estable-
cer la asociacion mediante el enfoque de casos
por variable independiente. Tomando 12 casos por
variable independiente, se requerian 84 casos de
interaccion farmacoldgica. Se asumié una frecuen-
cia de pacientes con por lo menos una interaccion
del 50 %, una frecuencia de pacientes con interac-
ciones deficientes del 10 % y una frecuencia de
pacientes con interacciones benéficas pero con
riesgo potencial del 10 % (los cuales no se tuvieron
en cuenta en el andlisis de sensibilidad).

Asi, con un 30 % de pacientes con interacciones
farmacoldgicas elegibles para el analisis de sen-
sibilidad, se requeria un total de 280 pacientes, a
lo cual se sumé un 10 % de no elegibles, para un
tamafio de muestra de 308. Dado que el periodo
durante el cual se atendié un nimero de sujetos
igual o superior al tamafio de muestra calculado
fue entre el 1° de junio y el 31 de diciembre del
2013, se decidié evaluar a todos los pacientes
hospitalizados en la unidad de cuidados intensi-
vos durante ese periodo (N=356). Con el nimero
de pacientes que resultaron elegibles (N=312), se
obtenia un poder mayor de 80 % para encontrar
asociaciones estadisticamente significativas con
una razén de momios (OR, Odds Ratio) mayor
de 2. La base de datos se elabor6 en Excel™,
version 2013, y el analisis estadistico se hizo con
el programa Stata 12™.

El estudio se sometié a consideracion del comité
de investigacion y ética de la institucion y se
obtuvo la aprobacién para el uso de su base de
datos, la cual fue entregada a los investigadores
por un funcionario del departamento de infor-
mética designado por el comité. Los resultados
se presentaron a la institucion, la cual estableci6
planes de farmacovigilancia activa y brindé educa-
cion a la comunidad médica, asi como un mejor
acceso a las herramientas disponibles para eva-
luar las interacciones con la intervencion activa del
departamento de farmacologia clinica.
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Resultados

En el estudio se incluyeron 312 pacientes. Las
causas de exclusion se presentan en la figura 1y,
las caracteristicas de los pacientes, en el cuadro
2. En 263 pacientes (84 %) se presentd, por lo
menos, una interaccion. La tasa de incidencia
fue de 5,8 por 10 persona-dia de estancia en la
unidad de cuidados intensivos. La proporcion de
pacientes con mas de una interaccion fue de 87 %
(229/263) y, en estos, la mediana del nimero de
interacciones fue de seis (rango intercuartilico:
6-9). La tasa absoluta fue de siete interacciones
por dia, la mediana de tiempo para la primera
interaccién fue un dia (rango intercuartilico: 1-2) y
la mediana de tiempo de exposicién a la interac-
cion fue de cuatro dias (rango intercuartilico: 3-9).

Total de pacientes
entre el 1° de junio a 31
de diciembre del 2013

356 pacientes

No elegibles Elegibles

312 (87,6 %)

Estancia  Estancia en unidad de
<24 horas cuidados intermedios

[9 pacientesJ [27 pacientesJ 8 pacientes ]

44 (14,1 %)

< 18 afios

Figura 1. Flujograma de pacientes

Cuadro 2. Caracterizacién de la poblacién estudiada (n=312)

Variable Medida de resumen
Sexo masculino, n (%) 169 (54,1)
Edad (afios) (media + DE*) 55,09 + 21,6
Tiempo de estancia (dias) 55+ 3,98
(media + DE)

Medicamentos prescritos por 17 (11-22)
paciente (mediana, RI)

NUmero de prescriptores por 4 (3-6)

paciente (mediana, RI)

Grupos de diagnosticos de Cardiovascular 96 (30,8)

ingreso mas frecuentes, n (%) Neurolégico 78 (25)
Infeccioso 57 (18,3)
Metabdlico 24 (7,7)
Renal 16 (5,1)
Ortopedia 6 (1,9

DE: desviacion estandar; RI: rango intercuartilico
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Se evaluaron 5.315 prescripciones, de las cuales
1.514 (28,5 %) presentaron por lo menos una inter-
accion, con una mediana de interacciones por
prescripcién de cinco (rango intercuartilico: 2-8).
Las caracteristicas de las interacciones detectadas
se presentan en el cuadro 3. La interaccion mas
frecuente fue la de fentanilo con midazolam,
seguida por la de enoxaparina con potasio, y ome-
prazol con losartdn. Las diez interacciones mas
frecuentes se resumen en la figura 2. Los farmacos
precipitantes mas frecuentes fueron el fentanilo y
la dexametasona, y los farmacos indice mas fre-
cuentes, el midazolam y el fentanilo (figuras 3y 4).

Segun la gravedad, las interacciones moderadas
fueron las mas frecuentes (con la combinacién de
fentanilo y midazolam, en primer lugar), seguidas

Cuadro 3. Caracterizacion de las interacciones detectadas

Interacciones farmacolégicas en unidades de cuidados intensivos

por las mayores (con la combinacion de fenitoina
y midazolam, en primer lugar). Las diez interac-
ciones moderadas o mayores mas frecuentes
se presentan en el cuadro 4. No se detectaron
interacciones menores ni contraindicadas.

En cuanto al grado de documentacion, la mayor
proporcién de interacciones se clasificaron como
moderadas (n=797), las tres mas frecuentes fue-
ron las de enoxaparina y cloruro de potasio (n=35;
4,4 %), omeprazol y losartdn (n=33; 4,1 %) y
bromuro de ipratropio y fenitoina (n=23; 2,9 %).
Las tres interacciones con buena documentacion
mas frecuentes fueron: fentanilo y midazolam
(n=71; 11,6 %), fentanilo y propofol (n=18; 2,9 %),
y fentanilo y morfina (n=16; 2,6 %). Las interac-
ciones con documentacion excelente fueron las
menos frecuentes (n=82); entre estas, la de
mayor frecuencia fue la de gluconato de calcio
y amlodipino (n=12; 14,6 %), seguida por la de
claritromicina y midazolam (n=6; 7,3 %) y la de
nimodipino y fenitoina (n=6; 7,3 %).

Al comparar a los pacientes que presentaron inter-
acciones con quienes no, se encontrdo que los
primeros eran de mayor edad (media de 57,1 Vs.
43,8 afios; p=0,0001), recibieron un mayor niimero
de medicamentos (media 18,5 Vs. 9,3; p=0,000),
en la formulacién intervino un mayor ndmero de
prescriptores (media 4,9 Vs. 3,1; p=0,000) y su
estancia fue mas prolongada (media 6 Vs. 2,9
dias; p=0,000). Las diferencias en cuanto al sexo
y los grupos de diagnostico de ingreso no fueron
estadisticamente significativas.

Al comparar los pacientes que presentaron interac-
ciones mayores con quienes presentaron inter-
acciones moderadas, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa para las variables

Caracteristica n %
Presentacion

Temprana (<24 horas) 903 59,7

Tardia (>24 horas) 611 40,3
Tipo de interaccién

Farmacodinamica 893 55,5

Farmacocinética 560 37,0

Mixta 25 1,7

Desconocida 35 2,3
Gravedad

Mayor 337 22,2

Moderada 1.175 77,6
Documentacion

Excelente 82 54

Buena 611 40,3

Moderada 797 52,6

Deficiente 24 1,6
Tiempo de exposicion (dias)

<2 305 20,1

3a5b 929 61,4

>5 280 18,5
Interacciones benéficas 176 11,6

23,0%

16,5%
12,0%
9,4%
7,8%
! 7,1% 0,
I . 6,5% 6,1% 6,1% 55%
Fentanilo + Enoxaparina Omeprazol Sulfato de Bromuro de Fenitoina+ Fentanilo+ Sulfato de Fentanilo + Amlodipino +
midazolam  + potasio + losartan magnesio + ipratropio + midazolam furosemida magnesio +  propofol losartan
cloruro fentanilo fentanilo midazolam

Figura 2. Interacciones mas frecuentes
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10,6

Porcentaje (%)

Figura 3. Farmacos precipitantes mas frecuentes en las
interacciones detectadas (n=1.514)

12,0

Porcentaje (%)

Figura 4. Farmacos indice mas frecuentes en las interacciones
detectadas (n=1.514)

de nimero de medicamentos recibidos (20,5 Vs.
16,4, respectivamente; p=0,000), de nimero de
prescriptores (media 5,5 Vs. 4,4; p=0,00) y de
duracién de la estancia en dias (media 7,6 Vs.
4,5; p=0,00). No se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas en cuanto a la edad y
el sexo.

En el andlisis bivariado se encontré que una edad
mayor de 60 afios, un nimero de prescriptores
mayor de cuatro, una estancia mayor de tres dias,
y recibir mas de diez medicamentos, aumentaban
en forma significativa la posibilidad de que se
presentara, por lo menos, una interaccion (cuadro
5). Sin embargo, al introducir estas variables en el
analisis de regresion multiple, solamente la edad y
el numero de medicamentos prescritos retuvieron
la significacién. El ser mayor de 60 afios aumenté
la posibilidad de que se presentara, por lo menos,
una interaccion en 3,1 veces, en tanto que recibir
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Cuadro 4. Interacciones mayores y moderadas mas frecuentes

n %
Gravedad mayor (n=337)
Fenitoina + midazolam 21 6,2
Dexametasona + midazolam 16 4,7
Omeprazol + atorvastatina 15 4.5
Fluconazol + fentanilo 12 3,6
Metoclopramida + haloperidol 12 3,6
Dexametasona + haloperidol 9 2,7
Fenitoina + dexametasona 9 2,7
Dexametasona + losartan 8 24
Haloperidol + fentanilo 8 24
Claritromicina + fentanilo 6 1,8
Diez mas frecuentes 116 34,4
Gravedad moderada (n=1.175)
Fentanilo + midazolam 69 5,9
Enoxaparina + potasiocloruro 37 31
Omeprazol + losartan 37 31
Sulfato de magnesio + fentanilo 29 25
Bromuro de ipratropio + fentanilo 24 2,0
Fentanilo + furosemida 20 1,7
Sulfato de magnesio + midazolam 19 1,6
Fentanilo + propofol 18 15
Amlodipino + losartan 16 1,4
Fentanilo + morfina 16 1,4
Diez mas frecuentes 285 24,3

entre 11 y 20 medicamentos la aument6 en 11,8
veces (cuadro 6). En el andlisis de sensibilidad,
el cual no incluyé las interacciones favorables,
se encontraron asociaciones estadisticamente
significativas con las mismas variables, aunque
con efectos de menor magnitud.

Discusion

En este estudio la proporcién de pacientes con
interacciones farmacoldgicas se ubicé en el rango
reportado en otros (53-87,9 %) (1,6,7). Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que las metodologias de
dichos estudios difieren: en algunos, como el de
Caribé, et al. (5), se hizo una evaluacion pros-
pectiva y observacional en cohortes pequefias
(86 pacientes), en tanto que, en otros, como el de
Carvalho (17), se estimé la prevalencia en momen-
tos especificos de la hospitalizacion y en grupos
grandes (1.124 pacientes); ademas, la sensibilidad
y la especificidad de los programas utilizados para
detectar las interacciones también variaba, todo
lo cual dificulta la comparacién de sus resultados.
Un factor que pudo contribuir a la gran frecuencia
de interacciones hallada en el presente estudio,
es que Lexicomp™ es de los pocos programas
gue actualiza diariamente la informacién, lo cual
aumenta la sensibilidad para la deteccion de
interacciones (15).
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Cuadro 5. Andlisis bivariado de la presencia de interacciones

Interacciones farmacolégicas en unidades de cuidados intensivos

Variable

Odds ratio (IC

95%)

Todas las interacciones
(n=306)

Sin interacciones favorables
(n=194)

Sexo (femenino Vs. masculino)
Edad (afos) (>60 Vs.<60)

Ndmero de prescriptores (>4 Vs. <4)
Estancia (dias) (Vs. 1-3)

4-6 3,3 (1,6-6,7), p=0,001
>7 37,3 (4,5-278,5), p=0,000

Numero de medicamentos (Vs. =10)
11-20
>20

0,95 (0,5-1,8), p=0,890
3,15 (1,6-6,3), p=0,001
6,42 (2,9-14,8), p=0,000

11,7 (5,5-24,8), p=0,000
*

0,99 (0,5-1,9), p=0,99
2,79 (1,3-5,8), p=0,006
4,65 (2,0-10,6), p=0,000

3,11 (1,5-6,6), p=0,003
27 (3,5-205,5), p=0,001

8,4 (3,8-18,4), p=0,000
*

* Todos los pacientes que recibieron mas de 20 medicamentos presentaron por lo menos una interaccién, segun el analisis bivariado.

Cuadro 6. Andlisis de regresion logistica multiple (se muestran solo las variables que retuvieron la significacion estadistica)

Variable

OR (IC

95%)

Todas las interecciones (n=206)

Sin interacciones favorables (n=146)

Edad (>60 Vs. <=60 afios)

Nidmero de medicamentos (Vs.<=10)
11-20
>20

3,1 (1,37-7,0), p=0,007

11,8 (5,4-25,6), p=0,000
*

2,9 (1,22-6,8), p=0,015

8,8 (3,9-19,7), p=0,000
*

* Todos los pacientes que recibieron mas de 20 medicamentos presentaron por lo menos una interaccion segin la regresion logistica maltiple.

En cuanto al tiempo para la aparicion de las interac-
ciones, en este estudio la mayoria se presenté tem-
pranamente (en las primeras 24 horas de ingreso
a la unidad de cuidados intensivos), lo cual puede
obedecer a los cambios terapéuticos que suelen
ser necesarios en este periodo debido a las condi-
ciones de ingreso de los pacientes y la gravedad de
su condicion, que exige una pronta estabilizacion.

Con respecto al tipo de interaccion, las mas
frecuentes fueron las farmacodinamicas, lo cual
difiere de lo reportado por Almeida, et al. (13), en
cuyo estudio las interacciones farmacocinéticas
fueron las mas comunes (30 % del total). Este dato
es importante, pues evidencia la necesidad de eva-
luar el uso de un determinado farmaco teniendo
en cuenta su mecanismo de accién y los procesos
biolégicos que modifica, y no solamente las vias
metabdlicas y de excrecion que utiliza.

En cuanto a la gravedad, las interacciones modera-
das fueron las mas frecuentes, seguidas por las
mayores, lo cual concuerda con lo reportado en
estudios previos, como el de Rhanna, et al. (17),
en el cual se encontr6 51 % de interacciones
moderadas, o como el de Hammes, et al. (18),
gue evidencid 68 %, y el de Cruciol-Souza (19),
en el que se encontr6 78 % de interacciones
moderadas. Sin embargo, por la diversidad de los

programas utilizados para validar las interaccio-
nes en los diferentes estudios, es dificil comparar
dichos resultados.

Con respecto a interacciones especificas, la mas
frecuente fue la de fentanilo y midazolam, clasificada
como una interaccion farmacodinamica con efecto
sinérgico; se emplean un analgésico opioide y una
benzodiacepina para la analgesia, la sedacién y el
alivio de la ansiedad en los pacientes con asistencia
respiratoria mecanica, de manera que se acomoden
al respirador y se optimice la oxigenacién, es decir,
se usa con un objetivo terapéutico (20). Sin embargo,
esta interaccién también tiene un componente ciné-
tico, ya que el fentanilo inhibe la enzima CYP 3A4,
lo cual favorece la acumulacion de glucurénido de
hidroximidazolam, un metabolito activo del mida-
zolam que se ha encontrado elevado en pacientes
con sedacion prolongada (21). Esto indicaria que,
para lograr una sedacion 6ptima en pacientes criti-
camente enfermos, es necesario tener presente el
potencial de interacciones, emplear escalas valida-
das para ajustar las dosis, interrumpir diariamente
la sedacidn y disefiar protocolos que eviten el uso
prolongado e innecesario de esta combinacion (22).

El fentanilo fue uno de los primeros diez farmacos
precipitantes e indice, siendo el mas frecuente
del primer grupo. Ello se explica porque es tanto
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sustrato como inhibidor de la enzima CYP3A4;
ademas, fue el cuarto mas prescrito durante el
periodo de estudio.

El segundo farmaco precipitante mas frecuente fue
la dexametasona. Si bien no se ubico entre los diez
mas formulados, la dexametasona se comporta
como un inductor de la enzima CYP3A4, de manera
gue puede acelerar el metabolismo de mdltiples
farmacos, incluidos antihipertensivos como el vera-
pamilo y el diltiazem, inmunosupresores como el
tacrolimus, benzodiacepinas, ciertos antifingicos,
y antibiéticos como la claritromicina, entre otros
(23). El hallazgo del midazolam como el farmaco
indice més frecuente puede estar relacionado con
su metabolismo, el cual se lleva a cabo mediante
la CYP3A4, enzima que es inducida o inhibida por
una amplia variedad de farmacos.

Con respecto a los factores asociados con la apari-
cion de las interacciones, el andlisis multivariado
solo mostré asociacion estadisticamente signifi-
cativa con la edad y el nimero de medicamentos
prescritos. En los andlisis adicionales en los que
se evaluo la asociacion entre la interaccion y la
duracién de la estancia y entre esta y el nUmero
de prescriptores segun la edad y el nimero de
medicamentos, se evidencié que en las dos asocia-
ciones mencionadas el nimero de medicamentos
se comporté como factor de confusién.

Es interesante que la edad se comporte como
un factor de riesgo independiente del nimero de
medicamentos prescrito. Aunque se han docu-
mentado cambios farmacocinéticos que desen-
cadenan consecuencias clinicas derivadas de
una interaccién en ancianos (24), en el caso de
las interacciones potenciales, el riesgo en estos
pacientes podria deberse al tipo de medicamentos
gue reciben, pues probablemente con frecuencia
son farmacos con mayor probabilidad de precipitar
interacciones o de ser modificados por otros.

Que el numero de medicamentos apareciera
como un factor independiente asociado con la
generacion de las interacciones, concuerda con
lo reportado en la literatura cientifica en el sentido
de que la probabilidad de presentar una interac-
cion medicamentosa depende principalmente del
namero de farmacos que se prescriban; dicha
probabilidad varia entre el 5,6 % para dos medica-
mentos y mas del 80 % en pacientes que reciben
siete 0 mas medicamentos (25,26). Cabe destacar
que, en la presente investigacion, todos los pacien-
tes que recibieron mas de 20 medicamentos pre-
sentaron por lo menos una interaccion.
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Los estudios en que se han evaluado posibles fac-
tores asociados con la aparicién de interacciones
en pacientes criticamente enfermos son escasos.
Cabe destacar el estudio de Lima, et al. (27), quie-
nes los evaluaron en una cohorte retrospectiva
de 102 pacientes de una unidad de cuidados
intensivos de adultos. Los autores encontraron
gue las mujeres tenian una menor probabilidad
de interacciones (OR=0,27; IC,, 0,095-0,74),
pero no hallaron una asociacién estadisticamente
significativa con la edad al comparar a los pacien-
tes de mas de 60 afios con los de menos edad
(OR=0,94; IC,, 0,36-2,47), ni con la estancia hos-
pitalaria al comparar una de mas de nueve dias
con una de menos dias (OR=0,66; IC._, 0,25-1,7).

Las diferencias entre estos hallazgos y los obteni-
dos en el presente estudio pueden explicarse por
el tipo de interacciones incluidas (prevalentes en el
estudio de Lima, et al., incidentes en este) y por el
menor nimero de pacientes evaluados en el estu-
dio de los primeros. En otro estudio, Mohamed, et
al., encontraron que la edad y el nimero de medi-
camentos se asociaron con interacciones (28); sin
embargo, es dificil establecer comparaciones con el
presente estudio porque en aquel se incluy6 pobla-
cion pediatrica ademas de los casos prevalentes.

95%

Al comparar a los pacientes con interacciones
mayores y aquellos con interacciones moderadas,
se evidencio que los primeros recibian un mayor
namero de medicamentos, formulados por un
mayor numero de prescriptores y habian tenido
estancias mas prolongadas. Sin embargo, estos
hallazgos deben interpretarse con cautela, pues
no se hizo un analisis formal de factores asociados
con interacciones mayores, el cual es impor-
tante para detectar a los pacientes en riesgo, por
cuanto las interacciones mayores son de relevan-
cia clinica y favorecen la aparicion de reacciones
adversas a medicamentos.

Las principales fortalezas de este estudio radican
en el empleo de varias medidas de incidencia, con
lo cual se brindé un panorama mas completo de la
frecuencia de interacciones durante el periodo de
estudio, en comparacioén con la prevalencia puntual,
que es la medida empleada en mudltiples estudios
sobre las interacciones, asi como el empleo de una
herramienta validada y sensible para su detecciény
la inclusion de interacciones incidentes, las cuales
generan menos sesgos que los casos prevalentes
a la hora de evaluar las asociaciones.

En cuanto a las limitaciones del estudio, cabe
mencionar que no se evalud la asociacion entre
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las interacciones y las enfermedades, ya que en
la base de datos de la institucion frecuentemente
se registraban solo los cédigos CIE-10 genéricos,
lo que dificulta evaluar la asociacion con cuadros
especificos; tampoco se evalud la asociacion con la
gravedad clinica porque no se registraba de manera
sistematica una medicién objetiva de esta varia-
ble, como la que se obtendria utilizando la escala
Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
(APACHE); tampoco fue posible determinar los
datos puntuales sobre los prescriptores, por ejem-
plo, su nivel de entrenamiento, experiencia, y obser-
vancia de las guias de practica clinica, aunque era
cierto que la configuracion del programa usado
para registrar la historia clinica en esta institucién
implicaba que todas las formulas fueran validadas
por el especialista de turno.

La ausencia de estas variables pudo generar
confusion residual, en especial en la asociacién
con la edad. Por otra parte, no se evalu6 el impacto
clinico de las interacciones detectadas, ya que los
objetivos se plantearon en términos de interaccion
potencial; ademas, el disefio retrospectivo y las
fuentes de datos disponibles no permitian obtener
una medicién vdlida de este aspecto. Por ultimo,
no se evaluaron las interacciones entre farmacos y
compuestos nutricionales.

En conclusién, las interacciones farmacolégicas
son frecuentes en la mayoria de pacientes hospi-
talizados en las unidades de cuidados intensivos.
Si bien algunas interacciones contribuyen a la
consecucién de los objetivos terapéuticos, otras
pueden causar resultados negativos asociados
con la medicacion. Cuanto mayor sea el nUmero de
medicamentos prescritos, mayor es la posibilidad
de que se presenten una o varias interacciones.
La edad es otro factor que puede estar asociado o,
por lo menos, parece ser un marcador de riesgo.

El gran potencial de interacciones en los pacientes
criticamente enfermos refuerza la recomendacién
de evaluar constantemente la necesidad de cada
uno de los farmacos prescritos, lo cual implica
un ejercicio diario de prescripcidon razonada y
la implementacion de ajustes en el tratamiento
coherentes con los cambios clinicos del paciente,
con lo cual se evita el uso de farmacos innece-
sarios, la duplicidad y los tratamientos de duracion
excesiva, y se limita el tiempo de exposiciéon a
interacciones potencialmente peligrosas.

Teniendo en cuenta la elevada frecuencia de inter-
acciones farmacoldgicas durante el cuidado inten-
sivo, y su impacto potencial, seria recomendable

Interacciones farmacolégicas en unidades de cuidados intensivos

que las instituciones faciliten a los médicos tra-
tantes las herramientas sistematizadas y validadas
para su deteccion, con lo cual podrian consultar
de forma &gil en caso de dudas sobre posibles
interacciones riesgosas entre los medicamentos
gue prescriben.

Sin embargo, lo ideal seria implementar un sis-
tema de alertas en tiempo real que informe a
los médicos sobre posibles interacciones en el
momento mismo de hacer la prescripcion, en
especial sobre las mayores o contraindicadas, de
manera que puedan tomar decisiones terapéuti-
cas mas seguras e informadas. Una ventaja de
tales sistemas es que la alerta es automética y su
uso no depende de la voluntad del prescriptor.

La participacion de un farmacologo clinico en el
proceso de prescripcion de medicamentos es otra
medida que puede implementarse para garantizar
la deteccion oportuna de interacciones riesgosas,
asi como de otros problemas relacionados con
la medicacion que alteren el curso clinico del
paciente, y para que orienten el uso seguro de la
medicacion, sobre todo en situaciones complejas
en las que la medida terapéutica sea imprescindible
para el paciente a pesar del riesgo potencial, el
cual puede ser controlado.

La instauracion efectiva de estas medidas se
traduciria en una mejor calidad de la atencién y en
mayor seguridad para los pacientes.
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Prescribing patterns of antiparkinson drugs in
a group of Colombian patients, 2015

Jorge Enriqgue Machado-Alba, Luis Felipe Calvo-Torres,
Andrés Gaviria-Mendoza, Juan Daniel Castrillon-Spitia

Grupo de Investigacion en Farmacoepidemiologia y Farmacovigilancia,
Universidad Tecnoldgica de Pereira-Audifarma, S.A., Pereira, Colombia

Introduction: Parkinson’s disease, whose prevalence in Colombia is 4.7 per 1,000 inhabitants, is a
public health problem and a therapeutic challenge for health professionals.

Objective: To determine the prescribing patterns of antiparkinson drugs and the variables associated
with its use in a population from Colombia.

Materials and methods: We conducted a descriptive cross-sectional study. We selected patients who
had been given antiparkinson drugs uninterruptedly between January 1%t and March 31, 2015 from a
systematized database of approximately 3.5 million people affiliated to the Colombian health system.
We included sociodemographic, pharmacologic and comedication variables. For the multivariate
analysis, we used the IBM SPSS™-22 software.

Results: A total of 2,898 patients was included; the mean age was 65.1years, and 50.7% were men;
69.4% (n=2010) of people received monotherapy and 30.6% combination therapy with two to five
antiparkinson drugs. The most frequently prescribed drugs were: levodopa 45.5% (n=1,318 patients),
biperiden 23.1% (670), amantadine 18.3% (531) and pramipexole 16.3% (471). The most commonly
used association was levodopa/carbidopa + entacapone (n=311; 10.7%). Multivariate analysis showed
that being male (OR=1.56; 95%CI: 1.321-1.837), over 60 years (OR=1.41; 95%CI 1.112-1.782)
and receiving treatment in the city of Barranquilla (OR=2.23; 95%CI 1.675-2.975) were statistically
associated with a greater risk of using combination therapy; 68.2% (n=1,977) patients were given
concomitant treatment with other drugs.

Conclusions: Prescribing habits of drugs with high therapeutic value predominated, mainly in
antiparkinson drugs monotherapy. Most were employed in the usual recommended doses. It is
necessary to explore the clinical effectiveness of the medications studied and differentiate between
disease and parkinsonian syndromes subtypes.

Key words: Parkinson disease; antiparkinson agents; pharmacoepidemiology; drug prescriptions;
drug utilization; Colombia.
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Patrones de prescripcion de farmacos antiparkinsonianos en un grupo de pacientes de
Colombia, 2015

Introduccion. La enfermedad de Parkinson, cuya prevalencia en Colombia es de 4,7 por 1.000
habitantes, constituye un problema de salud publica y un reto terapéutico para los profesionales de
la salud.

Objetivo. Determinar los patrones de prescripcion de farmacos antiparkinsonianos y las variables
asociadas con su utilizaciéon en una poblacién colombiana.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal. A partir de una base de
datos de 3,5 millones de afiliados al sistema de salud, se seleccionaron pacientes con prescripcion de
medicamentos antiparkinsonianos de manera ininterrumpida entre el 1° de enero y el 31 de marzo de
2015. Se incluyeron variables sociodemograficas, farmacoldgicas y de medicacién concomitante. El
analisis multivariado se hizo con el programa IBM SPSS™-22.

Resultados. Se hallaron 2.898 pacientes, con una edad media de 65,1 afios, de los cuales el 50,7 %
correspondia a hombres. El 69,4 % (n=2.010) de las personas recibia monoterapia y el 30,6 %,
tratamiento combinado con dos a cinco medicamentos antiparkinsonianos. Los mas prescritos eran la
levodopa (45,5 %; n=1.318 pacientes), el biperideno (23,1 %; n=670), la amantadina (18,3 %; n=531) y
el pramipexol (16,3 %; n=471). La asociacion mas utilizada fue la de levodopa-carbidopa y entacapone

Author’s contributions:
All authors participated in the drafting, data collection, data analysis, description and discussion of results, and in the writing of
the manuscript.
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(n=311; 10,7 %). En el analisis multivariado se encontr6é que ser hombre (odds ratio, OR=1,56; IC

1,321-1,837), ser mayor de 60 afios (OR=1,41; IC
(OR=2,23; IC

95%

95%
1,675-2,975), se asociaban con una mayor probabilidad de emplear el tratamiento

Biomédica 2018;38:417-26

95%
1,112-1,782) y recibir tratamiento en Barranquilla

combinado. Al 68,2 % (n=1.977) de los pacientes se les habia prescrito tratamiento concomitante con

otros medicamentos.

Conclusién. Predominaron los habitos de prescripcion de medicamentos con gran valor terapéutico,
principalmente en la monoterapia, la mayoria en las dosis usuales recomendadas. Es necesario
explorar la efectividad clinica de las prescripciones estudiadas, y diferenciar entre la enfermedad y los

subtipos de sindromes parkinsonianos.

Palabras clave: enfermedad de Parkinson; antiparkinsonianos; farmacoepidemiologia; prescripciones
de medicamentos; utilizacion de medicamentos; Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i4.3781

Parkinson’s disease is the second most common
movement disorder in the world and the second
most frequent neurodegenerative disease. It is
characterized by nigrostriatal neuronal loss and
the presence of alpha-synuclein inclusion bodies
called Lewy bodies, with a subsequent dopamine
deficiency (1).

The estimated global incidence is about 4.5-19
cases per 100,000 inhabitants a year and preva-
lence varies between 71 and 258 cases per 100,000
people as reported by the World Health Organiza-
tion (WHO). In the case of Europe, the prevalence
is 100-200 cases per 100,000 people (1,2). There
is an increased prevalence with advanced age,
and between 1% and 2% of the population over 65
years suffer from the disease (3-5).

The costs of the pathology in the United Kingdom
are estimated to be £3.3 billion and in the United
States, the cost per patient per year is about USD$
10,000, which is equivalent to a total cost of the
disease of USD$ 23 billion per year (6).

In Colombia, the reported prevalence of Parkinson’s
disease in those over 50 years of age varies from
1.76 (95%CI 1.66-1.86) up to 4.7 (95%Cl 2.20-8.90)
per 1,000 inhabitants, predominantly male (7-9).
Through the capture-recapture method, it has been
established that of 551 individuals, 80.4% suffer
idiopathic Parkinson’s disease and the remaining
19.6% suffer from Parkinsonian syndrome, includ-
ing that secondary to drugs. It is estimated that
180,000 persons have the disease in the country,
making it a public health problem (10).
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Today, the options for providing drug treatment
have increased extensively, with around a dozen
of active principles grouped into six different phar-
macological groups, which are used not only in
Parkinson’s disease but in other Parkinsonian
syndromes and in the drug-induced type, among
other indications.

The Colombian health system (Sistema General de
Seguridad Social en Salud, SGSSS) contemplates
a list of drugs within the benefit plan for its affiliates
that includes several drugs for the above-mentioned
morbidities. In this context and given that no studies
on the use of these drugs in Colombia was found,
the main objective of this study was to determine
the prescribing patterns of antiparkinson drugs
and the variables associated with their use in the
country. This may also help to gain data that could
lead to the improvement and update of programs
aimed at achieving a proper use of and better
patient-targeted treatment.

Materials and methods

This was a cross-sectional study on the prescribing
habits of antiparkinson drugs in a population of
approximately 3.5 million people affiliated to the
contributory scheme of the SGSSS in five health
insurance companies (Empresas Prestadoras de
Servicios, EPS), corresponding to about 15.9%
of the active population affiliated to this regime in
the country and to 7.2% of the Colombian popula-
tion. We analyzed the prescription data of patients
treated between 1stJanuary and 31t March of 2015
in 60 Colombian cities.

Data included individuals of all ages and of either
sex who were receiving antiparkinson drugs and
whose treatment was maintained uninterrupted for
at least 3 months. This requirement was meant to
ensure that patients complied consistently with the
treatment, reflecting tolerability and adherence to
the medication, while those people who missed
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prescriptions during the observation period were
excluded, as it was considered that these indivi-
duals would introduce a bias into a study that aimed
to describe patterns of medications continuously.

From the information on the consumption of drugs,
systematically obtained by the dispensing com-
pany Audifarma, S.A., a database was designed
that allowed the collection of the following groups
of variables:

1. Sociodemographic: gender, age (adult: 18-64
years old, young-old: 65 to 74 years, old: 75 to 84
years, and oldest-old: 85 or more years) and city;

2. antiparkinson drug: drug name, dosage and
quantity delivered.

The defined daily dose (DDD) was used as the unit
of measure of the usage of the following drugs, as
recommended by the WHO, and expressed as
defined daily dose (DHD) per 1,000 inhabitants
per day:

a) precursor of dopamine (levodopa-carbidopa,
levodopa-benserazide);

b) anticholinergic drug (biperiden);

c) dopamine receptor agonists (cabergoline,
rotigotine, pramipexole, etc.);

d) inhibitors of catechol-o-methyl transferase

[COMT] (entacapone);

e) N-methyl-D-aspartate [NMDA] receptor antago-
nist (amantadine), and

f) monoamine oxidase-B inhibitors (selegiline,
rasagiline).

The unitary and total costs, and the cost per
1,000 inhabitants/day (CHD= [cost/365 x number
of inhabitants]x 1,000) were used to estimate
the economic impact of the dispensation of anti-
parkinson drugs using the average price of the
most commonly used drug presentation and the
reference price of the distribution company for
different EPS (reference value according to the
Bank of the Republic of Colombia: USD$ 1 = COP$
2,576 Colombian pesos (on 31st March, 2015).

Comedication was accepted as a substitute indi-
cator of chronic disease, considering the following
circumstances:

a) antidiabetics and insulins/diabetes mellitus;
b) antiulcer medication/peptic ulcer disease;

c) psychostimulants/apathy, anhedonia and drow-
siness;
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d) antidepressants/depressive disorder;

e) anxiolytics and hypnotics/anxiety or sleep
disorders;

f) lipid-lowering medication/dyslipidemia;

g) thyroid hormone/hypothyroidism;

h) nitrovasodilators/ischemic heart disease;

i) diuretics and antihypertensives/hypertension;
j) mood stabilizers/bipolar affective disorder;

k) antipsychotics/psychosis-schizophrenia;

[) antidementia/dementia and Alzheimer’s disease;
m) antithyroid medication/hyperthyroidism;

n) anticonvulsants/epilepsy;

0) bronchodilators/asthma or chronic obstructive
pulmonary disease;

p) laxative/constipation;
g) antiemetic/nausea;
r) analgesics/pain.

In such cases, the convenience of the association
with the antiparkinson drug was analyzed based
on the pharmacological effects they may have on
comorbidity.

The protocol received the approval of the bio-
ethics committee of the Universidad Tecnoldgica
de Pereira and was classified as ‘“research
without risk”, safeguarding the identity of the
patients according to the recommendations of the
Declaration of Helsinki.

The statistical package SPSS™ Statistics 22.0
(IBM, USA) for Windows was used for data
analysis. Descriptive statistics were used: means,
standard deviation, minimum and maximum values
for continuous variables and percentages for
categorical variables. T-test or ANOVA was used
for quantitative variables comparison and 2 for
categorical. A logistic regression model was per-
formed using as a dependent variable the use of
antiparkinson drugs alone or in combination (yes/
no), and also the need for comedications (yes/no),
and as covariates those significantly associated
with them in the bivariate analyses. The statistical
significance level was determined as p<0.05.

Results

From 2,898 patients affiliated to SGSSS on treat-
ment with antiparkinson drugs for a period of not
less than 3 months, the distribution by gender
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showed that 1,468 (50.7%) were men and 1,430
(49.3%) women, with a mean age of 65.1 £+ 16.0
years (rank: 16.5-103.2 years); the distribution by
age groups identified 972 adults (33.5% of the
patients), 519 (17.9%) young-old, 529 (18.3%) old
and 174 (6.9%) oldest-old. It stood out that 1,570
patients (54.2%) were over 60 years of age (figure 1).

Table 1 summarizes the prescribing patterns of anti-
parkinson drugs most frequently used in Colombia.
Considered by pharmacological groups, 45.5%
of patients were using levodopa, while 31.6%
received a dopamine agonist. Levodopa-carbidopa
and amantadine were being used at usual doses,
pramipexole and selegiline were being used above
the DDD, while cabergoline and biperiden were
below. In this study, no patient was prescribed with
pergolide, tolcapone or trihexyphenidyl.

Monotherapy versus combination therapy

Of the total study patients, 2,010 (69.4%) were
prescribed with one, while 888 (30.6%) received
a combination of two or more antiparkinsonian
agents. There were 687 (23.7% of the total) patients
receiving two drugs, 155 (5.3%) receiving three,
44 (1.5%) receiving four, and even two (0.1%)
patients receiving five of these drugs. Figure 2
shows the relationship between monotherapy
and combination therapy for some of the drugs
that were evaluated, and that monotherapy was
more usual than combination therapy. Statistically
significant differences were found between those
receiving monotherapy according to sex (women:
74.3% vs. men: 64.5%; p<0.001).

Among the 888 patients who were prescribed
with antiparkinson drugs combinations, the most
frequently used were: levodopa/carbidopa +
entacapone (n=311; 10.7%), levodopa/carbidopa +
amantadine (n=152; 5.2%), levodopa/carbidopa +
pramipexole (n=52; 1.8%), and levodopa/carbidopa
+ biperiden (n=35; 1.2%).The most common
combinations of three of these drugs were:
levodopa/carbidopa + entacapone + pramipexole
(n=38; 1.3%), levodopa/carbidopa + entacapone +
amantadine (n=25; 0.9%) followed by levodopa/car-
bidopa + amantadine + pramipexole (n=16; 0.5%).

Multivariate analysis of the relationship between
the use of antiparkinson combination therapy and
other variables showed that being male, being
over 60 years of age, being treated in the city of
Barranquilla, and being affiliated with the EPS 1
were statistically associated with a greater likelihood
of receiving combined therapy, while being an adult
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Figure 1. Distribution of 2,898 patients treated with antiparkinson
medication by age and sex, Colombia, 2015

between 18 and 64 years was associated with a
lower probability of being treated with more than
one drug from the group (table 2).

Comedication

Parkinson’s disease and Parkinsonian syndrome
are often accompanied by comorbidities that need
additional treatment. Among the subjects included,
1,977 patients (68.2%) concomitantly received
one or more of the following groups of drugs
that reflect comorbidity and could interact with
some antiparkinsonian agents: antihypertensives
(n=956; 33.0% of the patients); lipid-lowering
drugs (n=756; 26.1%); analgesics (n=685; 23.6%);
antiulcer medication (n=671; 23.2%); diuretics
(n=450; 15.5%); classical antipsychotics (n=387;
13.4%); atypical antipsychotics (n=381; 13.1%);
levothyroxine (n=355; 12.2%); oral hypoglycemic
agents and insulins (n=274; 9.4%, and from these,
28.5% were using insulin); atypical antidepres-
sants (n=256; 8.8%); benzodiazepines and z-drugs
(n=235; 8.1%); lamotrigine and valproic acid
(n=190; 6.1%); laxatives (n=177; 6.1%); inhaled
bronchodilators (n=141; 4.9%); gabapentin or
pregabalin (n=142; 4.9%); tricyclic antidepressants
(n=25; 4.3%); antidemential medications (n=116;
4.0%); metoclopramide (n=42; 1.4%); oxybutynin
or tolterodine (n=22; 0.8%). None of the patients
received lithium.

No statistically significant differences were found
between receiving comedication and sex (male:
68.7% vs. female: 67.8%). A statistically significant
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Table 1. Prescription patterns of antiparkinson drugs used in 2,898 patients in Colombia, 2015

Medication Prescriptions Prescribed dose Sex Mean age Range
Jusers (mg/day) ratio (SD)
# patients % Mean Mode M:F
Levodopa total 1318 455 563.7 500 1.2:1 72.2 (11.5) 30-101
Levodopa/carbidopa tablet 869 30.0 600.0 500 1.2:1 72.5(11.3) 30-101
100 + 25 mg 94 3.2 350.9 400 0.7:1 72.3 (11.5) 41- 99
250 + 25mg 776 26.8 629.4 500 1.3:1 72.5 (11.3) 30-101
Levodopa/benserazide tablet 16 0.6 525.0 800 0.5:1 75.4 (10.0) 57- 91
200 + 50 mg
Entacapone/levodopa/carbidopa* 445 154 712.5/479.1 600 / 300 151 71.3(12.1) 30- 91
coatedtablet
200 + 100 + 25 mg 205 7.1 609.8/304.9 600 / 300 1.4:1 72.4 (11.2) 30- 89
200 + 150 + 37.5 mg 101 3.5 806.6/604.9 800 / 600 1.4:1 68.6 (13.4) 31- 90
200 + 200 + 50 mg 95 3.3 869.5/869.5 800/ 800 271 69.5 (13.3) 36- 91
200 + 50 + 12.5 mg 44 15 636.4/159.1 600 / 150 0.8:1 746 (9.3) 50- 90
Biperiden tablet 2 mg 670 231 3.7 4 1.4:1 57.4 (16.8) 16-101
Amantadine tablet 100 mg 531 18.3 204.7 200 0.9:1 69.7 (11.9) 27- 96
Pramipexole sustained release tablet 471 16.3 2.7 3 1.0:1 68.0 (10.9) 35- 95
0.375 mg 31 11 0.4 0.375 0.6:1 67.5 (11.7) 46- 82
0.75mg 60 21 0.9 0.75 0.8:1 70.1 (10.0) 43- 88
1.5mg 116 4.0 1.7 15 0.8:1 69.3 (11.9) 35- 91
3.0mg 156 5.4 3.2 3 131 67.5 (1.06) 38- 95
4.5 mg 111 3.8 4.6 45 15:1 66.2 (10.4) 40- 90
Cabergoline tablet 0.5 mg 205 7.1 0.1 0.07 0.2:1 41.8 (11.8) 17- 81
Rotigotine transdermal patch 142 4.9 17.8 16.8 1.1:1 68.5 (10.9) 36- 87
18 mg 92 3.2 20.5 16.8 1.0:1 67.1 (11.8) 36- 85
13.5mg 27 0.9 15.2 12.6 0.9:1 70.6 (8.1) 51- 83
9mg 26 0.9 9.2 8.4 231 71.0 (9.8) 51- 87
Rasagiline tablet 134 4.6 1.0 1 1.2:1 66.5 (11.9) 35- 95
0.5 mg 23 0.8 0.6 0.5 0.9:1 68.5 (10.5) 50- 83
1mg 111 3.8 1.0 1 1.2:1 66.1 (12.2) 35- 95
Bromocriptine tablet 2.5 mg 100 3.5 4.1 25 0.4:1 57.1(18.1) 17-103
Selegiline tablet 5 mg 8 0.3 9.2 10 171 75.1 (8.5) 65- 85

* Calculations based on entacapone/levodopa; M:F= male:female; SD: Standard deviation
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Figure 2. Frequency of antiparkinson medication prescription in combination therapy or monotherapy, Colombia, 2015.
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association was found between receiving biperiden
and atypical antipsychotics (OR=8.87; 95%CI 6.97-
11.29) and classical antipsychotics (OR=184.17;
95%Cl 107.99-336.10).

The multivariate analysis of the relationship
between the use of comedication and other vari-
ables showed that using biperiden, levodopa/
benserazide, rasagiline, and being treated in
the cities of Pereira or Palmira were statistically
associated with more probability of receiving other
drug groups. While the variables being male, the
use of amantadine, being treated in the city of

Biomédica 2018;38:417-26

Bogota and belonging to EPS 1, 2, 3, and 5 were
associated with a lower likelihood of receiving any
comedication (table 3).

Comparison between cities

We compared the demographic variables and some
prescribing indicators among the 60 Colombian
cities included in this study; however, because of
the low number of patients in some of them, table 4
only shows the seven largest, where 74.7% of the
people evaluated resided. It can be seen that the
differences were significant for the frequency of
the use of monotherapy and for the comedication.

Table 2. Multivariate analysis of variables associated with combination treatment in patients on antiparkinson medication,

Colombia, 2015

Variables B SE Wald DF Sig. OR 95% ClI
Lowest Highest

Male sex 0.443 0.08 27.75 1.00 <0.001 1.56 1.321 1.837
Adult -0.704 0.11 38.02 1.00 <0.001 0.49 0.396 0.619
Young-old -0.014 0.14 0.01 1.00 0.922 0.99 0.752 1.295
Middle-old 0.114 0.14 0.69 1.00 0.406 1.12 0.857 1.465
>60 years 0.342 0.12 8.06 1.00 0.005 1.41 1.112 1.782
City of Barranquilla 0.803 0.15 30.03 1.00 <0.001 2.23 1.675 2.975
City of Palmira 0.220 0.24 0.86 1.00 0.354 1.25 0.782 1.986
EPS1 0.513 0.12 18.66 1.00 <0.001 1.67 1.324 2.109
EPS 3 -0.068 0.14 0.24 1.00 0.628 0.93 0.711 1.229
EPS 4 0.232 0.15 2.47 1.00 0.116 1.26 0.944 1.683
Constant -1.402 0.13 108.87 1.00 0.000 0.25

B: Regression coefficient; SE: Standard error; DF: Degrees of freedom; Sig: Significance; OR: odds ratio; 95% CI: Confidence interval of 95 %. EPS:

Health insurance company

Table 3. Multivariate analysis of variables associated with antiparkinson treatment with comedications, Colombia, 2015

Variables B SE Wald DF Sig. OR 95% Cl

Lowest Highest
Male sex -0.34 0.10 12.25 1.00 <0.001 0.71 0.589 0.861
Amantadine use -0.28 0.12 5.39 1.00 0.020 0.76 0.598 0.957
Biperiden use 3.91 0.25 249.32 1.00 <0.001 49.77 30.644 80.843
Entacapone/levodopa use 1.77 0.15 147.84 1.00 <0.001 5.86 4.409 7.799
Levodopa/benserazide use 0.66 0.14 23.44 1.00 <0.001 1.93 1.481 2.527
Levodopa/carbidopa use -0.08 0.55 0.02 1.00 0.887 0.93 0.317 2.698
Rasagiline use 1.32 0.11 133.34 1.00 <0.001 3.73 2.985 4.667
MAOI use 0.02 0.80 0.00 1.00 0.977 1.02 0.215 4.869
Young-old -0.32 0.77 0.17 1.00 0.678 0.73 0.159 3.309
Bogota -0.94 0.18 26.37 1.00 <0.001 0.39 0.271 0.558
Pereira 0.60 0.21 8.45 1.00 0.004 1.82 1.216 2.730
Palmira 1.03 0.36 8.16 1.00 0.004 2.79 1.380 5.638
EPS1 -1.37 0.22 40.47 1.00 <0.001 0.25 0.167 0.388
EPS2 -1.43 0.23 39.59 1.00 <0.001 0.24 0.154 0.374
EPS3 -0.90 0.23 14.56 1.00 <0.001 0.41 0.258 0.647
EPS5 -1.17 0.21 31.87 1.00 <0.001 0.31 0.206 0.465
Constant 1.01 0.22 20.78 1.00 0.000 2.75

B: Regression coefficient; S.E.: Standard error; DF: Degrees of freedom; Sig: Significance; OR: Odds ratio; 95% CI: Confidence interval of 95%; MAOI:

Monoamineoxidase inhibitors; EPS: Health insurance company
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Table 4. Comparison of some demographic variables and prescribing indicators of antiparkinson medications among Colombian

cities, 2015
Variable Cali Bogota Barranquilla Pereira Palmira Cartagena Manizales Colombia
n=721 n=702 n=311 n=182 n=85 n=83 n=80 n =2898
Mean age (SD) 64.6 (16.2) 62.9 (16.7) 65.5(14.3) 69.7 (14.0) 66.9 (16.1) 58.7 (19.4) 66.3 (16.5) 65.1 (16.0)
Male (%) 54.6 443 52.7 45.6 56.5 57.8 48.8 50.7
Monotherapy (%) 72.1 70.9 59.2 72.0 58.8 78.3 73.8 69.4
Comedication (%) 70.6 56.8 66.2 78.6 87.1 74.7 60.0 68.2
Prescription (%)
Levodopa total 39.8 50.7 43.1 42.9 55.3 30.1 57.5 45.5
Levodopa/carbidopa 26.1 30.6 28.6 24.2 36.5 24.1 45.0 30.0
Biperiden 35.6 6.6 19.3 13.2 35.3 44.6 7.5 231
Amantadine 16.1 1.1 36.3 30.2 11.8 10.8 11.3 18.3
Pramipexole 10.8 20.7 16.4 14.3 12.9 12.0 32.5 16.3
Entacapone/levodopa/ 13.2 20.5 15.1 18.7 20.0 6.0 125 15.4
carbidopa
Cabergoline 55 10.4 6.8 6.6 1.2 10.8 7.5 7.1
Rotigotine 35 6.1 10.9 2.2 2.4 8.4 5.0 4.9
Rasagiline 4.2 33 154 3.8 35 3.6 25 4.6
Bromocriptine 2.9 5.3 0.3 2.7 35 12 8.8 2.0
Levodopa/benserazide 11 0.0 0.0 0.0 1.2 0.0 0.0 35
Selegiline 0.3 0.1 0.6 0.5 0.0 0.0 0.0 0.3
Mean daily dose to DDD ratio
Levodopa total 0.8 11 0.9 0.9 0.8 1.0 0.9 0.9
Levodopa/carbidopa 0.9 1.1 1.0 0.9 1.0 1.0 0.9 1.0
Biperiden 0.4 0.4 0.4 0.3 0.4 0.4 0.4 04
Amantadine 11 1.0 11 0.8 0.9 13 1.0 1.0
Pramipexole 1.0 1.1 0.8 1.2 0.8 1.3 1.0 11
Entacapone/levodopa/ 0.7 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.8 0.7
carbidopa
Cabergoline 0.03 0.03 0.06 0.03 0.03 0.04 0.03 0.03
Rasagiline 1.0 1.0 0.9 1.0 1.0 11 1.0 1.0
Bromacriptine 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Levodopa/benserazide 0.8 - - - 0.7 - 0.9
Selegiline 2.0 2.0 1.8 2.0 - 1.8

DDD: Defined daily dose

The consumption of antiparkinson drugs was also
presented as a percentage of DDD so that they
could be useful in later comparisons.

Economic analysis

It is estimated that on average 0.231 DDD per
1,000 inhabitants/day of levodopa/carbidopa are
consumed, 0.069 DDD per 1,000 inhabitants/day
of biperiden and 0.154 DDD of amantadine per
1,000 inhabitants/day. The total cost of dispensing
levodopa/carbidopa for the affiliated population
per year was COP$ 167,398,836 (USD$ 64,984).
The cost of a prescribed daily dose for the 250/25
mg tablet was COP$ 331.5 (USD$ 0.13), and the
CHD was COP$ 73.4 (USD$ 0.03), while the daily
cost for the 100/25 mg tablet was COP$ 2,185
(USD$ 0.85).

The total cost of the dispensation of biperiden
to the affiliated population for a year was COP$
49,959,408 (USD$ 19,392). The cost of a pre-

scribed daily dose for a 2 mg tablet was COP$
203.9 (USD$ 0.08), and the CHD was COP$ 39.3
(USD$ 0.02). The total cost of the dispensation
of amantadine was COP$ 172,550,624 (USD$
66,984). The cost of a prescribed daily dose for
100 mg tablets was COP$ 903.8 (USD$ 0.35),
and the CHD was COP$ 135.9 (USD$ 0.05).

Discussion

This study allowed us to determine the prescribing
patterns of the antiparkinson drugs used most
frequently with patients affiliated to the SGSSS of
Colombia; these findings can be used by health
managers to make decisions aimed at improving
the health care of patients with Parkinson’s disease
and other movement disorders.

The distribution by sex and age of Parkinson’s
disease worldwide is diverse depending on the
study design, geographic location, and ethnicity
(1). Studies in Japan and ltaly reported that over
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55.0% of patients were women (11,12), while in
Sweden 53.9% were men (13). The fact that no sex
differences were found after 60 years of age differs
from the literature where after this age there is a
predominance of males (1).

Levodopa/carbidopa is the most commonly used
drug in different studies, and in this case, since it is
part of the closed list of drugs that make up the plan
of benefits from the SGSSS, its use as gold standard
treatment is encouraged (11-13). Otherwise, other
medications such as the dopamine agonists, which
are not included in this list, had a lower prescription
(11,14); but it should be clarified that it is possible to
prescribe drugs outside the list, requested through
the evaluation of a scientific technical committee
or with legal tools for the protection of rights (14).
The order of frequency could represent the current
recommendations for levodopa use, which is
preferred in people over 60 years of age (the most
prevalent in this study population), and leaving the
use of dopamine agonists for younger patients
with the disease (4,15). It is noteworthy that most
antiparkinsonian medications are being used at
the recommended DDD.

Recent studies have shown similar data on mono-
therapy (63.0-71.0%) (16), but there are also
reports of increased use of combination therapy
(50.0%) (12). In the present work, the most frequent
combination corresponds to levodopa/carbidopa
plus entacapone, unlike other studies where the
levodopa/carbidopa plus dopamine agonist asso-
ciation was the most prescribed (12,17).

The analysis of comorbidities showed that they
mostly correspond to common diseases in elderly
patients, such as hypertension and dyslipidemia,
which is consistent with the mean age of the
study patients, although the proportion of patients
with diabetes mellitus in this study is lower than
expected for this age group in general; however,
there have been prevalence reports as low as 1.6%
in patients with Parkinson’s disease (12).

It is important to note that a large proportion of
patients received analgesics and antiulcer drugs,
which is not consistent with results from other
studies where comedication with these groups of
drugs does not reach 10%. A high consumption
of antipsychotics was observed (26.5% of the
patients), associated with the use of biperiden,
an expected outcome as this is a drug commonly
used for the management of induced Parkinson,
especially by neuroleptics (3,18). In the group of
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antidepressants, the frequency of use was less
than 10%, contrary to those reported in a study with
patients diagnosed with Parkinson’s disease where
depression was identified in about 35% of patients,
which may indicate underdiagnosis in this group of
patients (19).

Another important aspect of comedication was
the presence of drugs used for the management
of non-motor symptoms of Parkinson’'s that
relate especially to autonomic disorders, such
as the use of laxatives in constipation, the use
of oxybutynin and botulinum toxin for alterations
in frequency and urinary urgency, or inhibitors
of 5-phosphodiesterase in erectile dysfunction
(0.1% in this study versus 68.0% in patients with
Parkinson) (20,21). This may be an indicator that
non-motor manifestations are not identified in the
medical controls of these patients, and worse, they
are not being treated, which can affect the patient’s
quality of life.

The estimated costs of treatment with the major
antiparkinson drugs identified in the study were
lower than those reported for other populations
(6,22), possibly because generic drugs are used in
most cases and some of these prices are regulated
by the health authorities.

The differences regarding prescribing patterns
between different Colombian cities in the study,
including the frequencies of use of some anti-
parkinson medications (table 4), are not surprising,
since variability in health care, particularly in pre-
scribing habits, is a constant finding in pharmaco-
epidemiologic studies (23).

This research has certain limitations regarding the
interpretation of some results because the informa-
tion was obtained from databases and not directly
from the patient or the prescriber, and no medical
records were consulted, which will be addressed
with further drug-utilization studies in the second
phase of this research line. It is necessary to collect
information about the classification as Parkinson’s
disease or Parkinsonian syndrome subtype, the
incidence of adverse events, adherence to pre-
scribed treatment, the degree of control of symptoms
and the impact on the quality of life. Since these
variables were not assessed, it is unknown whether
the prescription was either needed or appropriate.
It is noteworthy that the data come from a captive
population receiving drugs on a specific list, so the
findings apply to populations with similar charac-
teristics of insurance and health care.
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From the prescribing patterns found in this
study, it can be concluded that, in general, the
drug-prescribing habits of medications with high
therapeutic value included in the list of essential
drugs in the country, mainly in monotherapy and
at recommended doses, predominate. A significant
number of patients receiving classical and atypical
antipsychotics was found; this was associated
with drug-induced Parkinsonism, which leads to
the use of biperiden in particular. Hypertension,
dyslipidemia and pain management were the most
common comorbid conditions.

It is recommended to conduct new studies to
describe the effectiveness of antiparkinson treat-
ment in this group of patients by assessing the
relevance of the dosing and the comedication they
receive and providing useful tools to reduce the risk
of interactions. Meanwhile, programs of continuing
medical education including the results of this study
can be implemented aimed at treating physicians
of this group of patients as a strategy to improve
the prescription of antiparkinson drugs, as has
been described before for other pathologies (24).
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Niveles séricos de adipocitocinas y resistencia ala insulina en
el primer trimestre de gestacion en adolescentes y
su relacion con el peso del recién nacido

Islendy Norefia 2, Myriam Patricia Pardo?, Ismena Mockus?

1 Grupo de Cuidado Materno Perinatal, Facultad de Enfermeria, Universidad Nacional de Colombia, Bogota,
D.C., Colombia

2 Divisién de Lipidos y Diabetes, Departamento de Ciencias Fisiolégicas, Facultad de Medicina, Universidad
Nacional de Colombia, Bogot4, D.C., Colombia

Introduccién. Poco se ha estudiado en adolescentes gestantes la fisiologia del embarazo con respecto
al comportamiento de las adipocitocinas y segun el modelo homeostatico HOMA-IR (Homeostatic
Model Assessment for Insulin Resistance) para evaluar la resistencia a la insulina y su relacion con el
peso del recién nacido.

Objetivo. Determinar posibles correlaciones entre las adipocitocinas leptina y adiponectina, y el
HOMA-IR en adolescentes gestantes de 14 a 17 afios, el indice de masa corporal en el primer trimestre
de gestacion y el peso del recién nacido.

Materiales y métodos. En las semanas 11 a 14 de gestacion, se midieron las variables bioquimicas de
la leptina y la adiponectina, asi como de la glucemia y la insulina, y se calculd el puntaje del HOMA-IR.
Se obtuvieron los datos sobre las variables antropométricas de las madres y los recién nacidos. En el
andlisis estadistico se calcularon la correlacion de Pearson y el valor de p.

Resultados. Se evidenci6 una correlacion positiva entre los niveles séricos de la leptina y el HOMA-IR
en el primer trimestre de gestacién (r=0,5; p<0,000) y una negativa entre la adiponectina y el HOMA-
IR (r=-0,4; p=0,017), ademas de correlaciones positivas del indice de masa corporal con la leptina, la
insulina y el HOMA-IR (r=0,83 y p<0,000; r=0,56 y p=<0.000, y r=0,54 y p<0,000, respectivamente). En
madres adolescentes sin obesidad ni antecedentes de dislipidemia, se registrd una correlacion positiva
entre la evaluacion HOMA-IR y el peso neonatal (r=0,43; p=0,012).

Conclusiones. La leptina y el HOMA-IR presentaron una correlacion positiva, y la adiponectina y el
HOMA-IR, una negativa. La leptina y el HOMA-IR se correlacionaron de manera positiva con el IMC. El
HOMA-IR se correlaciond con el peso de los recién nacidos de adolescentes sin obesidad ni dislipidemia.

Palabras clave: resistencia a la insulina; leptina; adiponectina; embarazo en adolescencia; recién
nacido; peso al nacer.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i4.4035

Serum adipokine levels and insulin resistance in the first trimester of pregnancy in adolescents
and their relationship with neonatal weight

Introduction: The approach to the physiology of pregnancy based on adipokine behavior and the
homeostasis-insulin resistance (HOMA-IR) model, along with their relationship to neonatal weight, has
been poorly studied in adolescent pregnant women.

Objective: To determine possible correlations between adipokines —leptin and adiponectin— and
HOMA-IR in pregnant women aged 14 to 17 years, and first-trimester body mass index (BMI) and
neonatal weight.

Materials and methods: In the weeks 11 to 14 of gestation, the biochemical variables leptin,
adiponectin, glycemia and insulin were measured and HOMA-IR was calculated. Maternal and neonatal
anthropometric variables were obtained. Statistical analysis was performed with Pearson correlation
and the p value.

Results: We noticed a positive correlation of serum leptin levels with HOMA-IR in the first trimester
of gestation (r=0.5, p<0.000) and a negative correlation between adiponectin and HOMA-IR (r=-0.4;
p=0.017), along with positive correlations between BMI and leptin, insulin and HOMA-IR (r=0.83 and
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p <0.000, r=0.56 and p<0.000; r=0.54 and p<0.000, respectively). In adolescent non-obese mothers
with no history of dyslipidemia, there was a positive correlation between HOMA-IR and neonatal weight

(r=0.43, p=0.012).

Conclusions: Leptin and HOMA-IR showed a positive correlation, while adiponectin and HOMA-IR
showed a negative correlation. Leptin and HOMA-IR were positively correlated with BMI. HOMA-IR
correlated with the weight of neonates of non-obese adolescents without dyslipidemia.

Key words: Insulin resistance; leptin; adiponectin; pregnancy in adolescence; infant, newborn;

birth weight.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i4.4035

El embarazo en mujeres adolescentes es de interés
para la salud publica y la ginecoobstetricia. En su
estudio prima el componente nutricional, ya que
sus alteraciones se asocian con complicaciones
durante el periodo prenatal, el parto y el posparto,
lo que aumenta los riesgos de un mal resultado
obstétrico.

Por una parte, las mujeres gestantes con altera-
ciones nutricionales, como la obesidad, presentan
un mayor riesgo de aborto y una disminucion de
las tasas de implantacion embrionaria, asi como
predisposicién a padecer sindromes hipertensivos,
diabetes de la gestacion, tromboembolia, infeccio-
nes puerperales y complicaciones de las heridas
quirargicas. En el recién nacido, hay un mayor
riesgo de macrosomia o bajo peso, hipoglucemia
y de anomalias congénitas, que conllevan hospi-
talizaciones y estancias prolongadas en la unidad
neonatal de cuidados intensivos (1).

Por otra parte, la deficiencia de hierro y la anemia
en la gestacion se asocian con resultados desfa-
vorables para el feto y el desarrollo del embarazo,
tales como retraso en el crecimiento intrauterino,
parto prematuro, bajo peso y disminucién de la res-
puesta inmunologica del recién nacido (2). En el
2015 en Colombia hubo un porcentaje mayor de
estos casos en las madres menores de 20 afios
(7,8 % Vs. 7,6 % en madres entre los 20 y los 34
afios; y 7,5 % en madres de 35 a 49 afios) (3).

Es importante centrar la atencién en las mujeres
adolescentes gestantes, dado que en nuestro pais
la incidencia de estos casos sigue siendo elevada.
La menarquia temprana, el pronto inicio de relacio-
nes sexuales, los bajos niveles educativo y socio-
econdmico, el desconocimiento y la no utilizacion
de métodos anticonceptivos constituyen factores
de riesgo para el embarazo adolescente (3).
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Segun el Fondo de Poblacion de las Naciones Uni-
das (UNFPA), la region de Latinoamérica y el Caribe
presenta la segunda tasa mas alta de embarazos
del mundo, y se estima que el 15 % de los nacimien-
tos corresponde a mujeres menores de 20 afios
(4). Segun la Encuesta Nacional de Demografia y
Salud (ENDS, 2015), la tasa especifica de fecun-
didad en mujeres adolescentes colombianas entre
los 15 y los 19 afios es de 17,4 %. Ademas, las
mujeres adolescentes gestantes son un grupo
de alto riesgo debido a sus necesidades nutricio-
nales, las cuales difieren de las de la mujer adulta;
en las adolescentes, se conjugan las necesida-
des nutricionales para su propio crecimiento con
aquellas para el desarrollo fetal (5).

Es bien conocido que el embarazo se asocia con
cambios en la ingestion de alimentos, la grasa
corporal, el gasto energético y la resistencia a
la insulina; ademds, en varios estudios se ha
establecido que las adipocitocinas (leptina vy
adiponectina) juegan un papel importante en la
regulaciéon del metabolismo materno y, en algu-
nos, se sugiere que la leptina guarda relacién
con la grasa corporal materna y el indice HOMA-
IR (Homeostatic Model Assessment for Insulin
Resistance), modelo homeostatico para evaluar la
resistencia a la insulina (6).

Durante el embarazo se genera un estado de
resistencia a la leptina asociado con disminucién
de su sefalizacion en el hipotalamo, cuya posible
funcion es mejorar la movilizacion de las reservas
maternas de grasa para aumentar la disponibili-
dad de sustratos lipidicos e incrementar su trans-
ferencia transplacentaria (7).

En diversos articulos sobre las mujeres adolescen-
tes gestantes, se ha descrito que en la adolescen-
cia aumenta la concentraciéon de leptina asociada
con el aumento del tejido adiposo, y el inicio de
la menarquia y la funcién reproductiva. Durante
la gestacion en las adolescentes, el incremento
de la leptina se ha relacionado con retardo del
crecimiento intrauterino y un mayor riesgo de bajo
peso en el recién nacido (8).
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La secrecién de adiponectina, por su parte, dis-
minuye gradualmente a medida que avanza la
gestacion. Estos niveles bajos pueden jugar un
papel en el aumento de la resistencia a la insulina,
aspecto que favorece la provisién de glucosa para
el feto. La adiponectina se correlaciona nega-
tivamente con la masa grasa y, a medida que
aumenta el tejido adiposo, disminuyen los niveles
séricos de esta adipocitocina y aumenta la reserva
energética para el feto y la placenta (7).

En estudios previos se han explorado las posi-
bles correlaciones de estos biomarcadores séricos
con algunas variables antropométricas fetales.
En Chile se llevo a cabo un estudio prospectivo
de casos y controles en adultas gestantes que
se encontraban entre las semanas 11 y 14 de
gestacion para determinar la relacién entre los
niveles de adiponectina en el primer trimestre de
gestacion y el retardo del crecimiento fetal; se
observd que, cuando los niveles de adiponectina
eran mayores en el primer trimestre, el recién
nacido podia presentar bajo peso (9).

En cuanto a la resistencia a la insulina, Crume,
et al., estudiaron las relaciones entre los niveles
circulantes de glucosa y lipidos en la madre,
y la resistencia a la insulina en la primera y la
segunda mitad de la gestacion y la composicion
corporal neonatal. Encontraron una correlacién
positiva entre el HOMA-IR de la primera mitad
de la gestacién con la masa grasa nheonatal,
independientemente del indice de masa corporal
(IMC) al comienzo de la gestacion. En la segunda
mitad de la gestacion, se presenté una correlacion
positiva entre los niveles de glucosa materna y el
porcentaje de masa grasa fetal (10).

El desequilibrio entre el consumo y el gasto de
energia puede influir en la duraciéon del periodo
de gestacion y en el peso del recién nacido. Los
recién nacidos pequefios o grandes para la edad
de gestacién se enfrentan a un mayor riesgo de
mortalidad y a una variedad de problemas de
salud, incluidas las enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares en la edad adulta (11).

La fisiologia del embarazo con respecto al com-
portamiento de las adipocitocinas leptina y adipo-
nectina, el de la insulina y la evaluacion HOMA-IR,
se ha estudiado principalmente en mujeres adultas
gestantes, pero poco en adolescentes gestantes.
En este sentido, en este estudio se propuso deter-
minar posibles correlaciones entre las adipocitoci-
nas leptina y adiponectina, el IMC y el puntaje de

Adipocitocinas, resistencia a insulina y relacién con peso neonatal

el HOMA-IR del primer trimestre de gestacion en
adolescentes entre 14 y 17 afios, asi como analizar
las posibles correlaciones entre los biomarcadores
séricos mencionados y el HOMA-IR con el peso
del recién nacido.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio exploratorio, longitudinal, obser-
vacional y prospectivo que conté con el aval del
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia.

Se incluyeron mujeres adolescentes de 14 a 17
afios con 11 a 14 semanas de su primera gesta-
cién confirmada por ecografia, después de la firma
del consentimiento y el asentimiento informados.
Se descartaron los casos de adolescentes con
discapacidades cognitivas, enfermedad mental,
sindrome convulsivo, hipotiroidismo o hipertension
arterial previos al embarazo, asi como los de
embarazo gemelar. La muestra estuvo constituida
por 40 adolescentes gestantes captadas en cuatro
hospitales publicos de Bogota.

Las participantes fueron citadas en ayunas en com-
pafiia de un acudiente a los respectivos centros de
salud, donde asistian a los controles prenatales.
Después de explicarles los objetivos y el alcance
de la investigacién, asi como los procedimientos, y
tras la firma de los consentimientos y asentimien-
tos informados, se procedié6 a medir y a tomar la
talla de cada participante para calcular el IMC. Se
utilizaron una balanza mecanica (Healthometer®)
y una cinta métrica. Cada participante debia estar
descalza, con ropa ligera y en posicion erguida en
el momento de ser pesada, y para la talla, debia
estar descalza, en posicién erguida, con la mirada
al frente, talones juntos y rodillas rectas contra una
superficie lisa.

Como valores de referencia del peso materno,
se tuvieron en cuenta los rangos establecidos
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
adoptados por el Ministerio de Salud y Proteccion
Social de Colombia en la Resolucion 00002465
de 2016: IMC bajo: menor de 20 kg/m?; IMC
adecuado: 20 a 24,9 kg/m?; sobrepeso: 25 a 29,9
kg/m?; obesidad: igual o mayor a 30 kg/m? (12).

Se considero el peso del nifio al nacer registrado
en la historia clinica confirmado por el reporte ver-
bal de la madre adolescente. Se tuvieron en cuenta
los siguientes rangos: bajo peso al nacer: inferior a
2.500 g; peso normal: 2,500 a 4.000 g; peso alto:
mayor de 4.000 g (13,14).
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Para las mediciones bioquimicas, se obtuvieron
10 ml de sangre venosa de la vena antecubital y,
después de la centrifugacion, los sueros se dividie-
ron en tres alicuotas. Dos se almacenaron a -80 °C
para determinar los niveles séricos de leptina, adi-
ponectina e insulina, utilizando una prueba ELISA
(R&D Systems®), y la otra se almacend entre 2 y
8 °C para determinar la glucemia.

El indice del modelo homeostético para evaluar
la resistencia a la insulina HOMA-IR, se calculé
mediante la siguiente férmula: (glucemia basal
(mmol/L) x insulina basal (uUI/mI))/k (k=22,5). Se
recolectd la informacion de la atencién del parto
sobre la edad en semanas de gestacion al nacer,
el tipo de parto, el peso y la talla del recién nacido.

Los datos se analizaron mediante el programa
estadistico SPSS™, version 12. Las correlaciones
entre las diferentes variables bioquimicas y antro-
pométricas, se obtuvieron mediante el coeficiente
de correlacion de Pearson y, para la evaluacion de
las pruebas de hipétesis, se empled la prueba de
ji al cuadrado.

Resultados

Las adolescentes gestantes se clasificaron segun
el IMC en el momento de ingreso en el estudio.
Hubo 19 (47 %) con un IMC menor de 20 kg/m?,
16 (40 %) con un IMC normal, 4 (10%) con un IMC
entre 25y 29,9 kg/m?, y 1 (3 %) con uno mayor de

Biomédica 2018;38:427-36

30 kg/m2. En el cuadro 1 se presenta la caracte-
rizacion general de las adolescentes gestantes y
se relacionan las medidas de tendencia central del
IMC, los biomarcadores séricos, el indice HOMA-
IR, y el peso y la talla de los recién nacidos.

Con el fin de evaluar la relacion entre los biomar-
cadores séricos (leptina, adiponectina, insulina,
glucemia) y el IMC inicial de las participantes, se
utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson y
sus correspondientes inferencias, asi como la
prueba de ji al cuadrado para determinar las rela-
ciones significativas (cuadro 2). Se encontré una
correlaciéon positiva estadisticamente significativa
(p<0,0000) entre los niveles circulantes de leptina
y el IMC inicial (r=0,839). Asimismo, se observé
una correlacién positiva entre el IMC inicial y los
niveles de insulina (r=0,56; p<0,0001), y entre el
indice HOMA-IR y el IMC inicial (r=0,54; p=0,0003).

En el cuadro 3 se presentan las correlaciones
entre los biomarcadores séricos del primer trimes-
tre de gestacion. Las correlaciones positivas sig-
nificativas relacionadas con los niveles séricos
de leptina, fueron: leptina e IMC inicial (r=0,8;
p<0,000), leptina e insulina (r=0,6; p=0,0001), y
leptina y el indice HOMA-IR (r=0,5; p=0,0002).
En cuanto a los niveles séricos de la insulina, se
encontraron las siguientes correlaciones posi-
tivas significativas: insulina e IMC inicial (r=0,6;
p=0,0002), e insulina y glucemia basal (r=0,5;

Cuadro 1. Caracterizacion de las adolescentes gestantes en estudio

n Media Desviacion Minimo Méaximo Percentil Percentil Percentil
estandar 25 50 75

IMC inicial (kg/m?) 40 21,1 3,4 14,7 33,6 19,2 20,4 22,7
Leptina (ng/ml) 40 24,4 22,5 33 115,1 10,0 17,8 29,3
Adiponectina (pg/ml) 40 13,1 6,0 3,0 29,8 9,0 13,0 16,6
Insulina (LUI/ml) 40 8,4 54 2,2 30,1 5,8 7,0 9,8
Glucemia basal (mg/dI) 40 82,3 7,2 68,0 97,0 77,7 81,4 87,4
HOMA-IR (mmol/L x pul/ml/ k) 40 1,7 1,3 0,4 7,1 1,1 1,5 2,0
Peso neonatal (g) 39 2.937,9 5.33,9 1.410,0 3.770,0 2.665,0 3.010,0 3.270,0
Talla neonatal (cm) 39 49,6 3,4 38,0 56,0 49,0 50,0 51,0

IMC: indice de masa corporal; HOMA-IR: modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina (Homeostatic Model Assessment for Insulin

Resistance, HOMA-IR)

Cuadro 2. Correlaciones entre el indice de masa corporal inicial, los biomarcadores séricos y el indice HOMA-IR

CT c-LDL c-HDL TGC Leptina Adiponectina Insulina Glucemia HOMA - IR IMC
mg/dl  mg/dl  mg/dl mg/dl ng/ml ug/ml pui/ml mg/dl  (mmol/l x pUlI/ml/k) inicial
IMC inicial
Correlacion de Pearson 0,166 0,037 0,123 0,013 0,839 -0,124 0,56 0,196 0,54 1
Sig. (bilateral) 0,306 0,820 0,449 0,937 0,0000000001 0,448 0,00017 0,225 0,00033
N 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

IMC: indice de masa corporal; HOMA-IR: modelo homeostético para evaluar la resistencia a la insulina (Homeostatic Model Assessment for Insulin

Resistance, HOMA-IR); k=22,5; CT: colesterol total; TGC: trigliceridos
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Cuadro 3. Correlaciones entre los biomarcadores séricos en el primer trimestre de gestacion

CT Colesterol  Colesterol TGC Leptina Adiponectina Insulina Glucemia HOMA-IR IMC IMC final

(mg/dl) HDL (mg/dl) LDL (mg/dl) (mg/dl) (ng/ml) (ng/ml) (LUI/ml) basal (mmol/L x inicial  (kg/m?)

(mg/dl)  pUImMI/ k)  (kg/m?)

Leptina Cor 0,3 0,1 0,2 -0,1 1.0 -0,1 0,6 0,1 0,5 0,8 0,6
Sig. 0,1 0,5 0,2 0,7 0,6 0,000 0,4 0,000 0,0* 0,000

N 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0

Adiponectina Cor 0,4 0,4 0,2 0,0 -0,1 1,0 -0,4 -0,3 -0,4 -0,1 0,0

Sig. 0,008 0,01 0,3 1,0 0,6 0,025 0,048 0,017 04 0,9

N 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0

Insulina Cor 0,0 -0,2 0,0 0,1 0,6 -0,4 1,0 0,5 1,0 0,6 0,5
Sig. 0,9 0,2 0,8 0,6 0,0001 0,0254 0,003 0,0 0,000 0,003

N 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0

Glucemia Cor 0,0 -0,3 0,1 0,0 0,1 -0,3 0,5 1,0 0,5 0,2 0,2

basal Sig. 0,9 0,1 0,7 0,9 0,4 0,0484 0,0030 0,000 0,2 0,2

N 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0

HOMA-IR Cor 0,0 -0,2 0,0 0,1 0,5 -0,4 1,0 0,5 1,0 0,5 0,5
Sig. 1,0 0,2 0,9 0,6 0,0002 0,0175 0,00  0,0003 0,000 0,003

N 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0

IMC inicial Cor 0,2 0,1 0,0 0,0 0,8 -0,1 0,6 0,2 0,5 1,0 0,9
Sig. 0,3 0,4 0,8 0,9 0,0* 04 0,0002 0,2 0,0003 0,0*

N 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0

Las correlaciones marcadas con asterisco (*) indican un valor de p<0,00000. CT: colesterol total; TGC: triglicéridos

p=0,0030). También se encontré una correlacion
positiva significativa entre el indice HOMA-IR y el
IMC inicial (r=0,5; p=0,0003).

Las siguientes fueron las correlaciones negativas
mas importantes: adiponectina e indice HOMA-IR
(r=-0,4; p=0,0175), adiponectina e insulina (r=-0,4;
p=0,0254), y adiponectina y glucemia basal (r=-
0,3; p=0,0484). No se encontraron correlaciones de
los niveles séricos de colesterol total (HDL y LDL)
y de los triglicéridos con el peso del recién nacido.

En cuanto a las correlaciones entre los biomarca-
dores séricos del primer trimestre de gestacion y el
peso del recién nacido, se descart6 a una paciente,
ya que en la semana 18 de gestacién presentd un
aborto espontaneo. Ademas, se descartaron tres
diadas debido a las siguientes alteraciones mater-
nas: antecedente de hipertrigliceridemia y estado
prehipertensivo en el momento del parto; obesidad
(IMC=33 kg/m?) y parto prematuro, y sobrepeso
(IMC=27,5 kg/m?), con retardo del crecimiento
intrauterino y prematuridad. Las tres diadas madre-
hijo se retiraron del estudio porque las alteraciones
asociadas con la hipertrigliceridemia, el sobrepeso
y la obesidad producen cambios significativos en
el comportamiento de las adipocitocinas y el indice
HOMA-IR, y constituyen un riesgo de malos resul-
tados obstétricos (15,16).

En el cuadro 4 se presentan las semanas de ges-
tacion en el momento del nacimiento, el peso de
los recién nacidos y el indice HOMA-IR del primer

trimestre de gestacion de las diadas definitivas del
estudio y, en el cuadro 5 se presenta la correlacion
positiva entre el indice HOMA-IR y el peso de los
recién nacidos (r=0,43; p=0,012).

Discusion

Los resultados evidenciaron correlaciones positi-
vas entre los niveles circulantes de los biomarca-
dores séricos y el IMC inicial. Entre las principales
correlaciones esté el IMC inicial y la leptina (r=0,839;
p<0,000); esta misma correlacion se hall6 en las
mediciones de la leptina en el primer trimestre de
gestacion de mujeres adultas en el estudio de Kac,
et al. (17), en Brasil, y en el estudio de Walsh (18)
en Irlanda. En estudios previos se ha determinado
que los niveles séricos de la leptina, adipocitocina
producida principalmente por los adipocitos y la
placenta, aumentan simultdneamente con el peso
durante la gestacion (19-21).

El IMC y los valores séricos de insulina en el primer
trimestre de gestacion, presentaron una correlacion
positiva significativa (r=0,56; p=0,00017), lo que
coincide con los hallazgos obtenidos en los estudios
de estos autores (17,18). También, el IMC inicial
y el indice HOMA-IR presentaron una correlacion
positiva significativa (r=0,54; p=0,00033), resulta-
dos afines a los reportados en el estudio de Kac, et
al. (17). Esta correlacion puede deberse a que, ante
una mayor presencia de masa grasa, aumenta el
indice HOMA-IR, indicador de resistencia a la insu-
lina, como en el caso de individuos con un IMC alto.
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El aumento del tamafio del adipocito desenca-
dena la secrecién de la proteina quimioatrayente
de monocitos (MCP-1), la cual conlleva la infiltra-
cion de macréfagos y secretores de citocinas
inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y la interleucina 6, que alteran la via
de sefializacion de la insulina mediante varios
mecanismos, entre ellos, la inhibicion de la fosfori-
lacion en tirosinas de los sustratos del receptor de
la insulina (IRS) (22-24). En dltimas, disminuye

Cuadro 4. Edad de gestacion al nacer, valores del peso del
recién nacido y del indice HOMA-IR materno en el inicio del
embarazo

Edad de gestacion al Peso del recién HOMA-IR materno

nacer (semanas) nacido (g) (mmol/L x pui/ml/ k)
35,6 1.470 0,71
334 2.060 2,01
36,3 2.310 1,21
37,6 2.350 1,44
39 2.420 0,87
38 2.550 0,63
40 2.660 1,2
37,1 2.665 1,57
37 2.675 1,23
38 2.780 0,39
37,6 2.800 1,43
38,5 2.800 1,47
40,2 2.810 1,12
40 2.860 1,62
37,3 2.880 1,17
39,1 2.930 1,28
37 2.980 1,03
40 3.010 1,94
40 3.070 1,46
39,6 3.100 1,59
40 3.100 2,27
39 3.120 1,26
39 3.160 1,39
40,2 3.180 1,81
40 3.200 2,3
39 3.250 1,59
41 3.260 1,58
40 3.270 0,68
40 3.335 0,54
40,2 3.360 2,05
40 3.450 0,51
40,1 3.600 2,25
40,1 3.640 1,89
39,6 3.660 3,03
40 3.680 1,08
40,6 3.770 1,71

HOMA-IR: modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina

Cuadro 5. Correlacién entre el peso neonatal y el indice
HOMA-IR

Peso neonatal HOMA-IR (mmol/L x pUl/ml/ k)

Coeficiente de correlacion 0,430
p 0,012
n 36

432

Biomédica 2018;38:427-36

el transporte y el metabolismo de glucosa en el
musculo esquelético y en los adipocitos, en tanto
gue aumenta la gluconeogénesis en el higado, por
lo cual, en un primer momento, hay hipersecrecion
de insulina como mecanismo de compensacion;
posteriormente, esto altera la funcién de las células
beta pancreaticas (como en el caso de mujeres
gestantes con obesidad y diabetes mellitus de la
gestacion) (25).

En cuanto a las principales correlaciones entre los
biomarcadores séricos, se encontr6 una correla-
cién entre la leptina y la insulina (r=0,6; p<0,000),
y entre la leptina y el indice HOMA-IR (r=0,5;
p<0,000). En el estudio de Eriksson, et al., en Sue-
cia, y el de Walsh, et al., en Irlanda, se obtuvieron
estos mismos resultados (6,18).

La leptina es producida por los adipocitos, cuyo
aumento de tamafio lleva a la produccion de fac-
tores proinflamatorios que inhiben la sefializacion
del receptor de insulina y provocan la resistencia
a esta, lo cual se compensa con la produccién de
mayores cantidades de esta hormona.

Una de las adolescentes gestantes, cuyos datos
se descartaron del analisis final porque desarrollo
eclampsia, present6 obesidad en el inicio del
embarazo. La obesidad en el embarazo se ha
asociado con la diabetes de la gestacion, la
eclampsia y el parto prematuro (26).

El exceso de nutrientes durante la gestacion puede
producir cambios epigenéticos que provocan modi-
ficaciones del fenotipo a largo plazo y predisponen
a enfermedades crénicas como la obesidad, la
resistencia a la insulina y la diabetes mellitus de
tipo 2 (27). La ingestion inadecuada de nutrientes
durante el embarazo se asocia con cambios en la
metilacién del promotor del gen de la leptina y en
la produccion de dicha hormona por la placenta
(28,29).

La leptina esta involucrada en el adecuado desa-
rrollo y maduracion de diferentes érganos, como
el pancreas (30). La metilacién, un mecanismo
epigenético, ocurre también en tejidos fetales. En
modelos animales se ha demostrado que el exceso
de ingestion de algunos macronutrientes durante la
gestacion, se asocia con cambios en la metilacion
de las regiones promotoras del gen de la leptina,
su receptor y la adiponectina en la progenie (31).

La relacién entre la metilacion de promotores y
las enfermedades metabdlicas es importante, tal
como se evidencid en un estudio con monoci-
tos circulantes en adolescentes mexicanos, en el
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gue se observd que los sujetos con obesidad y
resistencia a la insulina presentaban disminucion
de la metilacion de los promotores del gen de la
leptina y del gen de adiponectina (32). Asimismo,
en un trabajo con monocitos circulantes de per-
sonas europeas con obesidad, se evidencié una
asociacioén inversa entre el indice HOMA-IR y la
metilacion del gen del supresor de sefializacion
de las citocinas (SOCS), molécula que participa
en las vias intracelulares de sefializacion de la
insulina y de la leptina (33).

En el presente estudio, se encontraron correlacio-
nes negativas significativas entre la adiponectina,
el indice HOMA-IR y la insulina (r=-0,4; p=0,017 y
r=-0,4; p=0,025, respectivamente), resultados simi-
lares a los descritos por Eriksson, Walsh y Lacroix
en Canada, en el primer trimestre de gestacion de
mujeres adultas (6,18,34).

La adiponectina es una adipocitocina que aumenta
la sensibilidad a la insulina y cuyos niveles dismi-
nuyen progresivamente durante la gestacién; sus
concentraciones estan inversamente relacionadas
con la ganancia de peso en el embarazo (7,35). Es
mas, la disminucién de los valores séricos de la
adiponectina en la segunda mitad de la gestacién,
coincide con el estado de resistencia a la insulina
caracteristico del embarazo, como lo demuestran
los resultados del estudio de Kac, et al. (17).

No se registrd un peso superior a los 4.000 g en
ningun recién nacido. Cinco de los neonatos pre-
sentaron pesos por debajo de los 2.500 g, y dos
de ellos fueron prematuros. En este estudio no se
determinaron los niveles de leptina en los recién
nacidos, pero en investigaciones de Japén, Esta-
dos Unidos y Egipto, se han encontrado concen-
traciones circulantes bajas de esta hormona en los
neonatos con retardo del crecimiento intrauterino
(36-38). Tales concentraciones podrian tener efec-
tos epigenéticos en el desarrollo de los circuitos
hipotalamicos de apetito y saciedad, y predisponer
ala hiperfagia, a la disminucién del gasto energético
y a la obesidad en la edad adulta (30).

En madres adolescentes sanas sin obesidad ni
antecedentes de dislipidemia, se observd una
correlaciéon positiva significativa entre el indice
HOMA-IR y el peso neonatal (r=0,43; p= 0,012),
lo cual podria ser el resultado de la resistencia a la
insulina que se presenta a lo largo del embarazo.
Si desde el inicio de la gestacién el indice HOMA-
IR es elevado, sus valores aumentaran progre-
sivamente y, cuanto mayor sea la resistencia a
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la insulina, mayor sera el grado de transferen-
cia fetoplacentaria de nutrientes, principalmente
de glucosa.

En el estudio de Yamashita, et al., en Japén, se
estudié el indice HOMA-IR en el segundo y el
tercer trimestres de gestacién de mujeres no
diabéticas y se observo la misma correlacion con
el peso neonatal (39); sin embargo, en el presente
estudio se registr6 este resultado desde el primer
trimestre de gestacion.

En el estudio de Crume, et al., en Estados Unidos,
se obtuvieron resultados similares a los de la
presente investigacién. Dichos autores hallaron
una correlaciéon lineal entre el indice HOMA-IR
de la primera mitad de la gestacién en mujeres
entre 21 y 33 afios y el porcentaje de masa grasa
neonatal (10), en tanto que en este, se observd
que el comportamiento metabdlico de las adoles-
centes gestantes fue similar al de las mujeres
adultas embarazadas.

Los resultados de varios estudios han confirmado
las relaciones entre el perfil lipidico materno
y el peso del recién nacido (40). En el presente
estudio no se encontraron correlaciones entre
las concentraciones de colesterol total y de trigli-
céridos, y el peso neonatal. En trabajos previos
en Irdn y en India, se ha evidenciado una relacién
positiva del peso neonatal con los niveles séricos
de ftriglicéridos de la madre, determinados en
el tercer trimestre del embarazo (41,42). En un
estudio en Estados Unidos, se describi6 una corre-
lacién positiva entre los niveles de colesterol total
medidos en los tres trimestres de gestacion y el
peso del recién nacido (43).

Por otra parte, en un estudio llevado a cabo en
Amsterdam, se observaron diferencias en los
niveles de colesterol total y triglicéridos en el inicio
del embarazo de mujeres de distintos grupos
étnicos (44). Los resultados de las mediciones del
perfil lipidico en el primer trimestre de gestacion
de adolescentes en dicho estudio, y los datos disi-
miles reportados en la literatura médica, corroboran
gue la determinacion de los niveles de lipidos en la
primera mitad del embarazo no es de utilidad para
predecir el peso neonatal (43).

En este estudio se encontré una correlacién signi-
ficativa entre las concentraciones de adiponectina
y las de colesterol total y colesterol HDL, y no se
observaron relaciones entre la leptina y el perfil
lipidico. En un trabajo previo en Alemania, en el
gue se midieron los niveles de adiponectina y el
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perfil lipidico en las semanas de gestacion 16, 22,
30y 36, se encontrd una correlacion negativa entre
los niveles de adiponectina y los de triglicéridos en
los diferentes tiempos, asi como una tendencia
hacia la correlacion positiva entre la adiponectina y
el colesterol HDL de significacion estadistica solo
en la semana 36 de embarazo, en tanto que no
se evidencié una relacién entre la adiponectina, el
colesterol total y el LDL (45). En otra investigacion
en poblacién mexicana en la que se midieron los
indicadores bioquimicos en los tres trimestres del
embarazo, en el segundo trimestre, se encontré
una correlacion negativa de la adiponectina con
los triglicéridos, y una positiva de la leptina con
el colesterol total y el HDL (46). Los hallazgos
dispares de las investigaciones podrian deberse a
diferencias en las caracteristicas médicas y étnicas
de las mujeres gestantes y los distintos momentos
del embarazo en los que se tomaron las muestras
de sangre.

Los resultados del presente estudio en adolescentes
gestantes de 14 a 17 afios residentes en Bogota,
aportan datos para una mejor comprension del
comportamiento metabodlico durante el embarazo
en la adolescencia. A partir de las mediciones
realizadas, asi como de la obtencion de las medi-
das antropométricas neonatales, se establecieron
correlaciones que permiten un mejor conoci-
miento de los efectos hormonales de la leptina, la
adiponectina y la insulina, y del indice HOMA-IR en
el primer trimestre de gestacion en el recién nacido.

Este es un estudio piloto del cual se puede partir
para proximos analisis que profundicen en la fisio-
logia de la gestacion en mujeres adolescentes, con
un nimero mayor de participantes y exploraciéon
de los niveles de las adipocitocinas en cada uno
de los trimestres de la gestaciéon. Ademas, seria
importante determinar si las adolescentes ges-
tantes continlan o no su crecimiento, y hacer un
seguimiento de la dieta para obtener conclusiones
mas amplias que permitan determinar el compor-
tamiento hormonal, el aporte cal6rico y los efectos
del crecimiento materno en el neonato.
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La hipotesis sobre las causas de la depresion basada en la accion de la serotonina y del sistema
inmunoldgico, propone que ciertos tipos de estrés distorsionan la relacion entre la actividad del sistema
inmunitario innato y la del sistema nervioso central.

El estrés causado por una infeccion o el estrés psicologico excesivo activan receptores de tipo toll,
como el TLR-4, el factor de transcripcion NF-kB, el inflamasoma NLRP3, asi como la secrecion de
interleucina 1 beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6); esto causa, en primer lugar, los sintomas generales
de enfermedad que aparecen con cualquier infeccidon, pero también los sintomas caracteristicos de la
depresion como disforia y anhedonia.

Las evidencias indican que, si el estimulo persiste o se repite en las siguientes 24 horas, se activa la
enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) de la via metabdlica de la quinurenina, lo cual incrementa
la sintesis del acido quinolinico y reduce la sintesis de serotonina. El acido quinolinico activa los
receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) en el sistema nervioso central y estimula la secrecion de,
entre otras, las interleucinas IL-6 e 1L-1f, las cuales promueven la hiperactividad del eje hipotalamo-
hipofiso-suprarrenal y refuerzan la desviacion del metabolismo del triptéfano hacia la produccién de
acido quinolinico, asi como de las interleucinas de la inmunidad innata, con lo cual se reduce mas la
sintesis de serotonina y se consolida el proceso depresivo.

Este proceso puede ser iniciado por las interleucinas estimuladas por una infeccién, asi como por
algunas vacunas o por un estrés psicolégico excesivo que active el eje hipotalamo-hipofiso-suprarrenal
simultaneamente con la respuesta inmunolégica innata, con lo que se provocaria un proceso de
inflamacién estéril en el sistema nervioso central.

Palabras clave: depresion; sistema nervioso; sistema inmunolégico; serotonina; inmunidad innata,
interleucina-1beta; interleucina-6; interleucina-10; interferén gamma; neuroglia; sistema hipotalamo-
hipéfiso-suprarrenal.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3688

A new theory of depression based on the serotonin/kynurenine relationship and the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis

The serotonergic and immunological hypothesis of depression proposes that certain types of excessive
stress distort the relationship between the activities of the innate immune and central nervous systems,
so that the stress caused by an infection, or excessive psychological stress, activate toll-like receptors
such as the TLR-4, the transcription factor NF-kB, the inflammasome NLRP3, as well as the secretion of
interleukin-1 beta (IL-1B), interleukin-6 (IL-6) and other factors of the innate immune response, causing
first, the general symptoms of the disease which appear with any infection, but also those characteristic
of depressive illness such as dysphoria and anhedonia.

The evidence indicates that, if the stimulus persists or recurs within 24 hours, the indole-2,
3-dioxygenase enzyme (IDO) of the kynurenine metabolic pathway, which increases the synthesis
of quinolinic acid, is activated with an associated reduction of serotonin synthesis. Quinolinic acid
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activates NMDA receptors in the central nervous system and stimulates the secretion of interleukins
IL-6 and 1L-1B, among others, promoting hyper-activity of the HPA axis and reinforcing a bias of the
tryptophan metabolism to produce quinolinic acid, and interleukins by the innate immune system,
further reducing the synthesis of serotonin and consolidating the depressive process.

We discuss the evidence showing that this process can be initiated by either interleukin stimulated by an
infection or some vaccines or excessive psychological stress that activates the HPA axis together with
said innate immune response, causing a process of aseptic inflammation in the central nervous system.

Key words: Depression; nervous system; immune system; serotonin; immunity, innate; interleukin-
1beta; interleukin-6; interleukin-10, interferon gamma; neuroglia; pituitary-adrenal system.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3688

El sistema inmunologico y el sistema nervioso
comparten las funciones de reconocer objetos, dis-
cernir sus cualidades (si son propios o extrafios;
inocuos o peligrosos) y de generar una respuesta
adaptativa relacionada con ellos.

Ambos sistemas desarrollaron reacciones al
estrés ambiental relativamente simples y rapidas.
Por ejemplo, el sistema nervioso desarrollé el
arco reflejo, en tanto que el sistema inmunitario
reacciona con la inflamacion y el ‘reflejo anti-
inflamatorio’ (1,2). Los dos sistemas expresan
reacciones de vigilancia celular destinadas a
detectar invasores potencialmente peligrosos pre-
sentes en todos los organismos multicelulares (3).
Tanto el arco reflejo del sistema nervioso como el
reflejo inflamatorio del sistema inmunitario operan
mediante respuestas rapidas e innatas (1).

El reflejo inflamatorio depende de la deteccion
de patrones moleculares especificos presentes
en los invasores pero no expresados por los
tejidos propios. Esto ha resultado tan eficaz que
los principales componentes de dicha inmunidad
innata estan conservados, como la familia de los
receptores de tipo toll (Toll-like receptors, TLR) y
los inflamasomas, tanto en las plantas como en los
mamiferos (4).

Inmunidad innata y sistema nervioso

El sistema inmunitario se clasifica segin el tipo
de respuesta: i) una innata, rapida, que produce
inflamacién como mecanismo de defensa primario,
con especificidad limitada, y ii) una adaptativa
mas lenta, pero mas especifica. La inmunidad
innata (figura 1) se activa mediante receptores
en la membrana extracelular, entre los cuales se
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encuentran los de la familia TLR, en tanto que la
respuesta inmunitaria aprendida reconoce anti-
genos muy especificos contra casi cualquier
patégeno (1).

Estrés l l ;
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Figura 1. El estrés provocado por la aplicacion de lipopo-
lisacéaridos de la pared celular de bacterias Gram negativas o
por otras causas, activa la respuesta inmunitaria innata y los
receptores de tipo toll en la membrana de diversas clases
de linfocitos. La activacion de los receptores TLR4 induce la
activacion de la subunidad B del factor necrético kappa que, a su
vez, activa el inflamasoma NLPR3, lo que provoca la liberacion
de la caspasa 1 y la subsecuente liberaciéon de IL-1b e IL-6.
Estas citocinas median la inflamacion, los signos generales de
enfermedad y, posiblemente, la depresion.
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En la figura 1 se ilustran los principales componen-
tes de la inmunidad innata que, como ya se dijo,
estan muy conservados tanto en plantas como en
animales, incluidos los mamiferos (4). El sistema
nervioso de los mamiferos también puede detec-
tar estimulos inflamatorios directamente, lo que
le permite reconocer fuentes potenciales de dafio
utilizando el dolor como sefial, asi como modular
la respuesta a la infeccion (1,2). Un ejemplo de la
interaccion directa entre el sistema nervioso y el
sistema inmunitario, es el caso de la influencia de
la noradrenalina y de la acetilcolina en la reaccion
conocida como reflejo inflamatorio, 0 su contraparte,
el reflejo antiinflamatorio, este Gltimo producido en
la llamada via colinérgica antiinflamatoria (3).

El reflejo inflamatorio puede concebirse como el
circuito de un reflejo prototipico analogo al arco
reflejo del sistema nervioso y capaz de mantener
una respuesta inmunitaria equilibrada, homeos-
tatica, en la cual participan ambos sistemas; en
dicho reflejo, los mediadores moleculares de
la inmunidad innata activan sefiales eléctricas
aferentes en el nervio vago. Los potenciales de
accion viajan por la via aferente de este nervio
al tronco del encéfalo, en donde modulan las
interneuronas del ndcleo del tracto solitario que,
a su vez, regulan los ndcleos motores del nervio
vago. Los axones de las neuronas eferentes de
estos nucleos descienden por el nervio vago hasta
el ganglio celiaco, por donde viajan las sefales
eléctricas a una estacién de retransmisién para
propagar las sefiales al nervio esplénico y al bazo.
La via de sefalizacién culmina en el bazo con la
liberacion del neurotransmisor acetilcolina, el cual
activa los receptores nicotinicos a7 (nNAChR) que
se expresan en los macréfagos del bazo e inhiben
la secrecion de las citocinas (2).

Se ha podido comprobar que el reflejo inflamatorio
y el antiinflamatorio modulan de manera reciproca
diversos sistemas, como el cardiaco y el digestivo,
asi como estructuras del sistema nervioso central
relacionadas con el control del animo (2,3). Este
circuito controla y modula la respuesta inmuni-
taria innata en un marco de tiempo especifico y
rapido, y puede activarse o inhibirse por accién
de la modulacion de diversas regiones del cuerpo
donde la actividad eléctrica del nervio vago puede
suprimir ténicamente la actividad de los linfocitos
gue participan en la respuesta inmunitaria innata,
como sucede en el control neural de la frecuen-
cia cardiaca. Otra evidencia de dicho control es
la respuesta hipersensible o desinhibida frente
a estimulos invasivos o infecciosos, cuando los

Sistema inmunolégico y quinurenina en la depresion

componentes del sistema nervioso (por ejemplo,
el nervio vago o el esplénico) o los componentes
moleculares de la via colinérgica antiinflamatoria,
se eliminan experimentalmente o se inhiben farma-
colégicamente (1,3).

Respuesta inmunitaria innata y depresion

Es posible que la regulacién del reflejo neural en
la respuesta inmunitaria innata se haya originado
desde un comienzo en la evolucion de la inmuni-
dad. En un estudio del 2009, Aballay, et al., eviden-
ciaron que en Caenorhabditis elegans, un gusano
nematodo que posee un sistema inmunitario
innato primitivo y un sistema nervioso evolutiva-
mente antiguo, se expresan genes que activan la
respuesta inmunitaria innata, la cual conduce a
cambios especificos de comportamiento, incluida
la evitacion de los agentes patdgenos, asi como
la migracion para alejarse del sitio donde se
encuentran olores patdgenos (5,6).

Segun el estudio de Maier, et al., en 1998, la infla-
macion sistémica se correlaciona con cambios en el
cerebro, independientemente del suceso iniciador
(una infeccion, un factor de estrés psicolégico
o el dolor), y los sintomas o las manifestaciones
conductuales de la depresion emergen impulsa-
dos por los mismos cambios en el cerebro (7).
Estos autores especularon que durante la evolu-
cién surgié primero el sistema inmunitario para
luchar contra los patdgenos. Cuando los organis-
mos multicelulares requirieron de un mecanismo
para reaccionar ante una amenaza psicolégica
externa, el cuerpo recurrié al mismo sistema inmu-
nitario ya existente.

Maes, et al., hicieron planteamientos similares
y propusieron una conexion evolutiva entre los
factores psicoldgicos estresantes y la activacion
inflamatoria (7,8). Pace, et al.,, por su parte,
sugirieron en un estudio del 2012 que el sistema
inmunitario innato puede activarse solo por el
estrés provocado por una amenaza psicoldgica,
como la expectativa del ataque de un depredador,
sin necesidad de un factor material de estrés, y
qgue dicha caracteristica es un factor adaptativo
(9). Este fendbmeno ya habia sido planteado por
Smith en 1991, en su teoria de los macréfagos en
la depresion, en la cual postulé que las citocinas
secretadas durante el estrés de una infeccion
producian depresion (10).

Seguln esta propuesta, las concentraciones en
sangre de los marcadores bioldgicos inflamatorios,
como la proteina G reactiva y el fibrinégeno, se
incrementan en los pacientes con depresién clinica
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(10). Smith, Maes, et al., y Pace, et al., sugirieron
gue tanto la fase aguda de la inflamacién debida
a una infeccion como la disforia de la depresion,
responden a los mismos mecanismos (8,9,10). Las
citocinas proinflamatorias responsables de la reac-
cion inflamatoria en su fase aguda, también causan
otras manifestaciones clinicas de depresion, inclui-
dos la hiperactividad del eje hipotdlamo-hipéfiso-
suprarrenal, la alteracion del metabolismo de la
serotonina y los sintomas neurovegetativos.

Objetivo de la revisién temética

Considerando que, a pesar de haber sido formulada
hace mas de 20 afios, la teoria inmunolégica de
la depresién no ha tenido una amplia difusién, en
esta revisibn nos propusimos describir la secuen-
cia historica de los principales datos comproba-
dos y las observaciones experimentales sobre las
interacciones entre el sistema inmunitario innato, el
sistema nervioso central, el eje hipotalamo-hipéfiso-
suprarrenal y la via metabdlica del aminoacido
triptéfano, que condujeron a enunciar dicha teoria.

La informacion se presenta organizada historica-
mente y se resalta su contribucion como respaldo
de la teoria inmunolégica de la depresion.

Inmunidad innata y sistema nervioso

La inmunidad innata depende de la deteccion
especifica de los patrones moleculares presentes
en los organismos invasores, como los que se
expresan en la pared celular de las bacterias Gram
negativas, pero no asi en los tejidos del huésped.
Los principales componentes de la inmunidad
innata (figura 1) estdn muy conservados tanto en
plantas como en animales, incluidos los mamiferos
(4) y los humanos (11).

La enfermedad depresivay las citosinas

Como ya se sefialo, una de las primeras obser-
vaciones sobre la relacion del sistema inmunitario
con la depresién clinica fue el aumento de las
concentraciones en sangre de los marcadores
biologicos inflamatorios, como la proteina G reac-
tiva y el fibrindbgeno, en pacientes con depresion
(10). Con base en estas observaciones, Smith
presenté la teoria de los macréfagos en la depre-
sién, en la cual propuso que la fase aguda de la
inflamacién causada por una infeccion responde
a los mismos mecanismos que la anhedonia y la
disforia observadas durante la depresion.

En apoyo de esta teoria, se reporté que muchos
pacientes con cancer o con hepatitis C que reci-
bian inmunoterapia habian desarrollado sintomas
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de depresion (12,13). La investigacion sistematica
de estos sintomas demostré que son causados
por el tratamiento que reciben los pacientes, y
reveld que estos pueden dividirse en dos cate-
gorias distintas. En la primera categoria, los signos
neurovegetativos y los sintomas sométicos de
depresion, los cuales son de aparicion temprana
y estan presentes en todos los pacientes, incluyen
manifestaciones parecidas a las de la gripe, como
fatiga, anorexia, dolor y trastornos del suefio. En
la segunda categoria se incluyen los sintomas
psicoldgicos de la depresion, entre ellos, las altera-
ciones cognitivas leves y los sintomas propios del
estado de &nimo depresivo, los cuales frecuen-
temente se acompafian de ansiedad e irritabili-
dad. Estos sintomas tardan mas en aparecer y son
experimentados hasta por la mitad de los pacien-
tes (14,15).

De hecho, cuando se examin6é a los pacientes
gue desarrollaron los sintomas psicolégicos de la
depresion, se encontré que después de la primera
inyeccion de IFN-a tuvieron una mejoria en el
control homeostéatico del eje hipotalamo-hipdfiso-
suprarrenal, lo que evidencié que la vulnerabilidad
frente a la depresion inducida por la inmunotera-
pia involucra factores tanto fisiol6gicos como de
riesgo psicologico (14,15). En estos pacientes, el
tratamiento previo con paroxetina, un antidepre-
sivo triciclico e inhibidor selectivo de la recaptura
de serotonina, redujo los sintomas psicolégicos,
pero tuvo poco efecto sobre la sintomatologia
neurovegetativa (14). Por otro lado, el antidepre-
sivo triciclico imipramina redujo los indices depre-
sivos y disminuyé la inflamacion producida por el
estrés (16).

Estas observaciones sugerian que la depresion
inducida por la inmunoterapia efectivamente podria
ser producto de un proceso inflamatorio en pacien-
tes vulnerables (17,18), dado que la administra-
cion sistémica o central de un antagonista soluble
del receptor IL-1, el IL-1ra, es capaz de revertir
los cambios conductuales inducidos en un modelo
animal de depresién producido imponiendo el ais-
lamiento social a los roedores. Como se vera en
las siguientes secciones, estos resultados se han
podido reproducir ampliamente (19).

En este contexto surgi6 la siguiente pregunta: ¢ es
la respuesta inmunolégica a los agentes infeccio-
sos el origen de la depresion? Para responderla,
se estudio la relacién entre los sintomas que la
reaccién inmunitaria innata produce cuando hay
infeccion, y aquellos de la depresién (18,19).
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Sintomas generales de enfermedad y sintomas
de depresion

Los sintomas generales de enfermedad consti-
tuyen un conjunto coordinado de cambios con-
ductuales que se verifica en individuos enfermos
durante el curso de una infeccion (18,20). Algunos
de ellos producen una sensacion de malestar
general y desinterés por las actividades placen-
teras, que se asemeja a la anhedonia. La disforia,
0 animo decaido, y la anhedonia son los dos
sintomas especificos que caracterizan a los tras-
tornos depresivos, pero también forman parte de
la reaccion individual al estrés ambiental y son
controlados por la respuesta inmunitaria de la via
celular o la humoral y, por consiguiente, aparecen
en multiples enfermedades (21).

En roedores se ha demostrado que la administra-
cion sistémica o central de las citocinas IL-1f o IL-
6, o del TNF-a induce el espectro completo de los
sintomas generales de enfermedad, dependiendo
de la dosis y la duracion de la administracion (22).
En general, los animales inyectados con estas
citocinas permanecen en un rincon de su jaula, en
una postura encorvada, y muestran poco o ningun
interés en su entorno fisico y social a menos que
sean estimulados. Especificamente, expresan dis-
minucion de la actividad motora, aislamiento social,
reduccion de la ingestion de alimentos y agua,
alteracion de la cognicién y, a menudo, aumento de
la sensibilidad al dolor (23), sintomas estos que se
observan también durante la depresion. Ademas,
en los animales sometidos a estos protocolos,
también se registr6 aumento de los indices depre-
sivos en las pruebas conductuales que miden la
depresion, como el tiempo de inmovilidad en la
prueba de nado forzado y el volumen de ingestion
de solucion con sacarosa (23). Sin embargo, no
todo concuerda con lo observado en pacientes
con depresion, pues los animales también presen-
taron un aumento del suefio de ondas lentas, lo
cual no sucede en los casos humanos (24).

Respuesta inmunitaria innata en el sistema
nervioso periférico

La respuesta inmunitaria innata periférica controla
el cerebro mediante varios medios que actdan en
paralelo. Una primera ruta involucra los nervios
aferentes del sistema nervioso autonomo. Las cito-
cinas producidas localmente activan los nervios
aferentes primarios del nervio vago durante una
infeccion abdominal o visceral (25) o, el nervio tri-
gémino, durante una infeccién en boca y lengua
(26). La segunda es la ruta humoral, la cual activa
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los TLR en células similares a los macréfagos
gue residen en los 6rganos circunventriculares.
Entre estos, los macréfagos asociados con el
plexo coroideo reaccionan a los patrones mole-
culares asociados con agentes patdégenos de la
circulaciéon, mediante la producciéon de citocinas
proinflamatorias (27,28). Una tercera via incluye
los transportadores de citocinas en la barrera
hematoencefdlica: las citocinas proinflamatorias
entran en la circulacion sistémica y, desde ahi,
pueden tener acceso al cerebro mediante estos
sistemas de transporte (29). Por dltimo, esta la ruta
gue involucra los receptores de IL-1B e IL-6, que se
encuentran en los macréfagos perivasculares y las
células endoteliales de las vénulas del cerebro (30).

El acoplamiento de estas vias de comunicacion
del sistema inmunitario al cerebro conduce a la
produccion de citocinas proinflamatorias por parte
de las células microgliales mediante la accién con-
vergente de dos eventos con diferentes cursos de
tiempo: uno que lleva a la activacion de la via neural
aferente rapida y otro de propagacién mas lenta
gue lleva el mensaje de las citocinas dentro del
cerebro. La activacién de la via neural, probable-
mente, sensibiliza estructuras cerebrales blanco
para la produccion y la accién de las citocinas que
se propagan desde los érganos circunventriculares
y el plexo coroideo en el cerebro (16,31).

En este sentido, se ha propuesto que el cerebro
forma una ‘imagen’ de la respuesta inmunitaria
periférica innata, cuyos componentes moleculares
primarios son similares a los de la reaccion descrita
en la periferia, sin que la formacion de esta ‘imagen
inmunoldgica’ en el cerebro implique una inva-
sion de las células inmunitarias en el parénquima
cerebral, lo que indica que las alteraciones no se
deben al dafio tisular producido directamente por
la infeccion (29,30,32).

Sin embargo, no se sabe aun cuales son los
circuitos del cerebro que median las diversas
acciones del comportamiento depresivo causado
por estrés o los sintomas generales de enferme-
dad provocados por las citocinas. Por ejemplo,
no es probable que los sintomas generales de
enfermedad y el aislamiento social inducidos por
las citocinas, estén mediados por las mismas areas
del cerebro que producen la reduccién del consumo
de alimentos o la activacion del eje hipotalamo-
hipéfiso-suprarrenal (33), o la disrupcion del con-
trol ejecutivo orquestado por la corteza prefrontal
(34,35). La conducta en los modelos de depresion,
la cual se ha relacionado con las células de la capa
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granular del giro dentado, de la capa de células
piramidales del hipocampo y de la hipéfisis (36),
es influenciada por los receptores de las citocinas
IL-1B e IL-6 (30,34,37,38).

En trabajos previos de nuestro grupo, se ha
evidenciado que la IL-6 es capaz de modular las
corrientes inhibitorias GABA-érgicas producidas
por la estimulacion de las fibras recurrentes en
la corteza prefrontal o auditiva de la rata (34,35).
Recientemente, mediante registros intracelulares
se encontro, en la preparacion del corte de cere-
bro mantenido en condiciones in vitro, que esta
interleucina también puede modular la influencia
de la norepinefrina sobre las corrientes inhibitorias
posinapticas (Inhibitory Postsynaptic Current, IPSC)
en la segunda y la tercera capa de la corteza
auditiva primaria (A1) de roedores.

En la figura 2A se evidencia la influencia de la nore-
pinefrina en dichas corrientes inhibitorias GABA-
érgicas posinapticas registradas en neuronas pira-
midales de la segunday la tercera capa de la corteza
auditiva de ratén. Como ya se habia observado,
la norepinefrina (20 pM) incrementé de manera
reversible la amplitud de tales corrientes inhibi-
torias (39). Este resultado sugirié que la sensibi-
lidad auditiva del ratén podria incrementarse bajo
la influencia de esta amina biogénica. Sin embargo,
en el presente trabajo se pudo demostrar que la
activacion de la inmunidad innata por inflamacion
cambia radicalmente esta relacion.

En otro experimento (figura 2B), se demostrd la
accion de la IL-6 en las mismas corrientes con la
aplicaciéon de 10 ng/ml de IL-6 directamente en
una neurona piramidal de la segunda y la tercera
capa de la corteza auditiva. En la figura se ven
las corrientes inhibitorias antes y después de la
aplicacion de los 10 ng/ml de IL-6.

Como se aprecia, la aplicacion de la interleucina
produjo una reduccién de su amplitud, de apro-
ximadamente el 50 % (figura 2B). Sin embargo,
cuando se aplico norepinefrina en presencia de la
IL-6, ya no se produjo ningiin cambio en las corrien-
tes sinapticas inhibitorias, lo que sugiere que, cuan-
do la inmunidad innata se activa, la norepinefrina
pierde la modulacion positiva sobre las corrientes
inhibitorias que si se produce en condiciones de
control, lo cual contribuye a incrementar la excita-
bilidad del sistema (figura 2B). Aun cuando estos
resultados no implican necesariamente cambios
en la respuesta conductual, concuerdan con las
modificaciones observadas en dicha reaccion con
la aplicacién de la citosina IL-6 (34,39).
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Receptores de tipo toll 4y citocinas IL-1B e IL-6
en la depresion

Ademas de la citocina IL-1B y la IL-6, que con
frecuencia se han relacionado con la depresion,
también se han encontrado relaciones con otras
moléculas y receptores de la respuesta inmunitaria
innata, en particular los receptores de tipo toll 4
(TLR4) (13). La activacién de tales receptores
desencadena procesos de transcripcién proin-
flamatorios mediante proteinas adaptadoras que
inducen la transcripcion de los factores NF-kappa
B, AP-1 e IRF3 (40,41). A su vez, la activacion de
estos factores de transcripcion promueve la de la
produccién de citocinas proinflamatorias, incluidas
la IL-1B, el TNF-q, la IL-6, y la CXCL10, asi como
el incremento de proteinas como la ciclooxi-
genasa 2 (COX-2), lo que resulta en un aumento
de la sefalizacion proinflamatoria observada en
el paradigma de choques eléctricos inevitables en
roedores, en el modelo del fendmeno de deses-
peranza aprendida (42,43).
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Figura 2. La citosina IL-6 bloquea la influencia de la
noerepinefrina en las corrientes sinapticas inhibitorias (IPSC)
en neuronas piramidales de la capa 2-3 del area Al en la
corteza temporal de la rata. A. Curso temporal de la amplitud
de las IPSC mediante la estimulacion de las fibras aferentes
cercanas al sitio de registro antes y después de la aplicacion
de norepinefrina (20 mM) directamente en el bafio. B. IPSC
sobrepuestas en el punto indicado por los mismos nimeros en
A durante este experimento. C. Como en A, curso temporal de
la amplitud de las IPSC antes y después de la aplicacion de IL-6
recombinante de rata (10 ng/ml; R & D Systems®, Minneapolis,
Minnesota) y de norepinefrina (20 pM) en presencia de la
IL-6 (aplicacion directamente en el bafio). D. Como en B,
las IPSC sobrepuestas en el punto indicado por los mismos
nimeros durante el experimento mostrado en C. La IL-6 fue
activada en una solucion salina amortiguada con fosfato en una
concentracion de 0,5 g/1 ml. La norepinefrina (20 pM) se aplicé
iontoforéticamente en el sitio de registro. Los puntos indican el
promedio de la amplitud de las IPSC.
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Una diferencia notable entre el fendmeno pro-
ducido por el aumento de la sefializacién de las
neurocininas y el de la neuroinflamacion, y la
depresion mayor, es la reversibilidad de los efec-
tos. El aumento de citocinas centrales resultante
de infecciones que no son graves, del ejercicio o
del estrés moderado, produce cambios neuronales
reversibles (44). Estos cambios neuronales pro-
vocados por las citocinas IL-1B3, IL-6 y TNF-q,
incluyen la estimulacion de los receptores de
NMDA vy del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropiénico (AMPA), y el equilibrio de su
activacion, asi como la disminucién de la expresién
de los receptores GABA, en las neuronas, lo que
provoca un aumento de la excitabilidad reversible
(45). En la enfermedad depresiva, a esto se suma
la activacion del sistema serotoninérgico pasadas
las 24 horas; ademas, estos cambios pueden
continuar durante semanas, meses o afios (44).

El metabolismo del triptéfano y la serotoninay
la depresién

Uno de los mediadores moleculares clave en la
induccién del desarrollo de los sintomas depresivos
en los seres humanos después de la administra-
cién de la citosina IFN-a, es la enzima indolamina
2,3-dioxigenasa (IDO), que convierte el triptéfano
en quinurenina, un precursor de la neurotoxina
3-hidroxiquinurenina, o en &cido quinurénico, un
metabolito neuroprotector (46) (figura 3).

De hecho, la producciéon de metabolitos de trip-
téfano neurotoxicos después de la activacion de
la IDO, se considera un paso esencial en el pro-
ceso fisiopatoldgico de la depresion, lo cual se
suma al hecho de que durante el estrés se reduce
la sintesis del 5-hidroxitriptofano (5-HT) en el
cuerpo y la de la serotonina en el cerebro (46).
La activacién de la IDO lleva a la produccion de
3-hidroxiquinurenina y &cido quinolinico, los cua-
les producen sintomas de la depresién analogos
a los sintomas generales de enfermedad. Dichos
metabolitos son agonistas de los receptores
NMDA y potencialmente neurotoxicos, en tanto
gue el acido quinurénico es un antagonista de
dichos receptores y, generalmente, se considera
neuroprotector (47-50) (figura 3).

Las citocinas proinflamatorias incrementan la
enzima quinurenina-3-mono-oxigenasa, la cual
degrada la quinurenina en la 2-hidroxiquinurenina
y, de este modo (figura 3), desvian la via de qui-
nurenina hacia la formacién de dichas sustancias
neurotoxicas. O'Connor, et al., demostraron que la
administracion periférica de IDO inducia un estado
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de depresion. El bloqueo de su activacién direc-
tamente con un antagonista de dicha activacion,
o indirectamente con farmacos antiinflamatorios,
impide la aparicién del comportamiento depresivo
porque atenlla la expresién de citocinas pro-
inflamatorias inducidas por lipopolisacaridos que
activan la inmunidad innata (32,51,52).

En linea con estas observaciones, cuando se
produjo el modelo de depresién mediante la aplica-
cion de lipopolisacaridos en roedores, aumenté la
expresion de IDO en el cerebro 24 horas después
de la inyeccién (53), tiempo que coincide con el de
la aparicién del comportamiento depresivo (54). El
aumento de la actividad enzimética de la IDO se
asocié con un aumento en la relacién entre qui-
nurenina y triptéfano en la periferia y en el cerebro,
procesos que ocurren también 24 horas después
de la aplicacién de los lipopolisacaridos (55,56).
Los analogos de los lipopolisacaridos producen el
mismo efecto en el cerebro de la rata (57).

En las ratas que recibieron interferén alfa recom-
binante humano, el indice depresivo (tiempo de
inmovilidad) se incrementd en la prueba de nado
forzado. Sin embargo, su aplicacién no incremento
la relacion entre quinureninay triptéfano en el cere-
bro. El antidepresivo triciclico imipramina bloqued
los efectos conductuales del interferén, pero no
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Figura 3. El metabolismo del triptéfano puede incrementar
la actividad de la enzima triptéfano hidroxilasa, aumentando
las concentraciones del 5-hidroxitriptofano y promoviendo un
estado eutimico del sistema, o incrementar la actividad de la
enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y las concentraciones
de &cido quinolinico promoviendo un estado depresivo.
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tuvo efecto sobre dicha relacién (58). En apoyo
de la hipétesis de que la activacion del sistema
inmunitario innato produce trastornos del animo, la
supresién del gen IDO-1, que codifica para la IDO,
aboli6 el desarrollo del comportamiento depre-
sivo inducido por la vacuna contra la tuberculosis
(BCG) (59).

Eje hipotalamo-hipo6fiso-suprarrenal en la
inflamacién y en la depresion

Se ha demostrado que el estrés cronico y la
activacion de las vias proinflamatorias se acom-
pafian de resistencia de los receptores a los
glucocorticoides (60). Por ejemplo, en un estudio
de monocitos de sangre periférica de los cuida-
dores de pacientes con tumor cerebral maligno,
se evidencié que el estrés producia resistencia
funcional a los glucocorticoides, liberando la acti-
vacion de las vias de control proinflamatorio de la
transcripcion (61). En otro estudio, la exposicion
recurrente a los estimulos estresantes aumenté
significativamente la expresion del ARN mensajero
y los niveles de proteinas plasmaticas de la IL-1p.
Por ultimo, los ratones que carecian del receptor
IL-18 exhibieron hipertrofia suprarrenal y eleva-
cion de los niveles séricos de corticosterona como
reaccion al estrés (52).

También se ha reportado repetidamente que la
concentracién de la hormona cortisol se encuentra
elevada en las personas deprimidas (62,63). De
hecho, la falta de inhibicion de la hormona libera-
dora de corticotropina de las neuronas parvocelu-
lares en el nucleo paraventricular del hipotalamo, es
la causa inmediata de las elevaciones de cortisol
(52). Una vez activado, el hipocampo se comunica
con el nicleo paraventricular del hipotalamo a
través de conexiones en el nucleo ventral de la
estria terminal (BNST), e inhibe la liberacion de
corticotropina. EI BNST es probablemente un
nudcleo crucial en la regulacién de la liberacién de
corticotropina en situaciones de estrés cronico
(64-66).

Eje hipotadlamo-hipo6fiso-suprarrenal e
inflamacion

La inflamacién inducida podria estimular la acti-
vidad del eje hipotalamo-hipéfiso-suprarrenal por
medio de la accién directa de las citocinas en el
cerebro, o mediante la induccion de resistencia a
los glucocorticoides (67). De hecho, la hiperactivi-
dad es un marcador de la resistencia a los gluco-
corticoides e indica que la accion de las hormo-
nas gluco-corticoides en los tejidos blanco resulta
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ineficaz, lo cual podria conducir a la activacion del
sistema inmunitario. Existe gran interés por encon-
trar la causa de esta alteracion (67).

En diversos modelos animales de la depresion,
se ha evidenciado que esta se asocia con una
disminucion de la expresion de los glucocorticoides
en el cerebro de fenotipo depresivo (67-69). En
los humanos, dicha privacion aumenta el riesgo
de depresion. Por el contrario, un ambiente de
seguridad temprana provocé un incremento en la
expresion de dichos receptores en el hipocampo,
asi como disminucién de la propensién a la depre-
sién en la edad adulta (69). Los resultados de estos
estudios sugirieron que las circunstancias en los
primeros afios de vida modulan la expresién de los
receptores de glucocorticoides en el hipocampo,
lo que, a su vez, puede modular los comporta-
mientos relacionados con el estrés en la edad
adulta. Aunque estos estudios no proporcionan
una relacién causal directa entre la expresion de
los glucocorticoides y los comportamientos rela-
cionados con la depresion, en las pruebas de
correlacion constituyen una clara evidencia de que
las alteraciones en su actividad serian un factor
importante en la etiologia de la depresion (67).

En ratones modificados genéticamente con la
inactivacion especifica de la sefializacion de los
receptores de tipo toll en el higado y en la médula
O6sea, se encontré que, durante la inflamacién
sistémica, se produce una modulacién cruzada del
sistema inmunitario y el suprarrenal que afecta la
actividad del eje hipotalamo-hipdéfiso-suprarrenal
(70). En algunos estudios, se ha demostrado que
la sefializacion de los TLR4 es capaz de esti-
mular el eje hipotadlamo-hipofiso-suprarrenal (71),
y que su activacién es suficiente para causar
la liberacién de glucocorticoides de las células
suprarrenales (72). Ademds, pueden causar un
incremento en la expresion del gen CRH en las
neuronas paraventriculares del hipotalamo (73),
asi como aumento de la corticotropina en el suero.
Los protocolos conductuales que producen estrés
cronico variable o estrés por derrota social, pueden
sensibilizar el eje hipotadlamo-hipdéfiso-suprarrenal
y la respuesta inmunitaria a la exposicion posterior
a los lipopolisacaridos, e inducir diferencialmente
respuestas incrementadas a las neurocininas y a
las citocinas periféricas (74).

Gliay depresion

Como lo sefialaron Raison, et al., las células
gliales estan implicadas tanto en la fisiopatologia
de la depresiébn mayor como en la accién de los
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antidepresivos. En diversos estudios, se han abor-
dado las alteraciones en la morfologia y en el
ndamero de astrocitos, microglias y oligodendroci-
tos durante el proceso depresivo en humanos
y en modelos animales de la depresion (17).
Estas observaciones se han vinculado a pruebas
funcionales de las alteraciones en el sistema de las
células gliales y de las neuronas, los cambios en la
concentracion de los neurotransmisores o sustan-
cias inmunoactivas o en el estado de mielinizacion,
asi como en la formacion de las sinapsis (75).

Se ha evidenciado, ademas, una relaciéon causal
entre la disfuncién de los astrocitos y la depre-
sion, demostrada, por ejemplo, porque la destruc-
cion selectiva de los astrocitos frontocorticales
mediante la toxina selectiva del acido L-a gliotoxina-
aminoadipico, es suficiente para desencadenar
la depresion (76). Asimismo, el fenotipo de tipo
depresivo también aparecié debido a la inhibicién
funcional de los astrocitos mediante la remocion
de su sinaptobrevina-2, o al bloqueo de la libera-
cién vesicular (77). Ademas, se ha reportado que
diversas alteraciones moleculares en los astrocitos
producen signos de depresion, como la alteracion
de la conexina 43, que participa en uniones
comunicantes (78), o el bloqueo del receptor IP3
de tipo 2 (77), o la acuaporina-4 (79). Los trata-
mientos que alivian los sintomas depresivos, como
los inhibidores selectivos de la recaptacion de la
serotonina (80), la terapia electroconvulsiva o la
estimulacion cerebral profunda (81), pueden recu-
perar la funcion de los astrocitos (82).

Las observaciones sobre lo que ocurre en el pro-
ceso depresivo indican que la actividad neuronal,
lejos de actuar de manera aislada, lo hace en
estrecha interaccién con el sistema inmunitario y
el sistema nervioso por medio de los astrocitos y
de las microglias, que interactian estrechamente
en la actividad sinaptica integrando la estructura
llamada sinapsis ‘cuadripartita’ (del término quad-
partite synapse). A diferencia de la descripcion
clasica de los dos componentes, previos y pos-
teriores a la sinapsis, en la actualidad se recono-
cen cuatro componentes: la célula presinaptica, la
célula posinaptica y la participacion estrecha de los
astrocitos y la microglia (83).

El hallazgo de la capacidad de la glia para influir en
la neurotransmisién serotoninérgica ilustra como
no se trata simplemente de reemplazar antiguas
concepciones sobre la causa de los sintomas
depresivos (como la alteracién del metabolismo de
la serotonina), sino de complementar la teoria con
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la participacidon de los mecanismos neuroinmuni-
tarios y ampliar la explicacién de los mecanismos
neurales de la enfermedad. Se ha confirmado, por
ejemplo, que la administracién de glucocorticoides
emuldé el estrés inducido por la sensibilizacién
inmunoldgica (84), efecto que fue bloqueado por
un antagonista de los receptores de glucocorticoi-
des, lo que indicaria que la sefializacion de estos
receptores también seria un factor esencial en la
génesis de la depresion mayor (84).

Teoria de la depresion por la traduccion de la
sefial social

Actualmente, el protocolo conductual para simu-
lar la enfermedad depresiva en roedores usado
con mas frecuencia se conoce como “protocolo de
derrota social”. Slavich, et al., propusieron la teoria
“de depresion por la traduccion de la sefal social”,
en la cual se enmarca el protocolo conductual
mencionado.

Esta teoria propone que las situaciones que impli-
guen amenaza social se representan neurolégi-
camente en regiones del cerebro, como la insula
anterior y la region dorsal de la corteza cingulada
anterior. Ambas regiones procesan las experien-
cias de afecto negativo o las situaciones que se
detectan como un error insoluble (85,86). Aunque
estas regiones no regulan directamente la activi-
dad inflamatoria, tienen conexiones anatdémicas
con regiones del cerebro de nivel inferior, incluidos
los nlcleos de control autonémico del hipotalamo
y el tronco cerebral, los cuales influyen en la
inflamacion sistémica mediante la modulacién de
la actividad del eje hipotdlamo-hipéfiso-suprarrenal
y el sistema nervioso simpatico (87).

La produccion de cortisol asociada con la acti-
vacion del eje hipotalamo-hipdéfiso-suprarrenal,
suprime la actividad inflamatoria, en tanto que la
produccion de epinefrina y norepinefrina relacio-
nada con el sistema nervioso simpatico, promueve
la inflamacion mediante la interaccion con las
células inmunitarias para iniciar la activacién
de los factores de transcripcion NF-kB y AP -1.
Estas interacciones desvian la via metabdlica del
tript6fano hacia la activacion de la enzima IDO-
2, e inducen la activacion de los factores NF-kB
y AP-1 que regulan la expresion de genes de la
respuesta inmunitaria proinflamatoria, incluidas la
IL-1B, laIL6 y el TNF. Una vez activados, los genes
asociados producen secuencias de aminoacidos
gue forman la base para diferentes proteinas,
como las citocinas proinflamatorias IL-1f3, IL-6 y
TNF-a (87).
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El aumento de la actividad inflamatoria induce,
a su vez, algunos de los sintomas somaticos,
vegetativos, cognitivos y afectivos de la depresion,
cuyos efectos son mediados por varias vias que no
son mutuamente excluyentes.

Conclusion

Se ha descrito cémo la actual teoria de la depre-
sién basada en la actividad de la serotonina y
del sistema inmunitario incorpora los factores
propuestos en hipotesis previas, tales como la par-
ticipacion de la respuesta inmunitaria innata que
contribuye a activar la via metabdlica del triptéfano
regulada por la actividad de la enzima IDO, la cual
interactla con las reacciones del eje hipotalamo-
hip6fiso-suprarrenal y del sistema inmunitario
innato. Pero, en contraste con las antiguas teorias
sobre la depresion, que consideraban de manera
aislada diferentes aspectos de la enfermedad, esta
integra la participacion de los factores sefialados:
el sistema serotoninérgico, su interaccion con la via
de la quinurenina, el sistema adrenérgico, el eje
hipotalamo-hipdfiso-suprarrenal, y el equilibrio de
los receptores NMDA/AMPA y los del tipo kainato,
resaltando el papel de la modulacion cruzada entre
las vias de los TLR4, el IDO-glutamato y el eje
hipotalamo-hipéfiso-suprarrenal.

Como se ilustra en la figura 4A, la teoria mas
reciente propone que en las personas sanas
se da la interaccién equilibrada de los sistemas
inmunitario y nervioso mediada por la actividad
del eje hipotalamo-hipoéfiso-suprarrenal y por la
relacion entre la serotonina y la quinurenina, en la
cual predomina la serotonina (tasa>1). En indivi-
duos propensos, esta relaciéon se ve alterada
cuando hay un exceso de estrés. En la figura
4B se muestra el incremento de la influencia
del eje hipotdlamo-hipdfiso-suprarrenal y de la
enzima IDO, lo cual reduce dicha tasa (tasa<1),
y condiciona la hiperactividad del eje hipotalamo-
hipofiso-suprarrenal y del sistema inmunitario, lo
que, sumado a la hipoactividad del sistema ner-
vioso, promueve la adaptacién corporal al estrés
y los cambios conductuales caracteristicos de la
enfermedad depresiva (43,88,89).

Las interacciones entre estos sistemas ya han
producido nuevas propuestas de tratamiento para
la depresion mayor (90,91).
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Figura 4. Interaccion de los sistemas inmunitario y nervioso, y
el eje hipotdlamo-hipéfiso-suprarrenal en el estado sano y en
el depresivo. A. En el estado sano, las respuestas del sistema
inmunitario y del nervioso se mantienen en equilibrio frente a la
actividad del eje hipotalamo-hipofiso-suprarrenal y la relacion
entre la actividad de las enzimas IDO y la tript6fano hidroxilasa.
Dicho equilibrio produce un acoplamiento perfecto entre las
areas de influencia del sistema nervioso y las del inmunitario
representadas por los 6valos que aparecen anclados en la
actividad del eje hipotalamo-hipofiso-suprarrenal, y la relacion
de la actividad entre las enzimas indolamina 2,3-dioxigenasa
(IDO) y triptofano hidroxilasa (TPH). B. En el estado depresivo,
aumenta la actividad del eje hipotdlamo-hipofiso-suprarrenal y
de la via de la quinurenina, asi como los niveles de la enzima
IDO vy las interleucinas proinflamatorias IL-6 e IL-1b, en tanto
qgue disminuye el de interleucinas antiinflamatorias como la
IL-10, entre otras. En esta condicion, las areas del sistema
inmunitario y del nervioso ya no se acoplan de manera perfecta
y aparecen como dos areas independientes.
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CARTAAL EDITOR

Cali, 1° de agosto de 2018

Sefores

Comité Editorial

Revista Biomédica
Instituto Nacional de Salud
Bogot4, D.C.

Estimados sefnores:

He leido con detenimiento el articulo de Palomino-
Devia, et al. (1), titulado “Niveles de actividad
fisica, calidad de vida relacionada con la salud,
autoconcepto fisico e indice de masa corporal:
un estudio en escolares colombianos”, publicado
recientemente en la revista Biomédica, y me per-
mito hacer los siguientes comentarios en torno al
indice de masa corporal (IMC).

Como lo plantean los autores en su introduccién
(1), es bien sabido que para el diagnéstico del
sobrepeso y la obesidad en adultos y en nifios,
se debe contar con indicadores antropométricos
como el IMC y, en el caso especifico de los nifios,
este debe considerarse con respecto a la edad. Sin
embargo, en el articulo mencionado no se alude
a la clasificacion propuesta por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (2), la cual se adopt6
para Colombia en la Resolucion 2465 del 14 de
junio del 2016 emitida por el Ministerio de Salud
y Proteccion Social, en la que se establece que,
en los nifios entre los 5 y los 17 afios de edad,
el sobrepeso corresponde a un IMC ubicado entre
las lineas de puntacion de =1 y <2 desviaciones
estandar, en tanto que, en la obesidad infantil, este
se sitla por encima de la linea de puntuacion de
+2 desviaciones estandar.

Ademads, los autores comparan sus resultados
con los obtenidos en los estudios de dos Santos,
et al. (3), y Muros, et al. (4), quienes utilizan los
puntos de corte empleados por Cole, et al. (5),
para clasificar el sobrepeso y la obesidad. Dichos
puntos de corte responden a una nueva definicién
del sobrepeso y la obesidad en la infancia, basada
en datos internacionales combinados para el IMC
y vinculada al punto de corte de la obesidad adulta,
el cual esta entre 25 y 30 kg/m>2.

Estos dos comentarios me sirven para anotar que
hubiera sido interesante conocer el resultado de la
pregunta de investigacion relacionada directamente

con la presencia de la obesidad o el sobrepeso
segun la OMS, y compararlos con los resultados
de Santos, et al. (3), quienes estudiaron 212 ado-
lescentes portugueses entre 12 y 16 afios de edad y
encontraron una prevalencia entre moderada y alta
de sobrepeso y obesidad, asi como de colesterol/
HDL. Asimismo, hallaron una alta prevalencia de
hipertension arterial sistémica y niveles de actividad
fisica bajos a moderados. Ademas, la relacién entre
el IMC y el riesgo metabdlico (glucosa en ayunas,
triglicéridos, colesterol/HDL, presién arterial sis-
tolica y circunferencia de la cintura), demostro
gue los adolescentes obesos presentaban mucho
mayor riesgo metabdlico que los adolescentes con
sobrepeso y los eutréficos. En la comparacién con
los resultados del estudio de Muros, et al. (4), en
106 estudiantes espafioles de 12,0+0,9 afios, se
evidencié que los hombres hacian méas actividad
fisica que las mujeres (=2 horas de actividad fisica
extraescolar de intensidad moderada a vigorosa),
y que los estudiantes con peso normal eran mas
activos que aquellos con sobrepeso u obesidad y
tenian mejor calidad de vida.

Carlos Alberto Velasco-Benitez
Departamento de Pediatria, Universidad del Valle,
Cali, Colombia
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Ibagué, 23 de agosto de 2018

Sefiores

Revista Biomédica
Instituto Nacional de Salud
Bogota, D.C.

Apreciados editores:

Agradecemos las observaciones del doctor Carlos
Alberto Velasco-Benitez sobre nuestro articulo y al
respecto expresamos lo siguiente:

1. En nuestro articulo publicado en Biomédica en
junio de 2018, si se presenta la clasificacion
propuesta por la Organizacion Mundial de la
Salud, incluida en el primer considerando de
la Resolucion 2465 del 14 de junio de 2016
(1) expedida por el Ministerio de Salud y
Proteccion Social, en la cual se alude a “los
patrones de crecimiento infantil publicados en
los afios 2006-007 por la Organizacién Mundial
de la Salud-OMS- para la clasificacion antro-
pométrica del estado nutricional en nifias, nifios
y adolescentes menores de 18 afios de edad”.
Segun la OMS, dichos patrones tienen validez
para cualquier grupo poblacional que cumpla
con esas caracteristicas.

2. El doctor Velasco se refiere, asimismo, al estu-
dio de Muros, et al. (2), en el cual los autores
acogieron la clasificacién basada en los puntos
de corte definidos por Cole, et al. (3), y no a
los incorporados en la resolucion mencionada.
Naturalmente, cuando se discuten los resulta-
dos de un estudio, se contrastan con otros que
no responden exactamente a las mismas carac-
teristicas, pues lo importante es su discusion y
su analisis comparativo. En este sentido, acla-
ramos que se hace alusion a un estudio multi-
céntrico sobre el patron de crecimiento (1), en
el cual se hizo un seguimiento longitudinal de
nifios desde el nacimiento hasta los 24 meses
de edad. En este se recogieron los datos pri-
marios sobre el crecimiento en 8.440 lactantes
y nifios pequefios saludables alimentados con
leche materna, y de antecedentes étnicos y
entornos culturales muy diversos (Brasil, Ghana,
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India, Noruega, Oman y Estados Unidos). Este
estudio tiene la peculiaridad de que fue conce-
bido especificamente para elaborar un patrén,
seleccionando a nifios saludables que vivieran
en condiciones favorables para alcanzar plena-
mente su potencial genético de crecimiento.

3. Esta referencia no fue tenida en cuenta: dos
Santos FK, Ferreira Gomes TNQ, de Souza
MC, Chaves RN, de Vilhena DN, Sampaio
Pereira Sl, et al. Physical activity, BMI and
metabolic risk in Portuguese adolescents. Rev
Bras Cineantropom Desempenho Hum. 2016;
18:103-13. doi: http://dx.doi.org/10.5007/1980-
0037.2016v18n1p103. No obstante, se inclu-
yeron mas de 100 estudios de diferentes par-
tes del mundo tanto en América, en Europa y
en Asia, para realizar las diferentes discusiones
y el analisis de cada variable.

Por dltimo, las sugerencias planteadas por el
doctor Velasco-Benitez no afectan ni cambian
de ninguna manera las conclusiones del estudio,
puesto que son aspectos para tener en cuenta en
futuras investigaciones.

Agradecemos el tiempo invertido en leer y analizar
el articulo. Siempre estaremos dispuestos a escu-
char todos los aportes que lleguen.

Atentamente,

Felipe Augusto Reyes-Oyola
Facultad de Ciencias de la Educacion, Universidad
del Tolima, Santa Helena Parte Alta, Ibagué, Colombia
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Informacion e instrucciones para los autores

Biomédica es la revista cientifica del Instituto
Nacional de Salud de Colombia. Su fin primordial
es la difusion de trabajos originales que contribuyan
a ampliar los conocimientos en biomedicina.

Politica editorial de la revista

Biomédica acepta y se acoge a los lineamientos
establecidos por el International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) (www.icmje.org),
por Equator Network (http://www.equator-network.
org/) y por el Committee on Publication Ethics
(COPE) (http://publicationethics.org/) para garan-
tizar la calidad de las publicaciones cientificas,
su transparencia, integridad y debida salvaguarda
de los principios éticos que rigen la investigacién
biomédica.

La politica de reconocimiento de autoria de la
revista Biomédica se cifie a la orientacion del
ICMJE. Este Comité sefiala que

“El crédito de autoria debe basarse solamente en:

(1) contribuciones sustanciales a la concepcion
y el disefio del manuscrito, 0 a la adquisicion,
analisis e interpretacién de los datos;

(2) laredaccién del manuscrito o la revision critica
de contenido intelectual importante;

(3) la aprobacion final de la versién que se
publicara, y

(4) la asunciéon de la responsabilidad frente a
todos los aspectos del manuscrito, para garan-
tizar que los asuntos relativos a la exactitud o
integridad de cualquier parte del mismo sean
apropiadamente investigados y resueltos.

Para que a alguien se le reconozca como autor,
debe satisfacer las cuatro condiciones mencio-
nadas. La adquisicién de fondos, la recoleccion
de datos o la supervisién general del grupo de
investigacion por si mismos, no justifican la autoria”.

La revista Biomédica no acepta la inclusion o el retiro
de autores después de haberse iniciado el proceso
editorial de los manuscritos. En casos excepcio-
nales en que ello se permita, es obligatorio obtener
el consentimiento por escrito de los autores cuyos
nombres vayan a ser eliminados del manuscrito
0 agregados a él. Ademas, se debe enviar una
declaracién firmada haciendo constar que todos
los autores reunen los criterios de autoria y que no
existen otros autores que, reuniendo los criterios,

hayan sido omitidos, y volver a mencionar en detalle
la contribucion de cada persona a la investigacion
y al manuscrito.

Registro de ensayos clinicos

Biomédica apoya las politicas de registro de
ensayos clinicos de la Organizacién Mundial de
la Salud y del International Commitee of Medical
Journal Editors. Por consiguiente, solamente
aceptara para publicaciéon los manuscritos de inves-
tigaciones clinicas que hayan recibido un nimero
de identificacién en uno de los registros de ensayos
clinicos validados por los criterios establecidos por
las instituciones antes mencionadas. El nimero
de identificacién y el sitio de registro se deben incluir
al final del resumen del manuscrito.

Derechos de autor

Ninguna publicacién, nacional o extranjera, puede
reproducir ni traducir los articulos ni sus resimenes,
sin previa autorizacién escrita del Comité Editorial
de la revista Biomédica.

Declaracién de privacidad

Los nombres y las direcciones de correo elec-
tronico suministradas a la revista se utilizaran
exclusivamente para los propésitos declarados
y no se pondran a disposicion de ninguna otra
persona o institucion.

Proceso editorial

Todo material propuesto para publicacién en la
revista serd revisado inicialmente por el Comité
Editorial y enviado luego para evaluacion externa a
evaluadores o pares cientificos. Para facilitar este
paso, junto con el manuscrito, los autores deben
enviar a través del sistema en linea, un archivo
complementario que contenga el nombre, la afi-
liacién y el correo electrénico de cuatro posibles
evaluadores nacionales y cuatro internacionales.
Los nombres de los evaluadores sugeridos no
deben incluirse dentro del manuscrito.

Una vez que el autor reciba los comentarios de
los evaluadores, debe proceder a contestarlos
punto por punto y a incorporar las modificaciones
correspondientes en el texto, en un plazo de
dos semanas. Si en el transcurso de las cuatro
semanas siguientes, Biomédica no ha recibido
la respuesta de los autores, el Comité Editorial
retirard el manuscrito.



Una vez aceptado el manuscrito para publicacion,
el Comité Editorial no aceptara modificaciones
sobre su contenido y se solicitara enviar una decla-
racion de cesion a la revista de los derechos de
reproduccion, la cual debe ser firmada por todos
los autores. Ademas, los autores deben hacer
revisar la calidad del inglés del manuscrito o del
resumen, por parte de un experto en el idioma,
y enviar la certificacion a la revista en un plazo
menor a dos semanas.

La revista Biomédica se reserva el derecho de
aceptar o rechazar los manuscritos sometidos
para publicacién, y hara sugerencias que tiendan
a mejorar su presentacion y a garantizar la inte-
gridad de la publicacién.

Los manuscritos originales aceptados para publi-
cacion, se mantendran en los archivos de la revista
durante minimo un afio a partir de la fecha de
publicacion.

Después de la edicién y la correcciéon de estilo,
los autores recibiran las galeradas del articulo, las
cuales deben ser cuidadosamente revisadas y
devueltas al editor en un término maximo de 48
horas.

La revista Biomédica es de acceso libre e incluye
metadatos de citacion para todas las referencias de
los articulos publicados y las deposita en CrossRef
(http://www.crossref.org/).

Informacidn general sobre los manuscritos

Biomédica publica trabajos cientificos, escritos en
espafiol o en inglés, en las siguientes categorias.

Articulo original: trabajo inédito derivado de una
investigacion biomédica que aporta informacion
nueva sobre aspectos especificos y contribuye de
manera relevante al conocimiento cientifico.

Comunicacion breve: es el informe de resultados
parciales o finales de una investigacion, cuya
divulgacion rapida sea de gran importancia.

Nota técnica: describe en detalle una técnica de
laboratorio novedosa o modificaciones de una
técnica ya establecida, enfatizando las ventajas
que tiene el procedimiento o la innovacién
desarrollados.

Ensayo: es un manuscrito filosoéfico, literario o
cientifico que presenta la opinion sustentada del
autor sobre un tema especifico o de actualidad.

Comentario: manuscrito sobre un articulo publi-
cado en la revista.

Resefa histdrica: es un manuscrito que destaca
personajes 0 sucesos y su contribucién al desa-
rrollo de las ciencias biomédicas o de las politicas
en salud.

Revision de tema: presenta el estado actual del
conocimiento sobre un tema; puede ser de dos tipos:

1) solicitada directamente por el Comité Editorial
a personas expertas en el tema,

2) presentada por profesionales interesados
en un tema en particular. En este caso, se
debe enviar inicialmente al Comité Editorial
la propuesta en la que se indique por qué el
tema escogido es pertinente para los lectores
de Biomédica, asi como
una breve descripciébn del contenido,
las referencias clave, las publicaciones de los
autores sobre el tema que seran incluidas
(requisito obligatorio), los datos inéditos de
los autores que se incluiran en la revision
(requisito obligatorio), la probable extension
del documento y el nimero aproximado de
ilustraciones.

En ambas casos, los autores deben estructurar la
revision de la siguiente manera:

- incluir un resumen con énfasis en el significado
de los hallazgos recientes;

- una introduccion al tema, sefialando hitos
pasados y desarrollos presentes;

- encabezamientos en el texto, con el objeto de
hacer mas provechosa su lectura;

- larevisién debe incluir un andlisis critico de la
bibliografia y los datos propios de los autores;

- el desarrollo del tema queda a discrecion del
autor, pero se aconseja que incluya tablas,
esquemas y figuras, que hagan agil el texto y
ofrezcan una comprension mas rapida de su
contenido. En caso de usar figuras tomadas
total o parcialmente de otras publicaciones,
los autores deben adjuntar el permiso de la
casa editorial que ostente los derechos de
autor para su reproduccion en Biomédica.

Imagenes en biomedicina: es un trabajo ilustrado
con fotografias que muestran y explican de manera
didactica un concepto, una estructura, una enfer-
medad o un diagnostico biomédico. Debe incluir
un comentario corto que resalte la importancia del
tema ilustrado.

Haga usted el diagndstico: pretende retar la
capacidad diagnéstica de los lectores, utilizando



ilustraciones o fotografias de casos clinicos o de
hallazgos microscépicos. Consta de dos partes,
la presentacion clinica y los hallazgos correspon-
dientes, y el diagnéstico correcto; este ultimo
aparece en una pagina aparte y debe acompafiarse
de un comentario actualizado sobre la entidad que
se pretende ilustrar.

Presentacion de casos: son ejemplos de casos
clinicos que destacan alguna particularidad o sefia-
lan un hallazgo especial de la enfermedad, con una
revision breve de las publicaciones pertinentes.

Cartas al editor: los lectores pueden solicitar
aclaraciones o presentar comentarios sobre el
material publicado en la revista. La decision sobre
la publicacién de las cartas recibidas queda a
discrecion del Comité Editorial.

Comentarios bibliograficos: son escritos criticos
breves sobre libros de salud o de biomedicina.

Preparacién del manuscrito

Los autores deben ceifiirse a las indicaciones
del International Committee of Medical Journal
Editors, que se encuentran publicadas como
Recommendations for the Conduct, Reporting,
Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals (Updated December 2013) (http://icmje.
org/icmje-recommendations.pdf).

El manuscrito debe incluir las siguientes secciones.
Hoja de presentacidn: esta seccion debe incluir
- titulo (méximo 165 caracteres),

- titulo corto para los encabezamientos de las
paginas (maximo 50 caracteres),

- titulo en inglés (maximo 165 caracteres),

- un parrafo con los nombres completos de los
autores Unicamente con el primer apellido,

- la afiliacién institucional integrada por grupo,
institucion, ciudad y pais. La afiliacién insti-
tucional se relaciona con los autores con
ndameros en superindice y en ella se deben
omitir cargos y titulos académicos,

- datos de correspondencia: hombre del autor
responsable, direccion completa, ndmero
telefénico y de fax, y direccién electrénica, y

- pérrafo donde los autores declaren cual fue el
aporte al documento de cada uno de ellos.

Restimenes: el trabajo debe incluir un resumen
estructurado en espafiol e inglés, con los subti-
tulos introduccion, objetivo, materiales y métodos,

resultados y conclusion. Los resimenes no deben
exceder las 250 palabras. No se permite el uso de
referencias ni se recomienda la inclusion de siglas
0 acrénimos.

Palabras clave: se requieren de 6 a 10 palabras
clave en cada idioma; consulte los Descriptores
en Ciencias de la Salud (DeCS) del indice de
la Literatura Latinoamericana y del Caribe en
Ciencias de la Salud (LILACS) en http://decs.bvs.
br/E/homepagee.htm; para verificar las de inglés,
consulte los Medical Subject Headings (MeSH) del
Index Medicus en http://www.nlm.nih.gov/mesh/
meshhome.htm.

Texto: todo el manuscrito, incluso la pagina del
titulo, los resiimenes, las referencias, las leyendas
de figuras y cuadros, debe estar escrito en letra
Arial de 12 puntos de tamafio a doble espacio y
alineado a la izquierda, sin dejar espacios extras
entre parrafos; se debe dejar un solo espacio
después del punto y seguido o del punto y aparte.

Los cuadros se deben configurar en letra Arial de
10 puntos de tamafio a espacio sencillo.

Se debe usar letra bastardilla o cursiva para los
términos cientificos, sin subrayarlos.

Los numeros decimales en espafiol deben separarse
de los nimeros enteros por comas, no por puntos.

Formato electrénico: el manuscrito se debe enviar
en Word, preferiblemente en la version 97-2003.
Ademas de ser adjuntas al documento de Word,
las figuras se deben enviar preferentemente como
fichero complementario en formato tiff (Tagged
Image File Format) de 300 dpi (dots per inch). Las
graficas elaboradas en PowerPoint o Word son de
baja resolucion, por lo tanto, no se deben incluir
este tipo de imagenes en formato electrénico. Las
ilustraciones se imprimen en una columna (75 mm)
o en dos columnas (153 mm); por consiguiente, se
deben enviar las ilustraciones del tamafio en que
van a quedar impresas. Si las ilustraciones son en
color y se remiten en formato electrénico, se deben
enviar en archivos CMYK en formato tiff (Tagged
Image File Format) de alta resolucién. Si la imagen
no tiene texto incluido, la resolucién 6ptima para
los archivos CMYK es de 300 dpi; si incluye texto,
la resolucion recomendada es de 600 dpi y, si son
de blanco y negro, de 1.200 dpi. La fuente preferida
para las graficas es Helvética. Si sus archivos
son de Macintosh, debe convertirlos a uno de
los formatos mencionados. Se requiere una lista
completa de los archivos enviados, que incluya los
programas cuyo formato se utilizé.



Agradecimientos: cuando en esta seccion se
nombren personas, los autores deben certificar
que ellos tienen conocimiento y estan de acuerdo
con aparecer en los agradecimientos. Esto no es
necesario cuando se nombran entidades.

Conflicto de intereses y financiacion: los autores
deben incluir, antes de las referencias del manuscrito,
un pérrafo en el que expresen si existen conflictos de
intereses o si no los hay. Ademas, debe presentarse
otro parrafo que incluya la fuente de financiacion de
la investigacion adelantada.

Biomédica acoge las recomendaciones del ICMJE
y adopta el formato de declaracion de potenciales
conflictos de intereses, el cual debe ser diligenciado
individualmente por cada uno de los autores del
manuscrito y enviado junto con la carta de remisién.
El formulario electrénico esta disponible en http://
www.icmje.org/conflicts-of-interest/.

Referencias bibliograficas: es indispensable
observar estrictamente las indicaciones de los
requisitos uniformes para manuscritos del area
biomédica. Se le asigna un namero a cada refe-
rencia citada del texto, asi como a los cuadros y
a las figuras, en orden ascendente. Los nimeros
de las referencias se anotan entre paréntesis y no
como superindice.

Las comunicaciones personales, los datos sin
publicar, los manuscritos en preparacién o some-
tidos para publicacion y los resimenes de trabajos
presentados en congresos, se deben citar entre
paréntesis en el cuerpo del manuscrito y no en la
seccion de referencias.

La abreviatura exacta de la revista citada se debe
consultar en la lista de publicaciones periddicas del
Index Medicus (http://mww.nlm.nih.gov/tsd/serials/
lji.html); si la revista no aparece, se escribe el titulo
completo de la revista. Solo se deben transcribir los
seis primeros autores del articulo, seguidos de et al.
Se recomienda lainclusion de referencias nacionales
y latinoamericanas, para lo cual se puede consultar
Lilacs, Publindex, Latindex, Redalyc, Sibra y otras
fuentes bibliograficas pertinentes.

En caso de dudas sobre la forma correcta de citar
unareferencia (articulo cientifico, libro, tesis, pagina
de internet, etc.), se sugiere consultar la pagina
http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.
html, en la cual se encuentran ejemplos de todos y
cada uno de los posibles casos.

A continuacion se dan algunos ejemplos para el
estilo de las referencias, siguiendo las normas de
Vancouver.

Revista cientifica: la forma adecuada de citar
revistas cientificas es la siguiente (observar el
orden de los datos, los espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido delas iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Abreviatura de
la revista. Afio;volumen:pagina inicial-pagina final.
http://dx.doi.org/

Ejemplo:

Sanchez J, Villada OA, Rojas ML, Montoya
L, Diaz A, Vargas C, et al. Efecto del zinc
aminoqueladoy el sulfato de zinc en la incidencia
de la infeccion respiratoria y la diarrea en nifios
preescolares de centros infantiles. Biomédica.
2014;34:79-91. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.
v34i1.1581

Alter G, Malenfant JM, Altfeld M. CD107a
as a functional marker for the identification of
natural killer cell activity. J Immunol Methods.
2004;294:15-22. http://dx.doi.org/10. 1016/j.jim.
2004.08.008

Libro o documento: la forma adecuada de citar
libros o documentos es (observar el orden de los
datos, los espacios y la puntuacién):

Autores (primer apellido seguido delas iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Edicién (en los
casos que corresponda). Ciudad de publicacion:
editorial; afio. pagina inicial-pagina final o nimero
total de paginas.

Ejemplo:

Bernard HR. Research methods in anthropology:
Qualitative and quantitative approaches. Second
edition. Thousand Oaks, CA: Sage Publications;
1994, 585 p.

Capitulo de libro o documento: la forma ade-
cuada de citar capitulos de libros o documentos es
la siguiente (observar el orden de los datos, los
espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido delas iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo del capitulo. En:
autor del libro, editores. Titulo del libro. Edicion (en
los casos que corresponda). Ciudad de publicacién:
editorial; afio. pagina inicial-pagina final.

Ejemplo:

Franco JL, Orrego JC, Montoya CJ, Patifio PJ.
Sindrome de infeccién recurrente. En: Correa JA,
Goémez JF, Posada R, editores. Fundamentos
de Pediatria. Tercera edicién. Medellin: Editorial
Corporacién para Investigaciones Bioldgicas;
2007. p. 15-50.



Documentos en paginas web: la forma adecuada
de citar documentos publicados en paginas web,
es la siguiente (observar el orden de los datos, los
espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Fecha de consulta:
dia, mes, afio. Disponible en: pagina exacta en
donde abre el documento.

Ejemplo:

Ministerio de la Proteccidon Social. Actualiza-
cion integral del POS 2013. Fecha de consulta:
26 de febrero del 2014. Disponible en: http://
www.pos.gov.co/Documents/LISTADO%20
MEDICAMENTOS%20ACUERDQO%20008%20
CRES.pdf.

Cuadros y figuras: los cuadros se elaboran usando
el formato de Word; abstenerse de preparar archi-
vos en columnas o tabulados en el texto mismo
del manuscrito.

En las preparaciones de microscopio, se deben
mencionar la coloraciéon y el aumento segun el
objetivo utilizado, sin incluir el valor del ocular.

Cuando se utilicen cuadros o figuras que ya hayan
sido publicados, se requiere enviar la autorizacion
de la casa editorial que ostenta los derechos de
reproduccion.

Remisién del manuscrito

El manuscrito debe ser remitido a través del sistema
en linea disponible en el enlace de informacién
para autores en http://www.revistabiomedica.org/.

Sin embargo, se debe enviar la carta impresa de
remision firmada en original por todos los autores,
en la que conste que todos conocen y estan de
acuerdo con su contenido, y que el manuscrito no
ha sido publicado anteriormente ni se ha sometido
a publicacién simultanea en otra revista, a la oficina
de la revista ubicada en la siguiente direccion:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud

Avenida Calle 26 N° 51-20, bloque B, oficina B-245
Bogota, D.C., Zona 6, Colombia, S.A.

Los autores radicados en otros paises pueden
enviar la carta de remisién firmada y escaneada
desde sus correos electrénicos personales, al correo
de la revista (biomedica@ins.gov.co), informando
que se entrega por este medio por encontrarse en
el exterior.

Solo cuando se reciba la carta de remision en la
oficina de la revista (autores nacionales), o todos
los correos (autores internacionales), se iniciara el
proceso de revision editorial del manuscrito.

Al someter un manuscrito para publicacion en
Biomédica, los autores aceptan con su firma,
explicita o implicitamente, que:

1) Conocen las instrucciones para los autores y
las han seguido detalladamente.

2) Todos los autores cumplen todos los criterios
internacionalmente aceptados para ser consi-
derados como tal.

3) No se ha excluido de la lista de autores el
nombre de ninguin autor que redna los requisitos
para serlo.

4) Todos los autores conocen la versién final del
manuscrito sometido para publicacion y estan
de acuerdo con ella.

5) No se ha incurrido en conducta alguna que
pueda considerarse como transgresion de la
integridad cientifica o de los principios éticos
gue rigen las publicaciones cientificas.



BIOMEDICA
Lista de verificaciéon

Con el fin de comprobar que se hayan cumplido todas las instrucciones correspondientes a las normas de
publicacién de la revista Biomédica, le solicitamos que diligencie en linea la siguiente lista de verificaciéon
y la presente junto con su manuscrito.

Categoria

__Articulo original __ Comunicacion breve __ Nota técnica
____Revisién de tema ____Resefia histérica ____Ensayo
____Comentario ____Imagenes en biomedicina

____Presentacion de caso ____Haga usted el diagnéstico

____ Carta al editor ____Resefia bibliografica

1- Presentacion

____ Texto escrito a doble espacio en fuente Arial de 12 puntos de tamafio y alineado a la izquierda

____ Paginas numeradas consecutivamente en la esquina inferior derecha

2- Titulo

____Seincluyen los titulos en espafiol e inglés (maximo 165 caracteres).

____Seincluye el titulo abreviado en espafiol, o inglés en los casos pertinentes (maximo 50 caracteres).
___ Los autores aparecen sélo con su afiliacion institucional, sin mencionar cargos ni titulos académicos.

El autor de la correspondencia suministro los datos completos: nombre, apellidos, direccion, teléfono,
fax y direccion electrénica.

3- Resumen

____Se incluye el resumen estructurado en espafiol e inglés, con una extensibn maxima de 250
palabras y con los siguientes subtitulos: introduccion, objetivos, materiales y métodos, resultados
y conclusiones.
El resumen estructurado solo se requiere para articulos originales y comunicaciones breves.

4- Palabras clave
____Seincluyen 6 a 10 por articulo en cada idioma.

_____Se usan las palabras clave en espafiol e inglés indexadas en los Descriptores en Ciencias de la
Salud (DeCS) (http://decs.bvs.br/E/homepagee.html) y Medical Subject Headings (MeSH) (http://
www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.htm).

5- Estructura del articulo original, nota técnicay comunicacién breve
Se incluyen los siguientes apartados:
__Introduccion
Materiales y métodos
Resultados
Discusion
__ Agradecimientos

Declaracién de conflicto de intereses



____ Financiacién

____ Referencias

____ Cuadros y figuras con sus respectivas leyendas

6- Figuras

____Seincluye cada una en péagina aparte, con su respectiva leyenda.

7- Cuadros

____ Se adjuntan en hoja aparte, elaborados en el modelo de tablas de Word, configurados en Arial 10 a
espacio sencillo.

Se ordenan secuencialmente.

Se incluye la leyenda correspondiente.

8- Referencias
Las referencias se numeran segun el orden de su aparicion en el texto.

Se ordenan secuencialmente y en el formato adecuado, taly como lo indican las normas de Biomédica
en las instrucciones para los autores.

Cuando se citan referencias en los cuadros, éstas deben seguir el orden que se venia usando en
el texto.

9- Abreviaturas y siglas

Se anotan entre paréntesis después de la primera vez que aparezcan, en forma completa y en el
idioma original, los términos que se abrevian. Debe evitarse el uso y la creacién de siglas que no
sean universalmente reconocidas.

10- Nomenclatura
Los nombres taxondmicos de género y especie estan escritos en letra cursiva.

Los nombres de microorganismos se escriben completos la primera vez que se citan, incluso en el titulo
y en el resumen; después, se usa solamente la inicial del género y el nombre completo de la especie.

11- Consideraciones generales

Se envi6 cartaimpresa firmada por todos los autores o, en caso de autores radicados en el extranjero,
una carta de remisién firmada y escaneada desde sus correos electronicos personales.

Se incluyé el formato de declaracién de conflicto de interés diligenciado por cada uno de los autores.

Se obtuvo autorizacién del Comité de Etica para la experimentacion en humanos o animales, la cual
debe incluirse al final de la seccién de Materiales y métodos.

Seincluyeron el sitio y el nimero de registro del ensayo clinico, para la intervencion y experimentacion
en humanos.

Los autores certifican al Comité Editorial que las personas mencionadas en los agradecimientos
tienen conocimiento de dicha mencion y estan de acuerdo con aparecer en ellos.

Todos los manuscritos incluyen una declaracion sobre la fuente de financiacion.

Se envian los nombres de los cuatro evaluadores nacionales y los cuatro internacionales, con sus
respectivos datos (nombre, afiliacién institucional y correo electrdnico).



Instructions to authors

Scope and policy

Biomédica is the quarterly journal of the Instituto
Nacional de Salud of Colombia [Colombia’s National
Institute of Health]. Its main purpose is to publish
the results of original research that may contribute
to expand knowledge in biomedicine.

Editorial policy

Biomédica accepts and subscribes the guidelines
established by the International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) (www.icmje.org),
by the Equator Network (http://www.equator-net-
work.org/) and by the Committee on Publication Eth-
ics (COPE) (http://publicationethics.org/) in order to
guarantee the quality of scientific publications, their
transparency, integrity and full compliance with the
ethical principles applicable to biomedical research.

Biomédica’'s policy on authorship adheres to the
ICMJE guidelines, which state in this regard that:

“Authorship should be based solely on the following:

1) Substantial contributions to the conception or
design of the work; or the acquisition, analysis,
or interpretation of data for the work;

2) drafting the work or revising it critically for
important intellectual content;

3) final approval of the version to be published,
and

4) responsibility for all aspects of the manuscript
to ensure that matters concerning accuracy
and completeness of any of its sections have
been appropriately investigated and solved.

All authors should meet these four conditions. Fund
raising, data collection or general supervision of the
research group do not justify authorship.”

Biomédica will not accept the inclusion or withdrawal
of any author from the original list once the manuscript
has started the editorial process. In exceptional,
applicable cases, it will be mandatory to obtain
written consent of the author(s) whose name(s) are
to be removed from or added to the manuscript.
Besides, written consent should be sent stating that
all authors meet authorship criteria, and that there
are no other authors who meet these criteria and are
not mentioned. The document should also describe
in detail the contribution of each participant to the
research work and to the article.

Clinical trials registration

Biomédica subscribes the policies of the World
Health Organization (WHO) and the International
Committee of Medical Journals Editors (ICMJE)
regarding clinical trials registration. Therefore, it will
accept for publication only those manuscripts on
clinical research exhibiting the identification number
from one of the clinical trial registries validated
according to the criteria established by WHO and
the ICMJE. The identification number and place of
registry should be mentioned after the Abstract.

Copyright notice

No national or foreign publication may reproduce
or translate articles or abstracts from Biomédica
without previous written authorization by the
Editorial Board.

Privacy statement

The names and e-mail addresses provided to
Biomédica will be used exclusively for the stated
purposes of this journal and will not be made avail-
able for any other purpose or to any other party.

Editorial process

All manuscripts submitted for publication to Biomédica
will be reviewed by the Editorial Board and sent for
peer review to at least two experts. To facilitate this
process, authors must suggest and send via the
journal on-line platform the names, institutional
affiliation and e-mail addresses of four national and
four international reviewers whose names should
not be included in the manuscript.

Once the authors receive the reviewers’ comments,
they must address each comment, in addition to
incorporating the corresponding modifications in
the text. The authors must reply to the reviewer
comments within two weeks after receiving them;
if Biomédica has not received the authors’ reply
during the following four weeks, the paper will be
withdrawn.

Once the paper has been accepted for publication,
the Editorial Board will not accept modifications in
its content, and it will request a copyright transfer
statement signed by all authors. Additionally, authors
should certify the quality of the English language in
the manuscript or in the abstract on a document
signed by an expert and sent to the journal before
two weeks.



The original manuscripts of articles accepted to
be published will remain in the journal files for a
minimum of one year after publication. Once the
paper has been accepted for publication, and after
editing and style correction, authors will receive the
galley proofs, which must be carefully reviewed
and returned to the editors within 48 hours after
receipt by the authors.

Biomédica is an open access journal and it includes
citation metadata for all references in published
articles, all of which are deposited in CrossRef
(http://lwww.crossref.org/).

General information on manuscripts

Biomédica will publish scientific papers written in
Spanish or English, in the following categories:

Original articles: Unpublished manuscripts resulting
from biomedical research which present new
information about specific aspects and provides a
relevant contribution to scientific knowledge.

Short communication: Report of partial or final
results of research whose rapid disclosure is of
great importance.

Technical note: Detailed description of a new
laboratory technique or of modifications done to
an established technique, emphasizing the advan-
tages that the process has, or the importance of the
innovation developed.

Essay: A philosophical, literary, or scientific manu-
script that presents an author’s documented opinion
about a specific topic or a topic of current interest.

Commentary: A manuscript about an article pub-
lished in the journal.

History: A manuscript that places emphasis on
historical personalities or facts, and their contribu-
tions to the development of biomedical sciences or
health policies.

Topic review: the current state of the art on a
specific topic; it includes two categories:

1) Requested by the Editorial Board to experts
on a topic.

2) Presented by professionals interested in
a particular topic. For this option, authors
must send a proposal indicating why the
topic selected is relevant to the readers of
Biomédica including a brief description, some
key references, publications by the authors
on the topic that are to be cited (mandatory),
unpublished data by the authors that are to

be included (mandatory), the probable size of
the manuscript and the approximate number
of illustrations.

In both categories, authors should include the
following elements:

- An abstract with emphasis on the significance
of recent findings;

a pointed introduction to the topic showing
past landmarks and present developments;

appropriate subtitles to facilitate a better
under-standing of the manuscript;

the development of the topic is left to the
discretion of the authors, but they are advised
to include tables, graphics and figures to
provide a clearer understanding of the text. In
case figures are taken partially or totally from
other publications, authors must attach the
permission from the copyright holder for their
reproduction in Biomédica.

Images in biomedicine: An illustrated paper with
photographs demonstrating and explaining a
concept, a structure, a disease or a biomedical
diagnosis. It must include a short commentary
emphasizing the importance of the illustrated topic.

Make your own diagnosis: The purpose of
papers presented in this category is to challenge
the diagnostic ability of readers, using illustrations
or photographs of clinical data, or microscopic
findings. It has two parts, the clinical presentation
and the corresponding findings in the first part, and
the correct diagnosis in the second part. The latter
should appear on a separate page and with an
updated comment on the disease it highlights.

Case presentation: Clinical cases with peculiar
presentations or special features of diagnostic
value and a brief review of the relevant literature.

Letters to the editor: Readers can request expla-
nations or comment on articles published in the
journal. The decision to publish these letters lies on
the Editorial Board.

Book review: Brief critical writings on books about
health and biomedicine.

Preparation of the manuscript

Please follow the guidelines of the International
Committee of Medical Journal Editors that are
published as “Recommendations for the Conduct,
Reporting, Editing, and Publication of Scholarly
Work in Medical Journals” (updated December
2013) (http://icmje.org/icmje-recommendations.pdf).



The manuscript must include the following sections:

Presentation page: This section must include the
following items:

- Manuscript title (maximum 165 characters)

- Running title for page headlines (maximum 50
characters)

- Spanish title (maximum 165 characters)

- A paragraph with the authors’ full names
(include only first family name)

- The institutional affiliation of each author
including the name of their group, institution,
city and country. The link of authors’ names
and institutional affiliation should be done
using numbers in superscript. Omit positions
held and academic qualifications.

- Name of corresponding author, along with
postal address, telephone and fax numbers
and e-mail address

- A paragraph stating authors’ specific contri-
bution to the article.

Abstracts: The manuscript must include a struc-
tured abstract (introduction, objective, materials and
methods, results and conclusions) in both Spanish
and English, not longer than 250 words. The use
of references is not allowed in the abstract, and
the inclusion of abbreviations and acronyms is not
recommended.

Key words: No more than ten key words in each
language are permitted. Authors are advised to
verify the English keywords in the Medical Subject
Headings (MeSH) of the Index Medicus available
from http://www.nIm.nih.gov/mesh/meshhome.htm,
and the Spanish keywords in Descriptores en Ciencias
de la Salud (DeCS) of the Latin American and
Caribbean Health Sciences index available from
http://decs.bvs.br

Text: All manuscripts, including the presentation
page, abstracts, references, tables and titles of
figures and tables, should be in double space.
Leave only a single space after the end of each
paragraph. Use Arial font size 12 for the text and
for table and figure titles, and do not justify the text
(left justified). Use italic letters for species names
or scientific terms; do not underline for italicization.

Electronic format: The manuscript must be
received as an MS Word™ file, preferably in the
97-2003 version. Figures should come attached

to the Word document and they should be sent
preferably in a 300 dpi tiff format. Graphics made
with Power Point™ or MS Word programs are not
acceptable because of low resolution. lllustrations
are printed in a single column (75 mm) or in two
columns (153 mm), therefore, illustrations must be
sent in one of these two print sizes. In the case
of color illustrations, please use CMYK files in a
high resolution tiff format. The best resolution for
CMYK files is 300 dpi if the image does not include
text. If the image includes text, the recommended
resolution is 600 dpi; if it is black and white,
the recommended resolution is 1200 dpi. The
recommended font for graphics is Helvetic. If your
files are Macintosh, please convert them to one of
the above formats. A complete list of the files must
be sent including the names of the programs in
which they were formatted.

Acknowledgements: Authors should certify that
persons mentioned in the Acknowledgements have
been informed and they have agreed to it. This is
not required in the case of institutions.

Conflicts of interest and financial support
statements: Authors must place these state-
ments before the References section in separate
paragraphs.

Biomédica subscribes the ICMJE recommendations
in this respect and adopts their format for the
statement of potential conflicts of interest, which
should be filled out individually by each author
and sent along with the letter of submission. The
electronic format is available from http://www.icmje.
org/conflicts-of-interest/.

References: Strict adherence to the guidelines of
the uniform requirements for manuscripts submitted
to biomedical journals is required. A number is
assigned to each reference as it appears in the
manuscript, the tables and figures in ascending
order. The reference numbers are placed within
parenthesis (not as indices or superscripts).

Personal communications, unpublished data, manu-
scripts in preparation or submitted for publication,
and abstracts presented at congresses or other
scientific meetings must not be numbered but rather
referenced in the text within parenthesis.

Consult the periodical publications list of Index
Medicus (http://www.nlm.nih.gov/tsd7serials7lij.html)
for exact abbreviations of journal names. If the
journal is not listed, write its full title. Include only the
first six authors of the article, followed by et al. The
inclusion of national and Latin-American references



is recommended. For this purpose, please consult
Lilacs, Latindex, Sibra, or Colciencia’s indices, and
other pertinent bibliographic sources.

The following are some examples of references
from different types of publications according to the
Vancouver style.

Scientific journal: The adequate way of citing
scientific journals is the following (Please, check
the order of the data, spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title. Journal’s abbreviated
name. Year;volume:initial page-last page. http://dx.
doi.org/

Examples:

Alter G, Malenfant JM, Altfeld M. CD107a
as a functional marker for the identification of
natural killer cell activity. J Immunol Methods.
2004;294:15-22. http://dx.doi.org/10. 1016/}.jim.
2004.08.008

Sanchez J, Villada OA, Rojas ML, Montoya
L, Diaz A, Vargas C, et al. Efecto del zinc
aminoquelado y el sulfato de zinc en la incidencia
de la infeccion respiratoria y la diarrea en nifios
preescolares de centros infantiles. Biomédica.
2014;34:79-91. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.
v34i1.1581

Book or document: The adequate way of citing
books or documents is the following (Please, check
the order of the data, spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by
first name initials) in bold. Title. Edition (when
applicable). Place of publication: Publisher; year.
Initial page-last page or total number of pages.

Example:

Bernard HR. Research methods in anthropology:
Qualitative and quantitative approaches. Second
edition. Thousand Oaks, CA: Sage Publications;
1994. 585 p.

Book chapter or document: The adequate way of
citing book chapters or documents is the following
(Please, check the order of the data, spacing and
punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title of chapter. In: name of
book author(s), editor(s). Title of book. Edition (when
applicable). Place of publication: Publisher; year.
Initial page - last page or total number of pages.

Example:

Restrepo A, Tobon AM, Agudelo CA. Para-
coccidioidomycosis. In: Hospenthal DR, Rinaldi
MG, editors. Diagnosis and treatment of human
mycoses. 1st edition. Totowa, NJ: Humana Press;
2008. p. 127-331.

Documents in web sites: The adequate way of
citing documents published in web sites is the
following (Please, check the order of the data,
spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title. Citation date: day,
month, year. Available from: exact link to open the
document.

Example:

Nucci M, Colombo AL. Clinical manifestations
and diagnosis of acute/subacute paracoccidioido-
mycosis. UpToDate. 2012. Citation date: October
15,2012. Availablefrom: http://www.uptodate.com/
contents/clinical-manifestations-and-diagnosis-
of-acute-subacute-paracoccidioidomycosis.

Tables and figures: Tables must be formatted
using the Word processing tool for this purpose. Do
not include columns or tabulations within the text of
the manuscript.

Regarding microscope slides, include the staining
and lens increase in the objective, but do not
include the value of the ocular.

In the case of tables or figures previously published,
an authorization by the copyright holder should be
attached for publication in Biomédica.

Manuscript submission

The manuscript should be submitted to Biomédica's
on-line platform using the link “Informacion para
autores”, available from http://www.revistabiomedica.
org/. However, a printed letter signed by all authors
stating that they know the contents of the manu-
script, that they agree to its submission for
publication in Biomédica, and explicitly stating that
the manuscript has not been published or submitted
for publication to any other journal should be sent
to the following address:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud

Avenida Calle 26 No. 51-20, bloque B, oficina B-245
Bogota D.C., Zona 6, Colombia

Authors living in foreign countries may send the
letter signed and scanned via e-mail to Biomédica's



e-mail: biomedica@ins.gov.co, explaining that they
do so because they are settled abroad.

Once the printed letter of submission (in the case of
local authors), or the e-mails (in the case of authors
abroad) have been received at Biomédica's office,
the editorial review process will start.

The submission of a manuscript to Biomédica for
publication implies the acceptance by the authors
of the following:

- Full knowledge and strict adherence to the
instructions to authors;

compliance with the internationally accepted
authorship criteria;

inclusion of all authors that meet authorship
criteria;

total agreement with the final version of the
manuscript submitted for publication, and

no engagement in any conduct that may be con-
sidered a transgression of the scientific integrity
or the ethical principles of scientific publications.



Checklist for submitted manuscripts

For the purpose of verifying that authors have complied with Biomédica’s publication guidelines, the
corresponding author should include the following checklist along with the manuscript:

Category

___ Original article ___ Short communication ____Technical note
____ Topic review ___ Historical paper ____ Essay

___ Commentary ____Images in biomedicine

____ Case presentation ____Make your own diagnosis

____ Letter to the editor ____Book review

1. Presentation
Text written in double space, in Arial font size 12 point, on one side of letter-size pages

Pages numbered consecutively

2. Title
____Title in Spanish and English (maximum 165 characters)

____Running title in the same language used in the text of the manuscript (Spanish or English, maximum
50 characters)

Authors’ names with institutional affiliations (do not include current positions or academic titles)

Corresponding author’s information: name, postal address, phone number, fax number, e-mail address

3. Abstracts

____ Structured abstract both in Spanish and English (maximum 250 words) using the following subtitles:
Introduction, Objective(s), Materials and methods, Results, Conclusion(s). The inclusion of a
structured abstract applies only for original articles and short communications.

4. Keywords
____6to0 10 per manuscript in each language

____ Keywords in English previously verified in the Medical Subject Headings (MeSH) of Index Medicus
available from http://www.nlm.nih.gov/mesh7meshhome.htm, and Spanish keywords verified in
Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS) of the Latin American and Caribbean Health Sciences
index available from http://decs.bvs.br

5. Structure of an original article, technical note or short communication
Include the following sections:

____Introduction

____Materials and methods

____ Results

____Discussion

____Acknowledgements

____Conflicts of interest statement

Financial support statement



References

____Tables and figures with their corresponding titles.

6. Figures

____Figures should go on a separate page with its corresponding title

7. Tables
____Tables should go on a separate page, in Word format using font Arial size 10 and single space
____Tables should be numbered consecutively in their order of appearance in the text

__Include titles for all tables and figures.

8. References
____References should be numbered consecutively according to the order of citation in the text.
____Biomedica’s guidelines for citing references must be followed strictly.

___Ifreferences are cited in tables or figures, please continue with the consecutive order used in the text.

10. Use of abbreviations and acronyms

___Write the complete term in its original language with the corresponding abbreviation in parenthesis.
Avoid using abbreviations and acronyms that are not universally accepted.

11. Nomenclature
Names of genus and species are written in italics

Microorganisms scientific names should be written in full the first time they appear in the text, as well
as in the title and in the abstracts; after, just use the first letter of the genus followed by a dot and the
complete name of the species.

12. General considerations

Printed letter of submission signed by all authors. In the case of authors living abroad, the letter
should be signed, scanned and sent from their personal e-mails.

____ Conflicts of interest statement in the corresponding form filled out by each author.

Manuscripts presenting results from research conducted on human subjects or animals include an
explicit statement that ethical clearance was requested and obtained from an institutional ethics com-
mittee. This statement goes at the end of the Materials and methods section.

___ Site and registration number for clinical trials in human subjects.

Authors certify that the persons whose names are mentioned in the Acknowledgements section are
fully aware of this and agree to their inclusion.

The financial support statement was included.

The names, institutional affiliation and e-mails of the four national and four international reviewers
suggested by the authors were included in the letter of submission.
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