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Editorial
Momento dificil para la salud y el bienestar de la nifez

En febrero de 2020 la Comision OMS-UNICEF-Lancet, creada para
analizar la situacién de salud de la nifiez a nivel global, publicé su informe. En
él sefalaba:

“[...]1 A pesar de los extraordinarios progresos logrados en los ultimos decenios
en lo concerniente a supervivencia, nutricion y educacion, los nifos afrontan
actualmente un futuro incierto. El cambio climatico, la degradacion ecoldgica, las
poblaciones migrantes, los conflictos, la desigualdad generalizada y las practicas
comerciales depredadoras [...],

amenazan la salud y el futuro de los nifios en todos los paises (1).

El informe marco un giro en la agenda de salud y bienestar de la nifiez
centrada en el control de las enfermedades transmisibles y la desnutricion, y
propuso ampliarla para incluir las enfermedades crdnicas y otros problemas
derivados de las intervenciones del hombre en su entorno natural y social.

El informe se ubica en la “transicion epidemioldgica” en la salud de la
nifiez en los paises de ingresos altos a finales del siglo pasado y en aquellos
de ingresos medios a principios de este siglo, circunstancia que en ese
momento predominaba a nivel global. En ese contexto, se podria hablar de
un “mosaico epidemioldgico” en el que los problemas relacionados con el
saneamiento basico y la pobreza, en disminucion a nivel global y propios de
los paises de menos ingresos, coexisten con aquellos relacionados con la
crisis ambiental, la esfera psicosocial y los comportamientos humanos de la
situacion de salud de la nifiez, propios de los paises de mayores ingresos.

Un mes después de publicado el informe, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) declaré la pandemia por COVID-19 y el mundo tomé medidas
radicales para disminuir su propagacion. Ello produjo un cambio profundo
en los perfiles de salud y enfermedad, el cual aun no se ha acabado de
caracterizar y entender plenamente. Con este brusco viraje se retorné —
de alguna manera— a la primera etapa de la “transicién epidemioldgica”
propuesta por Omran en 1971, quien caracteriz6 la siguiente etapa como la
de “pandemias en retroceso” (2).

La sindemia' actual ha producido multiples efectos en la salud y el
bienestar de la nifiez (3). Se incrementaron, por ejemplo, las muertes
maternas (hasta el 28 de agosto de 2021 se habian presentado 361 muertes
maternas tempranas en Colombia, es decir, un aumento del 35,2 % con
respecto al mismo periodo de 2020, y del 87 % con respecto al 2019) (4);

' Sindemia es un término acufiado por Singer para referirse a la interaccion de dos o mas
enfermedades que potencian el dafio causado por cada una de ellas; en este caso, se ha
usado para referirse a la coexistencia de la enfermedad con hechos sociales y econémicos que
afectan la salud y el bienestar de toda la poblacion.



aumentaron las defunciones neonatales por complicaciones obstétricas (de
una tasa de 35,5 muertes por cada 100.000 nacidos vivos en el segundo
trimestre de 2019, el pais paso a una tasa de 63,6 en el mismo periodo de
2020) (5); se incrementd significativamente la poblacién que vive en la pobreza
(aumento de 35,7 % en el 2019 a 42,5 % en el 2020) y en la pobreza extrema
(aumenté de 9,6 % en el 2019 al 15,1 % en el 2020) (6); se deterioro la
seguridad alimentaria, lo que conlleva aumento de la desnutricion (en el 2019,
el 89,3 % de los hogares consumia en promedio tres comidas al dia y, en junio
de 2021, solo el 66,2 % lo hacia) (7), asi como del sobrepeso y la obesidad
(8); aumentaron los conflictos en el interior de las familias, asi como los casos
reportados de maltrato infantil (9.011 en el 2019 y 13.266 en el 2020, con un
aumento del 47 %) (9); hubo un deterioro de la salud mental tanto de padres y
cuidadores como de los nifios y adolescentes (10); aumentaron las dificultades
para el acceso a la educacién virtual (al inicio de la pandemia, el 37,3 % de

los hogares colombianos poseia computador de escritorio, portatil o tableta y
el 73,8 % de los mayores de 5 anos tenia celular) (11), asi como la desercion
escolar (12); ademas, disminuy6 el tiempo para el juego, el deporte y las
actividades al aire libre (13); aumentd la orfandad debido a la muerte de los
cuidadores (14), y se incrementd la exposicion a la pornografia, el ciberacoso
y el engafo pederasta (grooming) (15).

Otro efecto de la sindemia ha sido el detrimento en la cantidad y la
calidad de un numero significativo de actividades de promocidn, prevencion,
diagnéstico, atencion y rehabilitacion, orientadas a la nifiez y la adolescencia.
La encuesta Pulso Social del DANE evidencié que, en julio de 2021, el 35,7
% de las personas afirmé que se habia visto obligado a faltar a citas médicas
o controles de desarrollo integral infantil desde el inicio de la cuarentena (16),
situacion que afecta la deteccidn temprana y la intervencion oportuna en la
salud de los menores. Entre las actividades que mas se han visto afectadas,
estan los controles integrales de salud, la vacunacién, el seguimiento a nifios
y adolescentes con enfermedades crdnicas o en situacion de discapacidad,
los procesos de rehabilitacion, los controles de la gestacion, las consultas de
planificacion familiar y el acceso a métodos anticonceptivos, la interrupcion
voluntaria del embarazo, la asistencia oportuna a urgencias, los controles de
salud oral y salud visual, las consultas por nutricién, y las intervenciones del
Sistema Nacional de Bienestar Familiar, entre otras.

Si bien toda la poblacidn en edad pediatrica se ha visto afectada,
el impacto ha sido mayor en nifios y adolescentes en condicion de
vulnerabilidad, es decir, los mas pobres, los desplazados, los migrantes, los
indigenas y otras minorias étnicas, asi como quienes estan en instituciones
de proteccion y en situacion de discapacidad, evidenciandose no solo la
vulneracion de su derecho a la salud, sino de todos sus derechos.

La salud y el bienestar de la nifiez y la adolescencia atraviesan, entonces,
un complejo momento en el que se combinan el deterioro reciente de las
condiciones de vida y de la situacion nutricional de un porcentaje importante
de la poblacién, con las dificultades en el acceso a una educacion de
calidad, los demas efectos directos e indirectos de la sindemia, y el proceso
de transicion que menciona el citado informe (1), en el cual aumentan los
problemas de salud derivados de las afectaciones ambientales y los habitos
de nutricién y actividad fisica inadecuados, y persisten las enfermedades
transmisibles y los déficits nutricionales.
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Hasta principios del 2020, se percibia en los discursos oficiales en Colombia
un relativo optimismo en torno a la mejoria de la salud de la nifiez con base en
la disminucion progresiva de la mortalidad infantil, la cobertura sostenida de los
indices de vacunacion, la disminucion del embarazo adolescente y el aumento
progresivo de la escolaridad desde la primera infancia, entre otros, aunque
persistian problemas criticos como la mortalidad por desnutricion o asociada
con esta y los altos indices de maltrato, abuso sexual y muertes violentas de
adolescentes, entre otros indicadores no favorables.

Hasta el 28 de agosto de 2021, 18 meses después de iniciada la
sindemia, la infeccion por COVID-19 ha producido 423.442 casos (tasa de
29,6 por 1.000), 8.015 hospitalizaciones (1,9 %), 1.327 ingresos a unidades
de cuidados intensivos (0,31 %) y 234 muertes (tasa de 1,6 por 100.000) en
menores de 18 anos (17), y aunque estas son cifras bastante inferiores a las
de los demas grupos etarios, los efectos indirectos han sido criticos para las
nuevas generaciones.

Entretanto, el sistema de salud colombiano tiene sus energias y recursos
centrados en la contencion del COVID-19, desconociendo la gravedad de
los demas problemas de salud de la nifiez, los cuales requieren una pronta
intervencién porque estan en juego la salud, y el bienestar actual y futuro de
los mas jovenes.

El sistema de salud ha reaccionado en aspectos importantes como
la vacunacion, la cual ha tendido a recuperar las coberturas previas a la
sindemia, pero esto no es suficiente; necesitamos prontamente descovidificar
la agenda de salud de la nifiez (18), retomando las acciones y programas
que el pais venia adelantando, atendiendo problemas emergentes como las
repercusiones en la salud mental y mejorando la cobertura de los diferentes
servicios de salud dirigidos a la poblacién menor de 18 afos, pero, sobre
todo, garantizando un ingreso digno a las familias para que puedan cuidar
adecuadamente a sus hijos.

Ernesto Duran-Strauch

Profesor de Pediatria y coordinador del Observatorio sobre Infancia
Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia

Bogota, D.C., Colombia
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La malattia leventinese es una enfermedad hereditaria autosémica dominante, cuyos
sintomas se inician entre la segunda y la cuarta décadas de la vida. Se caracteriza por la
aparicidn de drusas localizadas entre el epitelio pigmentario de la retina y la membrana de
Bruch; suele reducir la vision drasticamente y progresar a ceguera. La variante patogénica
p.Arg345Trp en el gen EFEMP1 se ha asociado con esta enfermedad.

Se presenta aqui la caracterizacion clinica y molecular de una familia con malattia
leventinese mediante un manejo integral que involucré a oftalmdlogos, pediatras y
genetistas, lo que es de gran importancia, ya que el fenotipo de esta enfermedad suele
confundirse con la degeneracion macular. A todos los individuos de la familia se les hizo la
evaluacion oftalmoldgica con imagenes diagndsticas de retina y extraccion de ADN a partir
de una muestra de sangre periférica. Todos los exones del gen EFEMP1 se amplificaron y
secuenciaron. La variante patogénica p.Arg345Trp se identificd en los individuos afectados.
Este es el primer reporte de malattia leventinese en una familia con la variante patogénica
p.Arg345Trp en Colombia. El diagnéstico molecular de las distrofias retinianas es
fundamental para diferenciar este tipo de enfermedades.

Palabras clave: distrofias retinianas; epitelio pigmentario de la retina; degeneracion
macular; retina.

Diagnostic definition of malattia leventinese in a family from Colombia

The malattia leventinese is an autosomal dominant inherited disease whose symptoms
appear between the second and fourth decades of life. It is characterized by the
appearance of drusen located between the retinal pigment epithelium and the Bruch
membrane. It is usually associated with low vision and may progress to blindness. The
pathogenic variant p.Arg345Trp in the EFEMP1 gene has been associated with this disease.
We characterized clinically and molecularly a family with malattia leventinese using a
comprehensive approach that involved ophthalmologists, pediatricians, and geneticists. This
approach is of great importance since the phenotype of this disease is often confused with
macular degeneration. All family members underwent ophthalmological evaluation and DNA
extraction from a peripheral blood sample. All exons of the EFEMP1 gene were amplified
and sequenced. The pathogenic variant p.Arg345Trp was identified in affected individuals in
this family.

This is the first report of malattia leventinese in a family with the p.Arg345Trp pathogenic
variant in Colombia. The molecular diagnosis of retinal dystrophies is essential to
differentiate this type of pathology.

Keywords: Retinal dystrophies; retinal pigment epithelium; macular degeneration; retina.

La malattia leventinese es una rara enfermedad degenerativa de herencia
autosémica dominante que afecta la macula (1-3) y causa pérdida grave de la
visiéon o ceguera legal (4). También se la conoce como distrofia retiniana en
panal de abejas de Doyne.

La enfermedad generalmente se manifiesta entre los 20 y los 40 afnos
de edad, pero puede aparecer en la nifiez o en la tercera edad (2). Un
rasgo caracteristico temprano de la malattia leventinese es la presencia en
distribucién radial de unos depdsitos extracelulares denominados drusas,
que suelen tener aspecto de “panal de abejas” y que se acumulan entre el
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epitelio pigmentario de la retina y la membrana de Bruch (1,2). En una etapa
mas tardia de la enfermedad, se presenta una variedad de caracteristicas
clinicas e histopatoldgicas, incluidos la atrofia geografica, los cambios en

la pigmentacion y la nueva irrigacion coroidea, los cuales pueden llevar a
disminucioén de la agudeza visual (2).

La malattia leventinese fue descrita por primera vez en individuos
originarios del valle Leventina, en el sur de Suiza, de ahi su nombre (5).
Hasta el momento, solo se ha reportado una variante patogénica en el gen
EFEMP1 como causante de la enfermedad, la ¢.1033C>T/p.Arg345Trp
(1,6,7), la cual se ha detectado en poblacion sueca, briténica, australiana,
norteamericana, japonesa y coreana (8).

Las drusas tipicas de esta condicidon son acumulaciones de material
extracelular, localzadas inmediatamente debajo del epitelio pigmentario
de la retina (9), las cuales pueden ser una manifestacion del proceso
normal de envejecimiento o representar un signo importante asociado con
enfermedades de la retina (10). La degeneracién macular relacionada con
la edad se caracteriza actualmente por la presencia de drusas y muchos
fenotipos de drusas retinianas se agrupan bajo esta denominacion. Esta es
una enfermedad heterogénea y se han identificado hasta 34 loci diferentes
(11). Son pocos los reportes relacionados con la malattia leventinense, lo que
hace interesante su estudio y diferenciacion diagnodstica con respecto a la
degeneracion macular relacionada con la edad.

En el presente estudio, se hicieron la evaluacién oftalmolégica completa
y el estudio molecular del gen EFEMP1 en una familia colombiana con tres
individuos afectados.

Poblacién de estudio

Se incluyeron cinco individuos: tres mujeres afectadas y dos individuos
sanos. Esta familia es natural de Barranquilla y en la consulta de genética
médica se logré determinar que tenia ancestros del sur de Suiza (figura 1).

1I:1 I1:2 1I:3 1:4

1:1 :2 1:3 1:4 1I:5

IV:1 V4 v:3 v:4
1V:2

Vi
Figura1. Arbol genealégico de una familia colombiana con malattia leventinese
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Evaluacion clinica

Todos los individuos fueron evaluados por un oftalmélogo especializado
en retina y vitreo. Se les practicaron examenes paraclinicos a dos de las
tres mujeres afectadas (figura 1), pero en la tercera no fue posible hacerlo.
En el caso de la paciente 1V:2, estos se hicieron a los 27 afios de edad y,
en la paciente 1ll:2, a los 41 anos. Los examenes incluyeron campo visual,
angiografia con fluoresceina y electrorretinograma. El analisis molecular se
realizé en los laboratorios del Instituto de Genética Humana de la Pontificia
Universidad Javeriana Bogota.

Analisis del gen EFEMP1

Se tomaron muestras de sangre periférica a los cinco individuos incluidos
en el estudio. EI ADN se extrajo mediante la técnica de fenol-cloroformo y se
hicieron analisis de secuenciacion bidireccional de Sanger de los 12 exones
del gen EFEMP1.

Las condiciones de temperatura fueron las siguientes: 95 °C durante
10 segundos, 50 °C durante 5 segundos y 60 °C durante 4 minutos
para 35 ciclos. La precipitacion de la reaccion de secuenciacién se hizo
con el método de etanol. Las secuencias se analizaron con un equipo
ABI-PRISM 3100-Avant™ (Applied Biosystems) usando el estuche de
secuenciacion BigDye Terminator™, version 3.1 (Applied Biosystems). Por
ultimo, se analizaron las secuencias con el programa SeqScape™ (Applied
Biosystems). El procedimiento utilizado para la secuenciacion fue el siguiente:
una vez obtenido el producto de PCR, se purificd y se hizo la reaccion de
secuenciacion con 2 pl de BigDye, 2 pl de solucion tampdn 5X, 1 pl de
iniciador y 5 pl del producto purificado.

La secuencia consenso utilizada para el gen EFEMP1 fue la
ENST00000355426.8, obtenida en https://www.ensembl.org/Homo_
sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000115380;r=2:55865967-
55924139;t=ENST00000355426.

Consideraciones éticas

Todos los individuos incluidos firmaron el consentimiento informado,
aceptando la toma de muestras y la utilizacion de los datos de la historia
clinica, asi como su publicacion. El estudio fue aprobado por el Comité
de Etica de la Pontificia Universidad Javeriana. El protocolo se apega a la
normatividad vigente contemplada en la Declaracién de Helsinki de Fortaleza
(Brasil) 2013 y la Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia.

Hallazgos clinicos

Los examenes paraclinicos se hicieron en dos de las tres mujeres
afectadas de la familia (figura 1, cuadro 1). La paciente IV:2 fue valorada
por presentar nictalopia como primer sintoma; refirié que su madre y
una tia presentaban la enfermedad macular (l11:2 y 111:3). La mujer tenia
alteracion bilateral del epitelio pigmentario de la retina, con pigmentacion
fina, adelgazamiento retiniano macular, visualizacion de los vasos coroideos
y drusas alrededor de la macula (figura 2). Las alteraciones detectadas
eran sugestivas de tres diagnosticos: a) drusas laminares hereditarias,

b) retinitis punctata albecens, una variante de la retinosis pigmentosa,
o c) retina pecosa (grupo de enfermedades caracterizado por multiples
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lesiones blancoamarillentas en el fondo de ojo (fundus albipunctatus,

fundus flavimaculatus, drusas familiares y retina en “flecos” de Kandori). El
seguimiento del caso evidencié que la enfermedad progresaba y se asociaba
clinicamente con disminucion de la vision.

La paciente 1lI:2 presentaba disminucion progresiva de la vision desde
los 34 anos. El diagnéstico inicial fue de fundus flavimaculatus, ya que en la
angiografia que le practicaron a esa edad se reportd hiperfluorescencia del
area macular con acumulaciones pigmentarias localizadas, que parecian
corresponder a una degeneracion macular relacionada con la edad y
probablemente asociada con un fundus albipuntatus. Posteriormente, a la edad
de 41 anos, recibié un segundo diagndstico posible, el de distrofia de retina
(enfermedad de Stargardt) (cuadro 1) y, a los 48 afios, en otra angiografia con
fluoresceina, se evidencié una hiperfluorescencia moteada en toda el area
macular que permanecio estable a lo largo de las fases de estudio, asi como
una hiperfluorescencia relativa del nervio éptico en ambos ojos.

Cuadro 1. Resultados de los exdmenes clinicos y paraclinicos de los individuos afectados

Paciente IV:2 Paciente Ill:2

Edad (afios) 27 41

Agudeza visual OD: 20/25; Ol: 20/25 OD: 20/60; Ol: 20/25

. Estimulacion fotdpica y escotopica Estimulacion fotépica y escotopica

Electrorretinograma . o .
normal en ambos 0jos disminuida en ambos ojos
Multiples puntos amarillentos Regioén hiperfluorescente en el area

Angiografia con hiperfluorescentes en patron de la févea que alterna con puntos

fluoresceina radiado sugestivos de drusas en  hiperfluorescentes alrededor en
polo posterior en ambos ojos ambos ojos

Campimetria Defecto peripapilar asociado con  OD: prueba de escasa confiabilidad
defecto macular incipiente en por numerosas pérdidas de fijacion.
ambos ojos Los cambios sugieren disminucién

generalizada de la sensibilidad
asociada con defecto temporal
superior profundo.

Ol: escasa confiabilidad por
numerosas pérdidas de fijacion.
Los cambios sugieren disminucion
generalizada de la sensibilidad
asociada con defecto temporal
superior profundo y defecto
paracentral inferior moderado.

OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo

Figura 2. Foto del fondo de ojo de la paciente IV:2. En la angiografia con fluoresceina se aprecia
el patron de las drusas.
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Figura 3. Electroferograma de la variante

patogénica p.Arg345Trp en el gen EFEMP1.

Arriba: secuencia con variante patogénica. Abajo:

secuencia normal

A la paciente 1l1:3, afectada también con disminucion de la agudeza visual,

no fue posible practicarle los exdamenes paraclinicos. Sin embargo, en el
examen de fondo de 0jo se observaron lesiones amarillentas centrales en el
area macular y otras con distorsion del area de la fovea alternando con areas

de hiperpigmentacion.

Los otros dos individuos incluidos en el estudio (1V:3 y 1V:4) no
presentaban disminucion de la agudeza visual y en el examen del fondo de
0jo no se reportaron alteraciones evidentes. Cabe destacar que el hijo de la
paciente 1V:2 era un menor de edad asintomatico, razon por la cual no se
le tom6 muestra para el estudio molecular. En el examen del oftalmologo
pediatra, no se reportaron alteraciones en la retina.

Analisis molecular del gen EFEMP1

En los individuos IlI:2, 111:3 y IV:2, se detectd la variante patogénica
p.Arg345Trp en el gen EFEMP1 en estado heterocigoto (figura 3). Esta
variante no se hall en los individuos sanos 1V:3 y 1V:4.

Discusion

La correlacion entre los hallazgos clinicos de las tres mujeres afectadas,
los resultados del estudio molecular y el antecedente familiar de ancestros
originarios del valle del Leventino en el sur de Suiza, llevé al diagndstico
de enfermedad del valle Leventina (malattia leventinese), degeneracién
macular que conlleva disminucion de la agudeza visual a edades tempranas,
caracterizada por la presencia de drusas pequefias de disposicion radial en

la periferia y drusas grandes confluyentes en el centro de la macula, también
conocidas como drusas dominantes o familiares.

La enfermedad fue inicialmente descrita en 1925 por Vogt en pacientes del
valle del Leventino en Suiza. Lo usual es que se inicie de forma simétrica entre
la segunda y la cuarta décadas de la vida, en algunos casos, con disminucion
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de la agudeza visual o metamorfopsias; no obstante, muchas otras personas
pueden permanecer asintomaticas hasta edades mas avanzadas.

El principal diagndstico diferencial por fenotipo es la distrofia retiniana
en panal de abejas de Doyne (3) y, aunque algunos autores han planteado
que probablemente se trate de la misma enfermedad (2), otros afirman que
son diferentes y que se distinguen por la variable disposicién de las drusas;
lo clasico en la malattia leventinese es que se situen en un patrén radial o
radio de rueda (5). Otro diagnéstico diferencial es la degeneracién macular
relacionada con la edad, pero debe tenerse en cuenta que la principal
diferencia esta en la edad de inicio de la enfermedad, pues en la malattia
leventinese generalmente se inicia entre la segunda y la cuarta décadas
de la vida, en tanto que la degeneracion macular aparece en edades mas
avanzadas (2,4).

La variante patogénica p.Arg345Trp, identificada en esta familia, es la unica
asociada con la enfermedad hasta el momento en diferentes poblaciones (1,5-
8). En los estudios en pacientes de diferentes etnias, solo una vez se logro
determinar esta variante en un ancestro comun de origen suizo (1).

La edad de inicio de la enfermedad coincide con lo reportado por otros
autores, ya que las mujeres afectadas manifestaron los primeros sintomas
alos 27 y los 28 afnos. Como ya se dijo, los sintomas generalmente
aparecen entre los 20 y los 40 afos (12); sin embargo, en estas pacientes el
diagndstico clinico no se establecio a la edad de inicio de los sintomas, sino
mas tarde. Los hallazgos caracteristicos incluyen drusas de inicio temprano
en el polo posterior, a menudo dispuestas en una configuracién radial, asi
como depdsitos en el margen del disco Optico, drusas nasales en el disco
Optico, atrofia del epitelio pigmentario de la retina en la macula y la formacion
de membranas neovasculares subretinianas (13).

En la paciente 1ll:2, los examenes paraclinicos se practicaron de forma
tardia, a pesar de que los sintomas oculares comenzaron a los 28 anos,
pero solo se detectaron cambios pigmentarios retinianos inespecificos y muy
avanzados que no permitieron hacer un diagnéstico; algo similar ocurrio
con su hermana (paciente III:3). Por el contrario, al consultar al oftalmdlogo
especialista en retina y vitreo, la paciente 1V:2, cuyos sintomas se iniciaron a
los 27 afos, fue remitida a genética con sospecha de una alteracion retiniana
hereditaria. En la consulta de genética médica, se detectaron los casos de
los otros familiares, se identifico el patron hereditario de la enfermedad y se
encontrd un ancestro originario del sur de Suiza.

Por ultimo, fue el estudio molecular del gen EFEMP1 lo que permitio el
diagnéstico clinico en esta familia. En el cuadro 1 se presentan los hallazgos
de los examenes paraclinicos de las pacientes 1V:2 y Ill:2. Es importante
resaltar que las manifestaciones clinicas son mas evidentes y caracteristicas
de la enfermedad en etapa temprana. En la angiografia con fluoresceina de
la paciente 1V:2, se hall el patrén de drusas (figura 2), en tanto que, en la
paciente 111:2, no se evidencid una diferenciacion de este patron.

El hecho de que uno o varios individuos de una misma familia consulten
muy tardiamente, o lo hagan por separado, lleva a que los servicios de
oftalmologia general no sospechen la condicién hereditaria y los afectados
no obtengan un diagndstico especifico en muchos afios. Este es un llamado
a los oftalImdlogos generales y a los especializados en retina y vitreo a
indagar mas exhaustivamente sobre los antecedentes familiares y a remitir
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al genetista casos como este, en el que no se habia indagado ni preguntado
sobre el origen suizo de la familia.

El gen EFEMP1 codifica para la proteina fibulina-3, una glucoproteina
de matriz extracelular. Aunque su funcién aun no se comprende por
completo, hay hallazgos que la involucran en una gran cantidad de procesos
fisiopatolégicos (14). Los datos recopilados sugieren que una mutacién en
este gen puede inducir la enfermedad mediante un mecanismo de ganancia
de funcidn (1). Se ha propuesto que la acumulacion de fibulina-3 mal plegada
en el reticulo endoplasmatico de las células del epitelio pigmentario retiniano
induce al estrés de dicho reticulo y la activacion de la reaccion de proteina
desplegada (unfolded protein response, UPR) (15). Esta reaccién es una
cascada de senalizacién celular adaptativa que facilita las vias de eliminacién
y degradacion de las proteinas del reticulo endoplasmatico (16), proceso que
podria estimular la aparicion de caracteristicas reconocidas de la malattia
leventinese, incluida la disfuncion del epitelio pigmentario retiniano, la
apoptosis, la eventual atrofia y la nueva irrigacion coroidea (15).

El diagndstico molecular de las distrofias maculares relacionadas con la
edad es cada vez mas relevante, pues permite precisar el diagndstico. Se
han descrito distrofias maculares monogénicas que también se caracterizan
principalmente por drusas del polo posterior (13). El diagndstico molecular abre
la posibilidad de un tratamiento oportuno que permita retrasar la progresion de
enfermedades que amenazan la visidn, como la malattia leventinese.

Ademas, es importante que los pediatras y los oftalmdlogos con
subespecialidad en pediatria estén alerta cuando haya menores de edad
en familias con una enfermedad autosdmica dominante, pues existe una
probabilidad del 50 % de heredar el gen afectado. El dilema ético implicito en la
decision de hacer la prueba molecular esta entre hacer un diagndstico precoz
que puede beneficiar la calidad de vida del nifio y enfrentar las consecuencias
muy bien conocidas de hacer un diagnéstico molecular presintomatico.

En este caso, se propuso a los padres hacer un seguimiento clinico
oftalmolégico permanente, de manera que, al momento de evidenciarse el mas
minimo sintoma o signo de la enfermedad, se procediera a la prueba molecular
a partir de una sospecha diagnéstica especifica. De ahi que sea preciso alertar
a los especialistas pediatricos a estar atentos ante este tipo de situaciones.

Dado que no ha habido reportes previos de esta enfermedad en una
familia colombiana, este estudio brinda una herramienta muy Uutil para la
asesoria genética y una base para futuros estudios relacionados con los
diagndsticos diferenciales de la degeneracion macular relacionada con la
edad.
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Reporte de caso

Histiocitosis de células de Langerhans: reporte de

caso y revision de la literatura
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La histiocitosis de células de Langerhans comprende un grupo heterogéneo de
enfermedades inflamatorias cuyos principales componentes celulares son las células
dendriticas y los macréfagos. El infiltrado inflamatorio puede afectar la piel y otros érganos,
y el resultado clinico varia de leve a letal, dependiendo del subconjunto de células
involucradas y el compromiso multisistémico. La demora en el diagnéstico puede ocurrir
debido a su presentacion inespecifica y a que los médicos tratantes no suelen sospecharla.
Se reporta el caso de una lactante mayor a la cual, a pesar de multiples consultas con
sintomas inespecificos pero caracteristicos de la enfermedad, solamente se le pudo hacer
el diagndstico gracias a los hallazgos histopatolégicos.

Palabras clave: histiocitosis de células de Langerhans; histiocitosis; pediatria; conjuntivitis,
dermatitis seborreica.

Langerhans cell histiocytosis: Case report and literature review

Histiocytosis comprises a heterogeneous group of inflammatory diseases whose main
cellular components are dendritic cells and macrophages. The inflammatory infiltrate can
affect the skin and other organs and the clinical outcome varies from mild to fatal depending
on the involved cell subset and multisystemic compromise. Delay in diagnosis may occur
due to its non-specific presentation and to a low suspicion on the part of the clinician.

We report the case of an infant who despite multiple consultations with nonspecific

but characteristic symptoms of the disease was only finally diagnosed thanks to
histopathological findings.

Keywords: Histiocytosis, Langerhans-cell; histiocytosis; pediatrics; conjunctivitis; dermatitis,
seborrheic.

La histiocitosis de células de Langerhans es una alteracion histiocitica
poco frecuente que se caracteriza por la proliferacion de células del sistema
fagocitico mononuclear (monocitos, macrofagos, células dendriticas) en
diferentes 6rganos y sistemas. Dicha proliferacion puede ser localizada (lesion
Unicamente en la piel o una aislada en el hueso), o bien, generalizada en
varios organos y sistemas. Predomina en la infancia y en el sexo masculino,
en una relacion de 1,5:1 con el femenino, y afecta a 4 de 9 nifios menores de
15 afos por millén, con una edad media de presentacion de 30 meses (1-3).

Su manifestacion clinica es heterogénea y poco especifica, o que da
lugar a multiples cuadros clinicos, la mayoria de ellos con expresion cutanea
precoz, rasgo que permite orientar el diagndstico, pero también hay formas
fulminantes asociadas con compromiso multisistémico, morbilidad aguda
o crénica y mortalidad. Los pacientes se estratifican por riesgo segun la
extension de la enfermedad y los érganos afectados (4). Los esquemas
de estratificacion de riesgo han cambiado en los ultimos afos y contindan
evolucionando, pero son utiles para establecer el mejor esquema de
tratamiento a partir del compromiso de cada paciente (5,6).

En Colombia, no se conoce con certeza la incidencia de esta enfermedad.
En las series publicadas, no obstante, se evidencia un mayor compromiso
sistémico, con una incidencia probablemente subestimada por la poca
especificidad de los sintomas, y su asociacion con el caracter cronico de la
enfermedad y sus tratamientos. Es importante resaltar que el impacto de las
caracteristicas genéticas en la progresién y las secuelas a largo plazo es
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escaso. Asimismo, se ha sefialado que las manifestaciones clinicas afectan
el prondstico, como en el caso de aquellas similares a las de la dermatitis
seborreica, asociadas con el diagndstico tardio, el consecuente aumento de
la morbilidad y el empeoramiento del prondstico (7-9).

En este contexto, se presenta el caso de una lactante con histiocitosis de
células de Langerhans que inicialmente se diagnosticd erroneamente como
dermatitis seborreica, y que presentaba un cuadro clinico crénico de lesiones
en la piel que posteriormente comprometié multiples sistemas. En el curso de
la enfermedad, nunca se sospechd el diagndstico de histiocitosis de células
de Langerhans, el cual finalmente se precisé de forma incidental mediante el
estudio patoldgico.

Presentacion del caso

Se trata de una nifa lactante de 12 meses de edad, sin antecedentes
personales ni familiares de importancia. A los seis meses de edad, presentd
erupcién micropapular, eritematosa, puntiforme y pruriginosa en los hombros
y el cuello. Posteriormente, aparecieron lesiones descamativas en cuero
cabelludo y térax indicativas de dermatitis seborreica. Recibié multiples
tratamientos hidratantes durante seis meses sin ninguna mejoria.

A los 12 meses, de forma subita y con rapida evolucién, presenté edema
palpebral izquierdo asociado con eritema periorbitario, pero sin otros
sintomas. En el examen clinico, la paciente presentaba aumento de volumen
en el tercio medio de la hemicara izquierda, con importante asimetria, y el
parpado inferior izquierdo tenia coloracién violacea.

En el hemograma inicial se reportd: 10 g/dl de hemoglobina; 32,1 % de
hematocrito; 14.700 mm? leucocitos; 46 % de neutrdfilos; 46,4 % linfocitos;
594.000 mm? plaquetas, y 2 mg/dl de proteina C reactiva. La funcién hepatica
y la renal eran normales para su edad.

En la tomografia computarizada (TC) de 6rbita simple y con contraste,
se observd una lesidn isodensa encapsulada en la region infraorbitaria
izquierda (figura 1A). La resonancia magnética (RM) de craneo, 6rbita
y cuello revelé una lesion tumoral en la regién infraorbitaria y la maxilar
izquierdas, con compromiso de tejidos blandos e infiltracion ésea del maxilar,
el arco cigomatico y el piso orbitario, con extension infraorbitaria y extension
al espacio masticatorio, y lesiones nodulares que comprometian la glandula
pardtida izquierda y la tabla ésea frontal derecha (figura 1B).

En la TC simple de térax, se observaron cuatro nédulos pulmonares
alojados en la periferia del pulmdn derecho y compromiso de la columna
vertebral en T4 (figura 1C). La paciente nunca presenté sintomas respiratorios
y, dada su edad, no fue posible practicar pruebas de funcion pulmonar. En la
radiografia de serie dsea se encontraron lesiones liticas en craneo y pelvis,
pero no asi en los huesos largos (figura 1D).

Se hizo una biopsia por escision de la lesién infrapalpebral izquierda,
en la que se encontraron fragmentos de tejido infiltrado por proliferacion de
células elongadas con hendiduras nucleares. En el fondo, se observaron
células gigantes multinucleadas y un menor numero de eosindfilos (figura
2). Los examenes inmunohistoquimicos especificos para CD1 (tincién de
membrana citoplasmatica), proteina S100 (tincién nuclear y citoplasmatica) y
CD68 (marcador histiocitico) fueron positivos. La biopsia permitié confirmar el
diagnéstico histopatoldgico de histiocitosis de células de Langerhans.
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Figura 1. A. Tomografia inicial con contraste
de érbita simple: se observa una lesion
isodensa encapsulada en la region
infraorbitaria izquierda que muestra capsula
que capta el medio de contraste. El centro

de la lesion es el cuerpo del hueso malar
izquierdo que esta erosionado y remodelado
por la lesion. La lesion erosiona el arco
cigomatico izquierdo, se extiende a la orbita
izquierda y rechaza el globo ocular en
sentido central y superior. Sus diametros son:
cefalo-caudal de 2,3 cm, antero-posterior de
2,2 cmy transverso de 2 cm. B. Resonancia
magnética con contraste de cara y craneo:
se aprecia una lesiéon tumoral en las regiones
infraorbitaria y maxilar izquierdas, con
compromiso de tejidos blandos e infiltracion
6sea de maxilar, arco cigomatico y piso
orbitario, y con extension infraorbitaria y al
espacio masticatorio; se observa una lesion
que compromete la tabla dsea frontal derecha.
C. Tomografia computarizada simple de
térax: nédulos pulmonares en la periferia del
pulmén derecho. D. Radiografia simple de
craneo: lesion litica de bordes esclerosos y
23 x 15 mm en el hueso frontal derecho. E.
Radiografia de pelvis: lesion litica de bordes
esclerosos en de la porcién inferior del

iliaco derecho, adyacente a la articulacion
sacroiliaca, de aproximadamente 25 x 15 mm.

A B Cc

Figura 2. En los cortes se observan fragmentos de tejido infiltrado por una proliferacién de células elongadas con hendiduras nucleares. En el fondo se
encuentran células gigantes multinucleadas y un menor nimero de eosindfilos. A. Hematoxilina-eosina, 40X. B. Hematoxilina-eosina, 100 X. C. CD1a
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Por los érganos afectados y la extension de la enfermedad, se hizo una
estratificacion del riesgo y se la clasificé como una enfermedad multisistémica
sin compromiso de érgano de riesgo. Se inicid el tratamiento segun el
protocolo LCH Ill de la Sociedad Internacional de Histiocitosis, el cual incluye
el uso de vinblastina durante seis semanas y de prednisona durante cuatro
semanas. La mejoria clinica y radioldgica en esta paciente se valoré como
intermedia, por lo que se repitio el tratamiento. Al final de las 12 semanas de
vinblastina, hubo resolucion de las lesiones, por lo cual se continué con un
tratamiento de mantenimiento durante 12 meses. Al cabo de 48 meses de
seguimiento, la paciente no presentaba signos de recaida de la enfermedad.

Discusion

La histiocitosis de células de Langerhans es una afeccién poco comun
que se presenta principalmente en la infancia y con diversas formas clinicas.
Existe controversia sobre la etiologia de la enfermedad y se ha debatido por
afnos si se trata de una alteracién inmunitaria o una neoplasia.

Dado que puede aparecer como una lesién de resolucion espontanea o
con tratamiento antiinflamatorio, se la ha considerado un proceso inflamatorio.
Sin embargo, en otros casos se puede manifestar con compromiso
diseminado y requerir tratamientos mas agresivos, incluida la quimioterapia,
lo cual sugiere una posible naturaleza neoplasica (10-12), ya que se
encuentran activas las células de Langerhans patoldgicas, asi como citocinas
inflamatorias que expresan la CD40.

La clonalidad de las células de Langerhans era la teoria que apoyaba un
origen neoplasico, pero la clonalidad en células inmunitarias no es suficiente
para clasificar una enfermedad como maligna (13). En el 2010, se identifico
una serie de anomalias genéticas involucradas, y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) considerd la enfermedad como alteracion genética
neoplasica, ya que corresponde a una proliferacién neoplasica clonal de
las células de Langerhans. Se ha reportado la mutaciéon V60OE en el gen
BRAF, la cual interviene en la via de activacion de las cinasas MAPK,
frecuentemente mutada en algunas neoplasias, y se encarga de enlazar las
sefales extracelulares con la maquinaria intracelular necesaria para controlar
el crecimiento, la proliferacion y la diferenciacion celulares (10). Estas
observaciones sugieren el origen neoplasico de la enfermedad (14).

En la actual clasificacion de las alteraciones histiociticas, propuesta por la
Sociedad Internacional de Histiocitosis en el 2016, los pacientes son clasificados
en cinco grupos con base en aspectos clinicos, histolégicos y moleculares:
grupo |, o Langerhans; grupo C, cutdneo y mucocutaneo; grupo M, histiocitosis
maligna; grupo R, enfermedad de Rosai Dorfman, y grupo H, linfohistiocitosis
hemofagocitica y sindrome de activacion del macréfago. La histiocitosis de
células de Langerhans corresponde al grupo | o Langerhans (15).

Presentacion clinica

Por lo general, la enfermedad tiene una presentacion clinica heterogénea,
que va desde la forma de resolucién espontanea hasta el compromiso
multisistémico, cuyo curso es impredecible. Se puede presentar regresion
espontanea, asi como recurrencias cronicas y deterioro que pueden llegar
a ser fatales (16). Su clasificacion corresponde al nimero de lesiones, sitios
involucrados y extension. Estos criterios, sumados a la reaccion al tratamiento,
son una herramienta valiosa para determinar el riesgo de mortalidad.
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El sistema mas comunmente afectado es el 6seo (80 %), principalmente
los huesos del craneo, seguidos por los huesos largos y las vértebras
(17,18). El compromiso de la piel puede verse hasta en una tercera parte de
los pacientes y afecta con mayor frecuencia las areas intertriginosas. Las
formas de presentacién comunmente descritas son lesiones en forma de
erupcion papular, ulcerativas o vesiculares, Ulceras hipopigmentadas que
posteriormente sanan, asi como formas similares a la dermatitis seborreica
(10,19). Poompuen, et al., han sefialado como la similitud con la dermatitis
seborreica puede retrasar el diagnéstico por la dificultad de distinguir las
lesiones de una y otra condicion y, ademas, porque la dermatitis seborreica
es una entidad cominmente observada en la edad pediatrica, como en el
presente caso. Las lesiones 6seas asociadas con la dermatitis seborreica
pueden ser la clave para una deteccién temprana de la histiocitosis de células
de Langerhans (8), la cual puede sospecharse ante esta asociacion y la poca
mejoria con los tratamientos instaurados.

Ademas, se ha descrito el compromiso periorbitario (proptosis), aunque
la afectacién del nervio dptico no es clara (20). Las cadenas ganglionares
cervicales se ven comprometidas y alcanzan tamarnos muy grandes,
pudiendo afectarse también ganglios del mediastino y el abdomen. No se han
descrito casos de afectacion en génadas, rindn o vejiga.

El compromiso de los huesos del craneo y la regidn hipotalamica es
frecuente, ocasionando diabetes insipida (50 %). El compromiso de la
hipéfisis anterior, acompafnada de deficiencia de la hormona del crecimiento,
es la segunda endocrinopatia mas frecuente (10 %) y hasta el 60 % de los
pacientes presenta hipotiroidismo, hipogonadismo e hiperprolactinemia
cuando hay este compromiso hipofisiario (21).

En el sistema nervioso central, se presenta como una enfermedad
neurodegenerativa con manifestaciones progresivas: sindrome cerebeloso
(temblor, anormalidades en reflejos, ataxia, dismetria) o compromiso motor,
paralisis pseudobulbar, disartria, disfagia, espasticidad, problemas de
aprendizaje o, incluso, enfermedades psiquiatricas. También, se han descrito
lesiones tumorales intracraneales que se manifiestan como un sindrome
paraneoplasico autoinmunitario (16). Cuanto mayor sea el compromiso de
los huesos del craneo y del sistema neuroendocrino, mayor sera el riesgo de
enfermedad neurodegenerativa (21-23).

También, puede presentarse compromiso de érganos como higado,
bazo, médula 6sea y ganglios linfaticos; ademas, puede haber un mayor
riesgo de mortalidad al afectarse ciertos érganos, principalmente, el sistema
hematopoyético, el higado y el bazo (13,24). Por otra parte, la histiocitosis
pulmonar de células de Langerhans es frecuente en adultos, especialmente
en fumadores. En nifos, este tipo de presentacion es poco frecuente v,
generalmente, se asocia con compromiso multisistémico extenso y mayor
morbilidad (25).

Diagnéstico

El diagnéstico se basa en hallazgos clinicos, radiograficos e
histopatoldgicos mediante biopsia por escision, en la cual se evidencia la
infiltracion de tejidos por histiocitos que expresan la CD207 y la CD1+ en la
superficie. A pesar de ser un diagnostico relativamente facil de confirmar,
muchas veces se atrasa por falta de sospecha clinica, como en el caso de la
paciente que se reporta (13,24).
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Histiocitosis de células de Langerhans

Se debe evaluar la extension de la enfermedad con radiografias del
craneo, el esqueleto y el térax. En el hemograma completo se suele observar
anemia leve, y puede presentarse pancitopenia por disfuncion de la médula
Osea asociada con hepatoesplenomegalia. En el aspirado de médula ésea
inicial, la celularidad es normal, pero una vez avanzada la enfermedad, puede
tornarse hipocelular y es posible ver células de Langerhans y macréfagos
hemofagocitados. Se debe valorar la funcién hepatica (aminotransferasas,
bilirrubinas, gamma-glutamil transferasa) y la renal para descartar
compromiso en estos érganos (20,24).

La ecografia de abdomen puede ayudar a descartar compromiso hepatico,
en tanto que la tomografia de craneo permite evaluar lesiones en 6rbita,
mastoides, esfenoides y huesos temporales. La resonancia magnética puede
evidenciar lesiones histiociticas ocupantes de espacio en los hemisferios
cerebrales, la hipdfisis, las meninges, el plexo coroideo, el tallo cerebral y
la médula espinal, que podrian tomarse por tumores del sistema nervioso
central, metastasis o enfermedades granulomatosas, en tanto que las
lesiones degenerativas se podrian interpretar como areas de atrofia cerebral
(24). Los estudios de imagenes pueden ser de utilidad para evaluar la
actividad de la enfermedad y, segun el tejido bajo estudio, para establecer la
necesidad de recurrir a la resonancia magnética, la tomografia por emision
de positrones o la TC, siendo esta ultima la mejor para evaluar los huesos del
craneo, el parénquima cerebral y las lesiones en la hipdfisis (24,26).

Conclusiones

La histiocitosis de células de Langerhans en una enfermedad poco
comun, cuyo pronéstico y resultado estan determinados por el diagndstico
temprano y el consecuente tratamiento oportuno. Por ello, es de vital
importancia considerarla entre los diagndsticos diferenciales de las lesiones
de piel que no mejoran con los tratamientos instaurados y para descartar
enfermedades comunes segun el grupo de edad, punto clave para el médico
general y el pediatra, con el fin de remitir a los pacientes al especialista para
un pronto manejo que disminuya las complicaciones a largo plazo.

Se requieren mas estudios para conocer mejor su fisiopatologia en aras
de lograr un diagndstico temprano, de manera que no haya que esperar
la evolucion de la enfermedad hasta la invasion sistémica. Como se sabe,
enfermedad que no se conoce, no se diagndstica.
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Reporte de caso

Analisis farmacogenético retrospectivo de una
paciente pediatrica en tratamiento anticoagulante:

caso clinico

Mirta Cavieres', Marcelo Suarez?2, Gabriel Veron?, Luis Abel Quifiones?*, Nelson
Miguel Varela?*
' Laboratorio Clinico, Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna, Santiago, Chile

2 Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética, Departamento de Oncologia
Basico-Clinico, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile

8 Servicio de Farmacia, Hospital Clinico Red de Salud UC-Christus, Santiago, Chile

4 Red Latinoamericana para la Implementacion y Validaciéon de Guias Clinicas
Farmacogendémicas (RELIVAF-CYTED), Santiago, Chile

Se presenta el caso clinico de una paciente de 10 ahos diagnosticada con miocardiopatia
dilatada, quien registr6 valores en el indice internacional normalizado (International
Normalized Ratio, INR) superiores a 10 con la dosis estandar de acenocumarol, ademas
de otros valores que indicaban el estado incoagulable, lo que obligé a suspender y
reiniciar el tratamiento en varias ocasiones. Después de mas de 30 dias de tratamiento,
sorprendentemente se lograron los niveles esperados y estables en el INR con la mitad de
la dosis recomendada para una paciente de su edad y peso.

Se decidié hacer un analisis farmacogenético retrospectivo del caso mediante RT-PCR
con sondas TagMan™ que incluy6 cinco polimorfismos de un solo nucledétido y distinto
grado de asociacion con la dosis-respuesta a los farmacos antivitaminicos K (AVK):
rs2108622 (gen CYP4F2), rs9923231, rs7294 (gen VKORC1), rs1799853 y rs1057910 (gen
CYP2C9). La paciente resultd ser homocigota para el rs9923231 (VKORC1) y heterocigota
para el rs2108622 (CYP4F2). Se ha evidenciado a nivel nacional e internacional que

este perfil genético esta fuertemente asociado con una necesidad de dosis menores de
antivitaminicos K.

En conclusién, el analisis farmacogenético confirmé que la condicion genética de la
paciente, la cual conlleva una baja expresion de la enzima VKORC1 (blanco terapéutico de
los antivitaminicos K), hacia predecible la necesidad de una dosis menor a la establecida
segun los protocolos clinicos recomendados por la Food and Drug Administration (FDA) y
PharmGKB™ para los farmacos cumarinicos. El analisis genotipico previo de la paciente
hubiese permitido alcanzar el rango terapéutico mas prontamente, evitando potenciales
riesgos de hemorragia, o que demuestra la importancia de los analisis farmacogenéticos
en tratamientos de gran variabilidad y estrecho rango terapéutico.

Palabras clave: acenocumarol; farmacogenética; anticoagulantes; vitamina K.

Retrospective pharmacogenetic analysis of a pediatric patient under anticoagulant
treatment: Clinical case

We present the clinical case of a 10-year-old patient diagnosed with dilated cardiomyopathy
who registered INR values above 10 upon receiving standard doses of acenocoumarol, as well
as other values reported as uncoagulable, forcing the discontinuation and restart of treatment
more than once. Expected and stable INR levels were achieved after more than 30 days of
treatment, surprisingly with half the recommended dose for a patient of her age and weight.
We decided to conduct a retrospective pharmacogenomic analysis including nucleotide
genetic polymorphisms (SNPs) with different degrees of association with the dose/response
to antivitamin K (AVK) drugs: rs2108622 (gene CYP4F2), rs9923231, rs7294 (gene
VKORCT), rs1799853, and rs1057910 (CYP2C9 gene) using TagMan® RT-PCR. The patient
was homozygous for rs9923231 (VKORC1) and heterozygous for rs2108622 (CYP4F2),

a genetic profile strongly associated with a requirement of lower AVK doses as shown by
national and international evidence.

In conclusion, the pharmacogenetic analysis confirmed that this patient’s genetic conditions,
involving low expression of the VKA therapeutic target, required a lower dose than that
established in clinical protocols as recommended by the Food and Drug Administration
(FDA) and the PharmGKB® for coumarin drugs. A previous genotypic analysis of the
patient would have allowed reaching the therapeutic range sooner, thus avoiding potential
bleeding risks. This shows the importance of pharmacogenetic analyses for highly variable
treatments with a narrow therapeutic range.

Keywords: Acenocoumarol; pharmacogenetics; anticoagulants; vitamin K.
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Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbilidad
y mortalidad en el mundo (1). Anualmente ocurren, aproximadamente, 17,5
millones de muertes por esta causa y se estima que, para el afio 2030, la
cifra aumentara a 23,6 millones, en especial, debido a enfermedades como
fibrilacion auricular, accidente cerebrovascular, infarto agudo de miocardio
y miocardiopatias (1). Estas ultimas son un grupo de enfermedades que
afectan primariamente al musculo cardiaco e incluyen las valvulopatias
adquiridas, la cardiopatia hipertensiva, la enfermedad coronaria o la
pericardica. Las miocardiopatias dilatadas de origen familiar se heredan
por un mecanismo autosémico dominante (2,3). Entre los farmacos que se
utilizan para su tratamiento, se encuentran los cumarinicos o antivitaminicos
K (AVK) (3), los cuales tienen un estrecho margen terapéutico asociado a
la variabilidad individual en la respuesta terapéutica, por lo que el riesgo de
hemorragias puede aumentar durante el inicio del tratamiento debido a los
ajustes en la dosis (3,4).

Los antivitaminicos K, como la warfarina y el acenocumarol, actian
inhibiendo competitivamente la vitamina K epdxido reductasa C1 (VKORC1),
en tanto que, desde el punto de vista farmacocinético, los antivitaminicos K son
metabolizados principalmente por el citocromo P450 2C9 (CYP2C9). Por otro
lado, el CYP4F2 es el encargado de metabolizar la vitamina K hidroquinona
a hidroxivitamina K, eliminandola del ciclo metabdlico. En consecuencia, una
disminucién en su actividad aumenta la disponibilidad de vitamina K, lo que
implicaria la necesidad de mayores dosis de antivitaminicos K (5).

Desde el punto de vista farmacogenético, la Food and Drug Administration
(FDA) recomienda analizar tres polimorfismos de nucleétido simple (Single-
Nucleotide Polymorphism, SNP) antes de administrar warfarina: el rs1799853,
el rs1057910 (ambos en CYP2C9) y el rs9923231 (VKORC1) (6); de este
ultimo se tiene el mayor nivel de evidencia (7,8) (cuadro 1). Por su parte,
el Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) incluyd
en su guia clinica del 2018 la eventual necesidad de analizar el rs2108622
(CYP4F2) para el tratamiento con warfarina (9). En un reciente estudio
publicado por nuestro grupo en 304 pacientes adultos chilenos en tratamiento
con acenocumarol, se establecié que las variables clinicas (edad, peso y
sexo) y el INR inicial solo incidian en la variabilidad de la dosis en un 19 %, en
tanto que las variantes genéticas rs9923231 (VKORCT1), rs1799853 (CYP2C9)
y rs1057910 (CYP2C9) daban cuenta de un 37 % de dicha variabilidad (10).

Cuadro 1. Resultado de los genotipos estudiados en la paciente, fenotipo esperado y recomendacion de dosis para acenocumarol
segun la evidencia

Gen VKORC1 VKORC1 CYP2C9 CYP2C9 CYP4F2

SNP rs9923231 rs7294 rs1799853 rs1057910 rs2108622

Genotipo observado en A/A C/C c/C A/A (e72)

la paciente Homocigoto para el SNP Homocigoto wt Homocigoto wt Homocigoto wt Heterocigoto

Fenotipo descrito para Bajos niveles de la Bajo riesgo de Bajo riesgo de Bajo riesgo de Metabolismo intermedio de
el genotipo observado* enzima VKOR hemorragias  hemorragias  hemorragias vitamina K hidroquinona
Recomendacion de Dosis menor de la Dosis estandar Dosis estandar Dosis estandar Dosis estandar

dosis para ACC* seglin estandar
genotipo observado

Nivel de evidencia* Alto Bajo Bajo Moderado Moderado

VKORC1: vitamina k epo6xido reductasa c1; wt: Wild Type (alelo mas frecuente); ACC: acenocumarol
*Obtenido de https://www.pharmgkb.org (14)
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Farmacogenética aplicada al tratamiento anticoagulante

En este contexto, se presenta el caso clinico de una paciente de 10 afos
gue no mejord de la manera esperada con el protocolo de ajuste de dosis para
el tratamiento con acenocumarol. Tras realizar los estudios farmacogenéticos,
esto se explicéd por su perfil genético y se correlacioné con las dosis de
antivitaminicos K que finalmente lograron la mejoria de la paciente.

Presentacion del caso

Se trata de una paciente pediatrica con diagndstico de miocardiopatia
dilatada al nacer e insuficiencia mitral a los 9 afios. El equipo de genética del
Hospital Pediatrico “Dr. Luis Calvo Mackenna” confirmé que la causa de la
miocardiopatia dilatada era genética, de tipo autosémica dominante. Dada
la condicion clinica de la paciente y por decision del equipo médico, se inicid
el tratamiento con acenocumarol (jarabe de 1 mg/ml). En ese momento, la
paciente tenia 10 afios y su peso era de 29 kg. Antes del tratamiento con
acenocumarol habia recibido &cido acetilsalicilico (100 mg/dia) durante dos
meses. Al inicio del tratamiento con acenocumarol, la paciente recibid, ademas,
los siguientes medicamentos: furosemida, captopril, digoxina e inmunoglobulina,
ninguno con interaccién con el acenocumarol (Micromedex™).

La dosificacién de acenocumarol se ajusté a los protocolos del Hospital
y a la “Guia practica para el tratamiento anticoagulante en pediatria” de
la Sociedad Chilena de Hematologia basada en estudios nacionales e
internacionales (11). La administracion del acenocumarol comenzé6 con una
dosis de carga de 0,1 mg/kg (2,9 mg/dia) y una dosis diaria de 0,05 mg/kg
(1,5 mg/dia), con lo cual el valor esperado de INR debia haber estado entre
2,5y 3,5 (12,13), segun las pautas de tratamiento del Hospital. Cinco dias
después de iniciado el tratamiento, dicho valor era de 16,0 (incoagulable),
razén por la cual se administraron 10 mg de vitamina K (por via oral) y se
suspendio el anticoagulante por ese dia. Al dia siguiente, el valor de INR fue
de 1,6. Posteriormente, la dosis de mantenimiento se ajusté a 1 mg/dia y el
INR arroj6 un valor de 2,6 (figura 1).

Siete dias después, la paciente ingresd al servicio de urgencias del
Hospital con un INR de 12,0. Se ajustdé nuevamente la dosis a 0,017 mg/
kg (0,5 mg/dia) y, cuatro dias después, la paciente alcanzé un INR de 4,1.
Los posteriores ajustes consecutivos permitieron alcanzar un INR de 2,3. En
la figura 1, se presenta en detalle la dosificacion y los valores de INR de la
paciente hasta los 33 dias de iniciado el tratamiento con acenocumarol.

El 9 de agosto del 2018, la paciente fue trasladada a otro centro
asistencial de salud y no se pudo continuar su seguimiento.

Los ultimos datos obtenidos datan de agosto del 2019, cuando la paciente
asistié a control en el Hospital. En esa fecha, tenia 11 afios de edad, pesaba
49 kg, y recibia una dosis de acenocumarol de 0,02 mg/kg (1 mg/dia), la
mitad de la recomendada para pacientes con esa edad y peso (11). Sin
embrago, su INR se mantenia dentro del rango terapéutico (2,5-3,5).

Analisis genético

Para la identificacion de los SNP rs2108622 (gen CYP4F2), rs9923231,
rs7294 (ambos en el gen VKORCT), rs1799853 y rs1057910 (los dos en
el gen CYP2C9), se obtuvo ADN gendmico de la paciente a partir de una
muestra de sangre venosa periférica, utilizando un estuche comercial (EZNA
Blood DNA minikit™ (Omega Bio-tek). La determinacién de los genotipos
estudiados (cuadro 2) se hizo por discriminacién alélica mediante sondas
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TagMan™ y PCR en tiempo real. Los reactivos utilizados fueron TagMan
Genotyping Master Mix™ y TagMan Drug Metabolism Genotyping™ Assay
(ThermoFisher Scientific, USA).

Los resultados y la interpretacion de los analisis genéticos se presentan en
el cuadro 1, los cuales se recibieron el 9 de agosto del 2018, informando que la
paciente era homocigota para el rs9923231 (VKORCT1) y heterocigota para el
rs2108622 (CYP4F2). Este perfil genético implica que las dosis de cumarinicos
deben ser menores que las establecidas segun criterios clinicos para alcanzar
el rango terapéutico deseado (en este caso, un INR entre 2,5y 3,5).

Aspectos éticos

Para la publicacion de este caso clinico, se contd con el consentimiento
informado firmado por la madre de la paciente y la autorizacién del Comité
de Etica Cientifico Pediatrico del Servicio de Salud Metropolitano Oriente del
Ministerio de Salud, Chile.

Fecha (n?g?jilisa) INR Mayor riesgo de coagulos Rangt;"ls“e_r;’[;eutlco Mayor riesgo de sangrado
04-07-2018 | 2,9 S.D
05-07-2018 1,5 S.D
09-07-2018 | SUSP | 16
10-07-2018 1 1,6 .
13-07-2018 1 2,6
20-07-2018 | SUSP | 12 ®
21-07-2018 | 0,5 1,9 P
22-07-2018 | 0,5 17 [
23-07-2018 0,5 S.D T ——
24-07-2018 0,5 2,6 D
25-07-2018 | 0,5 3,5 Ty
26-07-2018 | 0,25 | 4,1 >
27-07-2018 | 0,5 2,8
28-07-2018 | 0,25 1,9 P
29-07-2018 | 0,5 1,6 r
30-07-2018 | 0,5 1,6
31-07-2018 | 0,5 1,7
01-08-2018 | 0,5 1,7
03-08-2018 | 0,5 3,2
04-08-2018 1 2,9 [
05-08-2018 | 0,5 S.D N
06-08-2018 1 3.4 el
07-08-2018 | 0,5 3,9
08-08-2018 | SUSP | 5,3 |
09-08-2018 | 0,5 3 &
1,1/1,2|1,3|1,4|1,5(1,6/1,7(1,8(1,9(2,0(2,1|2,2(2,3|2,4[2,5(2,6(2,7(2,8(2,9(3,0/3,1|3,2/3,3|3,4|3,5/3,6 |4,0(5,0/6,0(7,0(8,0(9,0/10,0(11,0/12,0(13,0/14,0[15,0/16,0

Fecha (DD-MM-AAAA), correspondiente al dia en que fue tomada la muestra; INR: International Normalized Ratio; SUSP: dosis suspendida; SD: sin datos
Nota: la fecha 04-07-2018 corresponde al dia en que se administr6 la dosis de carga inicial de acenocumarol.

Figura 1. Valores del INR y dosis de acenocumarol administradas a la paciente (10 afios de edad; 29 kg de peso) en los
primeros 33 dias de tratamiento

Cuadro 2. Genes analizados y secuencias contexto

Gen Tipo Secuencia contexto ID del ensayo
(SNP)

VKORC1 wt GATTATAGGCGTGAGCCACCGCACCIC]GGCCAATGGTTGTTTTTCAGGTCTT C__30403261_20
(rs9923231) MAF GATTATAGGCGTGAGCCACCGCACCI[T]GGCCAATGGTTGTTTTTCAGGTCTT

VKORC1 wt GGCACATTTGGTCCATTGTCATGTG[C]JGGGTATGGCAGGAGGAGGGGGTAAT C__ 7473918_10
(rs7294) MAF GGCACATTTGGTCCATTGTCATGTG[TIGGGTATGGCAGGAGGAGGGGGTAAT

CYP4F2 wt CCCCGCACCTCAGGGTCCGGCCACA[CIAGCTGGGTTGTGATGGGTTCCGAAA C__16179493_40
(rs2108622) MAF CCCCGCACCTCAGGGTCCGGCCACA[TIAGCTGGGTTGTGATGGGTTCCGAAA

CYP2C9 wt GATGGGGAAGAGGAGCATTGAGGAC[C]GTGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCT C__25625805_10
(rs1799853) MAF GATGGGGAAGAGGAGCATTGAGGAC[TIGTGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCT

CYP2C9 wt TGTGGTGCACGAGGTCCAGAGATACIAITTGACCTTCTCCCCACCAGCCTGCC

(rs1057910) MAF

TGTGGTGCACGAGGTCCAGAGATACICITTGACCTTCTCCCCACCAGCCTGCC C__2710492_10

wt: Wild Type (alelo méas frecuente); MAF: Minor Allele Frequency (alelo menos frecuente); [N]: cambio nucleotidico que da cuenta del polimorfismo de
un solo nucleétido o SNP. Extraido de TagMan® SNP Genotyping Assays (NUmero de catalogo: 4362691), ThermoFisher Scientific®
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Farmacogenética aplicada al tratamiento anticoagulante
Discusion

Los polimorfismos genéticos y sus efectos en la dosis de los farmacos,
entre ellos los antivitaminicos K, han sido estudiados ampliamente (14). Se
han desarrollado diversos algoritmos de dosificacion, principalmente para
el uso de la warfarina en diferentes etnias, utilizando variables clinicas y
farmacogenéticas, con el fin de mejorar la seguridad (evitar el riesgo de
hemorragia) y la eficacia (disminuir el tiempo para el ajuste de la dosis) del
tratamiento.

El presente caso clinico corresponde a una paciente pediatrica que no
respondié de manera adecuada a la dosis estandar de acenocumarol, lo
que obligd a constantes modificaciones y ajustes en la pauta de dosificacion
durante mas de 30 dias (figura 1). El andlisis genético de la paciente
evidencid un fenotipo metabolizador normal de la vitamina K hidroquinona
(heterocigota para rs2108622, CYP4F2), pero una baja expresion de la
VKORC1, enzima blanco de este farmaco (homocigota para rs9923231)
(cuadro 1). El rs9923231 esté localizado en la regién promotora del gen
VKORCT1 y el cambio nucleotidico (NC_000016.10:9.31096368C>T)
reduce la unién de factores de transcripcion, desencadenando una
disminucioén en la expresion del mMRNA, y con ello, también en la
cantidad de la enzima VKORC1 (13). Por otro lado, el SNP rs2108622
(NC_000019.10:9.15879621C>T) produce un cambio en la secuencia de
aminodcidos de la CYP4F2 (NP_001073.3:p.Val433Met), reduciendo su
actividad. No obstante, en estudios internacionales se ha evidenciado que
su efecto es recesivo, por lo que la condicion heterocigota en la paciente no
implicaria un cambio fenotipico significativo ni se asociaria con la necesidad
de modificar la dosis estandar de antivitaminicos K. Es importante sefalar
que la frecuencia de estos SNP (rs9923231 y rs2108622) en la poblacién
chilena es alta: 0,467 y 0,229, respectivamente (10).

El perfil genético observado explicaria los altos valores del INR que la
paciente presento frente a la dosis estandar de acenocumarol, para la que
solo se consideraron variables clinicas (principalmente antropométricas).
Cabe destacar que la paciente alcanzé cuatro veces una condicion de
anticoagulacioén excesiva y, por ende, un gran riesgo de hemorragia (figura
1). Los ultimos registros de la paciente (agosto de 2019) muestran que
logré alcanzar el rango terapéutico (INR entre 2,5y 3,5) con la mitad de
la dosis recomendada de acenocumarol. De haber tenido los analisis
farmacogenéticos aqui descritos en el momento de iniciar el tratamiento
con este farmaco, se hubiera podido alcanzar el rango terapéutico en
menos tiempo (mayor eficacia) y mejorar sustancialmente la seguridad del
tratamiento (evitando episodios de INR sobre 3,5).

Conclusion

Los resultados obtenidos confirman que la paciente presentaba
un fenotipo farmacocinético y farmacodinamico que requeria dosis de
antivitaminicos K menores a las establecidas en los protocolos que
consideran Unicamente variables antropométricas, tal y como se ha
establecido en estudios internacionales y nacionales previos. Es necesario
implementar criterios farmacogenéticos en las guias clinicas del tratamiento
anticoagulante con antivitaminicos K, siguiendo las recomendaciones de
organismos regulatorios como la FDA dada la gran variabilidad observada
en la reaccion a los antivitaminicos K, su estrecho margen terapéutico y la
frecuencia con que estos polimorfismos genéticos se presentan en nuestra
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poblacion. La incorporacion de variables respaldadas por evidencia sélidas
en los algoritmos de dosificacidon permitiria alcanzar una mayor seguridad y
eficacia del tratamiento anticoagulante.
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El carcinoma apocrino primario de glandula sudoripara es una neoplasia con una muy

baja incidencia, que puede representar un reto diagnodstico, clinico e histoldgico, y un reto
terapéutico local, adyuvante y de la enfermedad avanzada. La edad media de los pacientes
es de alrededor de 67 afos, y no se ha observado preferencia segun el sexo. Se presenta
con mayor frecuencia en las axilas y en el cuero cabelludo. Se caracteriza clinicamente

por un lento crecimiento, aunque puede progresar agresivamente, con compromiso local,
ganglionar y metastasico, principalmente, pulmonar, hepatico y éseo. El tratamiento
recomendado —una vez establecida la histologia— consiste en una reseccion local amplia
con un margen claro de 1 a 2 cm y linfadenectomia regional si se detectan ganglios
clinicamente positivos. El tratamiento adyuvante (radioterapia o quimioterapia) y de la
enfermedad avanzada no esta claramente establecido.

Se presentan dos pacientes de sexo femenino con sospecha inicial de cancer de mama, en
quienes se diagnosticé finalmente un carcinoma apocrino de glandula sudoripara.

Palabras clave: neoplasias de la mama; neoplasias cutaneas; glandulas apocrinas;
patologia; informes de casos.

Breast carcinoma or sweat gland carcinoma? A report of two cases and a
comparison with the literature

Primary apocrine carcinoma of the sweat gland is a neoplasm with a very low incidence
that may represent a clinical and histological diagnostic challenge, as well as for adequate
local, adjuvant, and advanced disease management. The average age of patients is around
67 years with no gender preference. This cancer develops primarily at the axillary and scalp
levels and is clinically characterized by slow growth, but can progress aggressively with
local, nodal, and metastatic involvement (primarily lung, liver, and bone). The recommended
management, once the histology is established, consists of a wide local resection with a
clear margin of 1 to 2 cm and regional lymphadenectomy if clinically positive nodes are
detected. The adjuvant treatment (radiotherapy or chemotherapy) and for the advanced
disease is not established.

We report here the cases of two female patients initially diagnosed with breast cancer who
were finally diagnosed with apocrine carcinoma of the sweat gland.

Keywords: Breast neoplasm; skin neoplasm; apocrine glands; pathology; case reports.

El carcinoma apocrino primario de glandulas sudoriparas es una
neoplasia extremadamente rara con pocos casos reportados en la literatura
cientifica. La incidencia es bastante baja: de 0,0049 a 0,0173 casos por
100.000 personas al afo.

Se caracteriza clinicamente por un lento crecimiento, lo que lo hace
confundir con un tumor benigno lo cual puede retrasar el diagndstico; no
obstante, puede progresar agresivamente y producir compromiso local,
ganglionar y metastasico. La edad media de presentacion de los pacientes es
de alrededor de 67 afios y no se ha observado preferencia segun el sexo. El
cancer se desarrolla principalmente en las axilas y el cuero cabelludo, aunque
también se ha reportado en diversos sitios anatdomicos [cabeza y cuello (cara,
canales auditivos, parpados), tronco, extremidades y area anogenital].

El tratamiento recomendado —una vez establecida la histologia—
consiste en una reseccion local amplia con un margen clarode 1 a2 cm
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y linfadenectomia regional si se detectan ganglios clinicamente positivos.

El tema mas controvertido es el tratamiento adyuvante (radioterapia o
quimioterapia). Estos tumores pueden recurrir localmente y en los ganglios, e
inclusive, producir metastasis sistémicas en pulmon, higado y huesos. Dada
su baja incidencia, puede representar un reto diagndstico, clinico e histoldgico,
y un reto terapéutico, local, adyuvante y de la enfermedad avanzada (1).

Se presentan dos casos de carcinoma apocrino primario de glandulas
sudoriparas, ambos en mujeres, uno en axila, inicialmente manejado
como posible cancer primario de mama, y uno en la piel cervical posterior,
inicialmente informado por patologia como metéstasis de cancer de mama.

Caso clinico 1

Se trata de una mujer de 69 anos, valorada por el Servicio de Oncologia en
junio de 2020, con antecedentes de tiroidectomia total por carcinoma papilar de
tiroides en estadio | a los 62 afos. Recibié yodo radiactivo y posterior suplencia
hormonal con levotiroxina. Como antecedentes familiares, habia tres hermanas
con cancer de mama y, la madre y dos hermanos, con cancer gastrico. No habia
otros datos de importancia y la paciente negd contacto con toxicos. En cuanto a
los antecedentes ginecoobstétricos, habia tenido tres embarazos, tres partos y
ningun aborto; la menarquia ocurrié a los 13 afnos y, la menopausia, a los 50.

Fue remitida inicialmente a Dermatologia, y refirié presentar un nédulo
eritematoso de crecimiento progresivo desde abril del 2019, en la piel de la
region lateral izquierda occipito-cervical. En una ecografia de junio de 2019,
se reporté una lesion nodular hipoecoica, bien definida, avascular, de 14 x 9
mm, sugestiva de ser un ganglio. Se practicé una biopsia por aspiracion con
aguja fina en junio de 2019, cuyo resultado fue negativo para neoplasia. Ante
un leve crecimiento, se decidié hacer una biopsia por escision en octubre de
2019, en la que se reportd un compromiso intradérmico por tumor epitelial.

Los estudios de inmunohistoquimica fueron positivos para GATA3, CK20,
receptores de estrogenos y progestagenos y CK7, y negativos, para TTF1y
HER2. Con un KI67 de 60 %, se sugirio el diagndstico de carcinoma infiltrante
de grado 2 de origen mamario. Los examenes practicados —endoscopia
digestiva superior, colonoscopia, ecografia transvaginal, tomografia de térax y
abdomen, y citologia vaginal- fueron normales. La mamografia de noviembre
de 2019 fue reportada como BI-RADS 2.

Con estos estudios fue remitida al Servicio de Oncologia Clinica donde
en el examen fisico se documentd cicatriz en la regién cervico-occipital
lateral izquierda, con leve fibrosis, sin lesiones tumorales palpables o
visibles en piel, tejidos blandos, cavidad oral, cervical, axilar o mamario.
Se solicité una revision de la histopatologia, y se hizo un nuevo panel de
inmunohistoquimica con reporte positivo para sinaptofisina, cromogranina,
BER-EP4, GATA3 y andrégenos, y negativo para CD56, CK5, CK6, CK20,
D240, PAX8, tiroglobulina y TTF1. Con base en estos resultados, se considerd
que se trataba de un carcinoma de glandula sudoripara con diferenciacién
neuroendocrina y mucinosa (figuras 1-4).

Caso clinico 2

Se trata de una mujer de 70 afios valorada en el Servicio de Mastologia
el 10 diciembre del 2019. La paciente tenia antecedentes personales de
hipertensién arterial sistémica y dislipidemia controladas, pero sin otros
antecedentes familiares o téxicos de importancia.
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Reporté una lesion nodular en la mama derecha en agosto de 2019. En
la mamografia de ese momento, se reportd una categoria BI-RADS 4b por
la presencia de una masa densa de 26 mm en la union de los cuadrantes
externos y el ganglio axilar derecho. En una ecografia del 18 de septiembre
del 2019, se reportd una lesion nodular de 15 x 11 x 7 mm en la union de los
cuadrantes externos y el ganglio axilar derecho de 15 mm. La biopsia con
aguja Trucut guiada por ecografia del 23 de agosto del 2019 no evidencio
neoplasia maligna ni atipias, solo necrosis. Se ordend una nueva biopsia
de mama y de ganglio axilar el 20 de septiembre del 2019, en la cual
no se evidencié neoplasia maligna de mama, pero si focos de adenosis
esclerosante y ganglio axilar positivo para neoplasia maligna.

Figura 1. En la microfotografia se aprecia una neoplasia constituida por Figura 2. Se observa la distribucién irregular de los nidos entre el
cordones estrechos de células epiteliales displasicas con citoplasma estroma colagenizado, esbozando areas sdlidas y cribiformes sin
anféfilo que adoptan un patrén expansivo invadiendo el estroma. necrosis. En el centro se visualiza un ovillo de glandulas sudoriparas
Noétese la leve atipia nuclear. Hematoxilina y eosina, 40X. que estan siendo rodeadas por el tumor. Hematoxilina y eosina, 10X.
Figura 3. Cromogranina (inmuhistoquimica), 40X. Figura 4. Sinaptofisina (inmunohistoquimica), 40X.
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En la resonancia magnética de mamas del 30 de octubre del 2019, se
detectd un patron de captacion del tipo de masa derecha irregular, con un
tamafo de 13 x 8,7 x 8,1 mm y realce heterogéneo en la fase inicial rapida
y posterior de meseta (tipo 2) superior y medial a esta, asi como un area de
realce del tipo ‘no masa’ de 24 x 8 x 23 mm con realce heterogéneo en la
fase inicial rapida y posterior de meseta (tipo 2) mas restriccion de difusion y
ganglios axilares en las cadenas 1, 2 y 3 de hasta 7,7 mm. No se observaron
ganglios mamarios internos; la mama izquierda aparecia normal.

En una nueva biopsia de mama el 15 de noviembre del 2020, no se
evidencié neoplasia maligna. En el examen fisico no se detectaron hallazgos
mamarios claros, pero se palparon adenomegalias méviles de 25 mm en la
axila derecha. Se decidi6 hacer una biopsia abierta de ganglio axilar el 8 de
enero del 2020, en la cual se encontré compromiso por neoplasia de célula
grande de patrén difuso, sin estructuras tubulares y tejido axilar mamario
supernumerario sin malignidad. En la prueba de inmunohistoquimica,
se reportaron resultados positivos para CK, S100, CK7, SOX10y p53;y
negativos, para CK20, GATA3, TTF1, p63 y melan-A, ACL, asi como para
receptores hormonales, con un Ki67 de 15 % y HER2 negativo.

En marzo del 2020, en una tomografia por emision de positrones-
tomografia computarizada (PET-TC), se evidenciaron lesiones hipercaptantes
en la axila derecha, la region supraclavicular y la infraclavicular y la base del
cuello en el lado derecho, resultados que se interpretaron como un posible
tumor primario de mama TxN3MO.

Se decidio hacer mastectomia mas vaciamiento ganglionar en abril del
2020, cuya histopatologia no registré actividad tumoral en el tejido mamario;
no obstante, hubo 5 ganglios positivos de 15, y nidos neoplasicos similares
a los reportados en estudios previos de histopatologias. Una vez valorada
en el Servicio de Oncologia Clinica, en abril del 2020 se decidié iniciar
quimioterapia adyuvante con un esquema de doxorrubicina y ciclofosfamida
en dosis densa.

Al hacer una nueva revision de todo el material de histopatologia y
los estudios de inmunohistoquimica, se reportaron resultados negativos
para HMB45, CD30, CD5, HLA-DR, CD43, CD87, CD7, CD4, CD2, CD1A,
melan-A, CD45, CD20, ALK1, p63, PAX5, CD3, CD56, GATAS, andrégenos y
PLQ, y positivos para EMA, CK, SOX10, CK7 y S100, por lo que se considerd
que se trataba de un adenocarcinoma apocrino de glandula sudoripara
primario axilar (figuras 5-8).

Se decidio suspender la quimioterapia iniciada y hacer una nueva PET-
TC en junio del 2020 cuyo resultado fue negativo, por lo que se administrd
radioterapia adyuvante y se continud el seguimiento clinico.

Consideraciones éticas

Se observaron las normas éticas para la investigaciéon en seres humanos
contenidas en la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia y se mantuvo la confidencialidad de la informacion de las pacientes.
Las pacientes autorizaron el uso de sus historias clinicas.
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Figura 5. La imagen histolégica muestra un tumor formado por Figura 6. Nétese la formacion glandular y la presencia de secrecion
células grandes, nucleos hipercromaticos, nucléolos prominentes y granular eosinofilica intraluminal proveniente de la decapitacion de la
multiples figuras mitéticas. El citoplasma es abundante e intensamente célula tumoral. Varias células presentan granulos finos citoplasmaticos.

eosindfilo. Hematoxilina y eosina, 40X.

Los linfocitos maduros que rodean y penetran la neoplasia corresponden
a la localizacion ganglionar del tumor. Hematoxilina y eosina, 40X.

Figura 7. Citoqueratina 7 (inmunohistoquimica), 40X. Figura 8. S100, 40X

Discusion

Los tumores de glandula sudoripara son tumores poco frecuentes. En un
anadlisis de la base de datos del programa de The Surveillance, Epidemiology,
and End Results (SEER) entre 1973 y 2013, se encontraron 5.298 pacientes
con tumores de anexos localizados en cabeza y cuello, de los cuales 295
correspondian a tumores de glandulas sudoriparas y 104 a adenocarcinoma
apocrino. La edad media en el momento del diagndstico fue de 67 afos. La
incidencia calculada en Estados Unidos (base de datos de SEER) es de
0,0049 a 0,0173 por 100.000 habitantes por afo. En el caso de lesiones de
origen mamario, esta corresponde a menos del 1 % de los tumores triple
negativos, lo mismo sucede con los tumores cutaneos, en los que los tumores
benignos y malignos de anexos representan menos del 1 % de los tumores
de piel no melanoma y se derivan de células ecrinas, apocrinas, sebaceas o
ceruminosas de la piel o de los foliculos (2).

El origen mas probable de estas neoplasias es el tejido normal o
modificado de células apocrinas y, aunque su etiopatogenia no ha sido aun
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bien descrita, al parecer la exposicion a la luz ultravioleta puede ser un factor
de riesgo. Desde el punto de vista molecular, se han descrito mutaciones en

los genes supresores PTCH1 y CDH1, y mutaciones somaticas en los genes
TCF7L1, ARID1A, FBX011, FNBP1, 1L6ST, MYC y WHSCT1L (3).

Las neoplasias malignas de glandula sudoripara se han estratificado
segun su potencial de recurrencia y metéstasis en dos grupos (4) (cuadro
1). El diagndstico ha evolucionado con el tiempo y el uso de las técnicas de
inmunohistoquimica ha dado mayor claridad, especialmente en el uso de
anticuerpos como el EKH5 y el EKH6, que son especificos para los érganos
con secrecion ecrina (5). Otros criterios del diagndstico histoldgico incluyen el
material positivo para PAS y resistente a diastasa en células de la luz, y con
positividad inmunohistoquimica para la GCDFP-15 (6), asi como expresion
positiva para el receptor de andrégenos. Es de resaltar que la expresion
positiva del receptor de estrogeno puede estar presente hasta en el 36 % de los
tumores apocrinos de glandulas sudoriparas (7). Para que puedan considerarse
carcinomas apoctrinos puros de mama deben tener un perfil negativo para el
receptor de estrégenos y positivo para andrégenos, aunque esta diferencia

puede ser ante todo académica porque su comportamiento es similar al de los
apocrine-like en cuanto a la supervivencia global y libre de enfermedad (8). El
uso del antigeno carcinoembrionario (CEA) y de los receptores del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) puede ser particularmente util para diferenciar
estos tumores de una metastasis de carcinoma mamario (3).

El carcinoma de glandula sudoripara endocrino productor de mucina
es una neoplasia neuroendocrina usualmente de bajo grado, considerada
por muchos autores como el analogo cutaneo del adenocarcinoma papilar
sélido de glandula mamaria. Aunque en los primeros estudios se reportaba
una predileccion por el parpado y la piel periorbitaria, se ha encontrado en
muchas otras localizaciones extraoculares y es un reto diagnéstico para
los patdlogos. En algunas ocasiones puede ser la lesion precursora de un
carcinoma mucinoso cutaneo, por lo cual es importante conocer esta entidad
recientemente descrita y reconocida en la ultima clasificacién de tumores
cutaneos por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (9).

Histologicamente puede tener varios patrones, desde nddulos expansivos,
quistes y papilas, hasta areas sélidas y cribiformes. Las células son redondas
a poligonales, tienen un tamano intermedio y presentan una escasa tasa
de mitosis. Usualmente no se observa necrosis. La cantidad de mucina
intracelular o extracelular varia segun el tumor y tiende a ser muy poco
notoria en las fases iniciales o en las zonas sélidas.

Cuadro 1. Clasificacién del riesgo de las neoplasias malignas de glandula sudoripara (4)

Bajo riesgo

Alto riesgo

Carcinoma cribiforme

Carcinoma secretorio

Carcinoma endocrino de glandula sudoripara con
produccién mucinosa

Carcinoma mucinoso

Carcinoma microquistico anexial

Carcinoma ductal ecrino escamoide

Carcinoma adenoide quistico

Neoplasias malignas originadas en
espiroadenoma, cilindroma, espiradenocilindroma
con bajo grado morfoldgico

Porocarcinoma
Hidradenocarcinoma
Adenocarcinoma digital papilar

Carcinoma apocrino

Siringocistoadenocarcinoma papilifero

Neoplasias malignas originadas en
espiroadenoma, cilindroma, espiradenocilindroma;
con alto grado morfolégico

Carcinoma histiocistoide

Adenocarcinoma anexial NOS

NOS: Not otherwise specified
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El diagndstico ha evolucionado con el tiempo y el uso de las técnicas de
inmunohistoquimica ha significado una mayor claridad, utilizando un panel
amplio para lograr identificar su histogénesis, ya que a veces es imposible
diferenciarlo histolégicamente de una metastasis de adenocarcinoma de
mama. Los marcadores que suelen ser positivos (mas no especificos) son
el CK7, CK8, CK18, AE1/AES3, CAM5.2, EMA, GCDFP-15, estrégenos
y progesterona. Lo mas caracteristico es la expresion de marcadores
neuroendocrinos como la sinaptofisina y la cromogranina (10).

En cuanto a su diagnéstico diferencial desde el punto de vista
microscopico, debe considerarse el hidradenoma, el hidrocistoma
con hiperplasia ductal papilar y el adenoma apocrino. Todos ellos son
relativamente faciles de diferenciar debido a la ausencia de componente
infiltrativo, su menor tamano y la ausencia de atipia. El principal reto
diagnéstico es discriminarlo de una metastasis de adenocarcinoma papilar
sélido de mama, pues pueden ser exactamente iguales, incluso en la
inmunohistoquimica, siendo la correlacion clinico-patoldgica el criterio de
referencia. Es de resaltar que la expresion positiva del receptor de estrégeno
puede estar presente hasta en el 36 % de los tumores apocrinos de
glandulas sudoriparas (7).

El adenocarcinoma apocrino de glandula sudoripara es una inusual neoplasia
cutanea de anexos, que se manifiesta histoldgicamente con signos inequivocos
de secrecion por decapitacion o granulos de cimogenos citoplasmaticos.
Ademas, no debe detectarse a nivel microscdpico ninguna otra lesién con
diferenciacion apocrina, como en el caso de siringocistadenocarcinoma
papilifero, carcinoma mucinoso, carcinoma papilar digital o neoplasias benignas
como cilindroma, espiradenoma y tumor mixto apocrino. Tampoco debe
estar asociado u originado en una glandula especializada: las de Moll, las
ceruminosas, las anogenitales y las de tipo mamario) (11).

Histolégicamente, el tumor esta conformado por células epiteliales con
abundante citoplasma granular eosinéfilo, parcialmente vacuolado. Puede
tener diferenciacién ductal y secrecién por decapitacién. El pleomorfismo y
las figuras mitdticas son variables. El nucléolo tiende a ser conspicuo. En
algunas ocasiones puede adoptar patrones morfoldgicos con células en
anillo de sello o aspecto histiocitoide, similar al carcinoma de células en anillo
de sello o histiocitoide periorbitario. En la inmunohistoquimica, las células
tumorales son positivas para citoqueratina 7 y tienen expresion variable
para CEA, S100, EMA, estrégenos y progesterona (12). Anticuerpos como
el EKH5 y el EKH6 son especificos para los érganos con secrecion ecrina 'y
han demostrado ser utiles (5). Otros criterios para el diagndstico histolégico
incluyen material positivo para PAS y resistente a la diastasa en células
luminales, positividad inmunohistoquimica para GCDFP-15 (6), asi como
expresion positiva para el receptor de andrégenos.

El diagnéstico histopatolégico diferencial se establece basicamente con
la metastasis cutanea del adenocarcinoma ductal mamario, mas aun si este
tiene una morfologia apocrina, situacion que es dificil de sortear, inclusive
teniendo la ayuda de la inmunohistoquimica, ya que ambos tumores pueden
compartir el mismo perfil inmunoldgico y solo la ausencia de lesion mamaria
puede discriminarlos. Hay algunos datos que pueden ser de ayuda para lograr
diferenciarlos y determinar su origen, como la presencia de neoplasia in situ o
evidencia de transicién de una glandula apocrina preexistente. La expresion de
EGFR (HER1), D2-40 y P63 puede apoyar mas el diagndstico del carcinoma
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primario que el del metastasico (13); sin embargo, cuando la enfermedad
se presenta con compromiso axilar, la investigacion clinica y la correlacion
patoldgica son lo mas recomendable.

Clinicamente, estos tumores se caracterizan por ser masas solidas
0 quisticas asociadas con cambios inflamatorios de la piel suprayacente
y, en ocasiones, ulceracién. Los sitios mas frecuentes son la axila y la
region anogenital, pero basicamente pueden aparecer en cualquier lugar
donde haya glandulas con actividad apocrina. El patrén predominante de la
enfermedad es localmente invasor, pero tiene habilidad para diseminarse
sistémicamente, especialmente por via linfatica. En el 57 % de los casos, la
enfermedad se diagnostica en un estadio localizado y, en un 5 %, en estadio
metastasico; sin embargo, este porcentaje podria ser mayor si se usa PET-
FDG como método de diagndstico (14).

Como en los tumores cutéaneos, el principal tratamiento es el quirurgico,
con resecciones radicales, con un margen libre de 1 a 2 cm. El papel de la
diseccidn ganglionar aun es debatido, aunque los analisis retrospectivos
han demostrado que los pacientes con compromiso ganglionar tienen una
menor mediana de supervivencia, 33 meses Vs. 55 meses cuando no hay
compromiso ganglionar. A pesar de estos datos, hasta ahora el compromiso
ganglionar se ha considerado como un factor de prondstico, pues no existe
una recomendacion estandar en cuanto a su manejo y se desconoce si la
diseccidn ganglionar extensa puede modificar el curso de la enfermedad (15).
El uso de las imagenes de resonancia magnética podria ayudar a planear de
forma mas precisa su tratamiento (1).

A diferencia de otras localizaciones, los tumores en cabeza y cuello se
tratan mas frecuentemente con disecciones ganglionares cervicales con o
sin radioterapia cuando se ha determinado clinicamente o mediante ganglio
centinela el compromiso ganglionar. Cabe resaltar que en esta localizacién hay
una gran probabilidad de enfermedad metastéasica, asociada principalmente a
un mayor volumen tumoral en el momento del diagndstico (16). En un analisis
retrospectivo sobre tumores de anexos cutaneos localizados en cabeza y
cuello, se encontré que la calidad de la reseccion se relacionaba directamente
con el prondstico, en tanto que otras variables, como la edad avanzada, el
alto grado o el gran volumen tumoral, asi como la presencia de compromiso
ganglionar, se comportaban como factores de pronéstico adverso. La
presencia de adenopatias se considera el principal factor pronéstico adverso
para la supervivencia (HR=3,223; IC,5% 1,52-6,835; p=0,002) (2).

La radioterapia se ha indicado en los pacientes con enfermedad localmente
avanzada, especialmente en quienes el margen es menor de 5 mm o es
positivo, o que tienen un alto grado histoldgico o adenopatia (6). Ademas,
se ha propuesto la radioterapia en los pacientes con tumores mayores de 5
cm moderadamente diferenciados o con invasion vascular y perineural (17).

El papel de la quimioterapia parece limitarse a la enfermedad metastasica

o recurrente sin posibilidades de manejo local (18). De hecho, en las
evaluaciones de tumores apocrinos de la mama sin enfermedad metastasica,
se ha encontrado que la administracion de terapia adyuvante puede
comportarse como un factor de prondstico adverso (HR=4,41; 1IC95% 1,01-
19,19; p=0,048) (19). Se ha recomendado el uso de bleomicina, 5-fluorouracilo,
carboplatino, metrotexato, paclitaxel, epirrubicina o ciclofosfamida, pero este
carece de una base solida (1,20,21). Segun algunas experiencias anecddticas
en tumores con expresion del receptor de estrogenos, el uso de tamoxifeno



Biomédica 2021;41:409-19

Carcinoma de glandula sudoripara

ha dado resultados positivos (22,23). Los estudios de genética realizados

en ciertos subtipos tumorales, como el carcinoma secretorio de piel, han
permitido encontrar translocaciones 12;15, lo cual resulta en el gen de fusién
ETV6-NTRK3, que podria ser objeto de intervencion mediante los inhibidores
del NTRK, pero su uso se basa en la racionalidad biolégica mas que en la
evidencia clinica, tal como sucede con el adenocarcinoma papilar digital y la
sobreexpresion de FGFR2 como blanco terapéutico (4). En la practica clinica,
se administran medicamentos disefiados contra las mutaciones de PTCH1
(vismodegib) y TCF7L1, pero su uso tampoco es extenso (3).

Estos tumores parecen tener un prondstico diferente que sus contrapartes
dependiendo de la localizacion de la enfermedad: en el caso de los tumores
localizados en cabeza y cuello. la supervivencia global a 10 afos es del 54 %,
y la supervivencia libre de progresion, del 97 %, siendo mas baja que en el
caso de los tumores de piel no melanoma (2).

En el andlisis de la literatura (busqueda en Pubmed y Embase de articulos
publicados e indexados entre 1975 y 2020, disponibles en texto completo
en inglés, espafol, francés y aleman; no se consideraron comunicaciones
orales o resimenes; las palabras clave incluyeron los términos “glandulas
sudoriparas’ “carcinoma; “neoplasias cutaneas’ “glandulas apocrinas”),
se encontraron 102 casos de carcinoma apocrino primario de glandulas
sudoriparas reportados entre 1978 y 2020 que, junto con los dos informados
aqui, se resumen en el cuadro 2 (1,3,15,16,18,24).

Cuadro 2. Caracteristicas clinicas de 104 pacientes con carcinoma apocrino
primario de glandula sudoripara, reportados entre 1978 y 2020 (1,3,15,16,18,24)

n=104 (100 %)

Sexo 53 mujeres (50,9 %)
Edad media en afos [DE] 63 [13]
Localizacion
Axilar 36 (34,6)
Cuero cabelludo 25 (24,0)
Miembros inferiores 11 (10,5)
Miembros superiores 10 (9,6)
Tronco 4 (3,8)
Vulva 3 (2,8)
Cabeza y cuello 3 (2,8)
Perianal 1(0,9)
Manejo local
Escision 54 (51,9)
Reseccion local amplia 26 (25,4)
Reseccidn local amplia mas vaciamiento ganglionar 17 (16,3)
No reportado 6 (5,8)
Manejo adyuvante
Radioterapia 3 (2,9
Radioterapia mas quimioterapia 3 (2,9)
Quimioterapia 1 (0,9)
Recurrencia local o ganglionar 20 (19,2)
Metastasis
En el momento del diagndstico 1 (0,9)
Durante el seguimiento 9 (8,6)
Sitios de metastasis
Osea 5 (4,8)
Pulmén 5 (4,8)
Higado 1 (0,9)
Cerebro 1(0,9)
Mortalidad 15 (14,4)
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Los carcinomas apocrinos primarios de glandulas sudoriparas son
tumores infrecuentes para los cuales no se han establecido aun criterios
diagnosticos y de tratamiento. La integracion de los datos de histopatologia y
la presentacion clinica son de gran importancia, ya que, particularmente en
la axila (sitio mas frecuente), se pueden afectar el tratamiento, el prondstico
y la calidad de vida del paciente. El manejo local adecuado y el compromiso
ganglionar son los dos principales factores prondsticos y establecen la
posible necesidad de tratamientos complementarios en torno a los cuales no
hay claridad hasta la fecha.
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Presentacion de caso

Psoriasis verrugosa en un hombre con
antecedentes de psoriasis en placa, reporte de

caso y revision de la literatura

Javier Hernandez', Ana Ruiz', Carolina Mesa?, Lina Rodriguez?
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La psoriasis verrugosa es una variante atipica y poco frecuente de la psoriasis, con pocos
casos reportados en la literatura. Se caracteriza por la presencia de placas hipertréficas y
verrugosas simétricas en extremidades y tronco.

Se presenta el caso de un paciente de 63 afos con diagnostico de psoriasis en placa 20
afos atras, tratado con esteroide tdpico y quien 10 afios antes habia desarrollado una
placa de aspecto verrugoso en el tercio distal de la cara posterior de la pierna izquierda.
Se tomd la biopsia de la lesién por sospecha de un carcinoma escamocelular (verrugoso).
El estudio histopatolégico mostré cambios indicativos de psoriasis verrugosa y descarté la
presencia de malignidad.

Palabras clave: psoriasis; carcinoma; informes de caso.

Verrucous psoriasis in a male patient with a history of vulgar psoriasis: Case report
and literature review

Verrucous psoriasis is an atypical and rare variant of psoriasis with few cases reported in
the literature. It is characterized by the presence of symmetric hypertrophic and verrucous
plaques on the limbs and trunk.

We present the case of a 63-year-old male patient with a history of vulgar psoriasis for 20
years who was receiving treatment with topical steroids and had developed a verrucous
plaque in the distal third of the posterior aspect of the leg 10 years before. We conducted
a biopsy of the lesion to confirm or discard the diagnostic impression of squamous cell
carcinoma (verrucous). The histopathological study showed changes compatible with
verrucous psoriasis ruling out the presence of malignancy.

Keywords: psoriasis, carcinoma; case reports.

La psoriasis verrugosa es una variante poco frecuente de la psoriasis,
con pocos casos reportados en la literatura. Clinicamente, se caracteriza por
placas hipertréficas de aspecto verrugoso que suelen ser simétricas. Entre
otros diagnésticos diferenciales, se incluyen el carcinoma verrugoso, las
verrugas virales y el liquen plano hipertréfico.

Se presenta el caso de un paciente de 63 afios con antecedentes de
psoriasis en placa, quien desde hacia 10 afos habia desarrollado una placa
verrugosa de crecimiento lento en el tercio distal de la cara posterior de la
pierna izquierda.

Reporte de caso

Se trata de un paciente masculino de 63 afos con antecedentes de
epilepsia, con diagndstico de psoriasis en placas desde hacia 20 afos
tratada con esteroide topico, que consultd al servicio de dermatologia por
aumento del numero de lesiones.

En el examen fisico, se evidenciaron placas eritematosas infiltradas con
descamacion plateada en codos, muslos, regién interglutea y tobillos, con
un indice de gravedad de la psoriasis (Psoriasis Area Severity Index, PASI)
de 9,9 y un indice de 2 en la calidad de vida en dermatologia (Dermatology
Life Quality Index, DLQI). En el tercio distal de la cara posterior de la pierna
izquierda, presentaba una lesion hiperqueratésica, exofitica y descamativa
de hasta 5 cm en su eje mayor; al desprender la superficie hiperqueratésica
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se observé un aspecto papilomatoso sobre una base de color blanquecino
(figura 1). Por la sospecha de carcinoma escamocelular (verrugoso), se tomé
una biopsia de la lesidn y se inici6 fototerapia dada la contraindicacion en el
paciente del tratamiento sistémico.

En el estudio histopatolégico, se observd una lesion en piel de aspecto
papilomatoso con hiperqueratosis, focos de paraqueratosis, formacién de
microabscesos neutrofilicos en el estrato cérneo, zonas de agranulosis,
acantosis con elongacién de la red de crestas epidérmicas y adelgazamiento
de los platos suprapapilares (figura 2). En la dermis subyacente, se
detectaron vasos sanguineos dilatados en las papilas dérmicas con
infiltrado inflamatorio linfohistiocitario perivascular superficial. El estudio
de inmunohistoquimica para el marcador p16 fue negativo. Se establecié
el diagnéstico histoldgico de psoriasis de variedad verrugosa y no se
encontraron signos de carcinoma escamocelular verrugoso ni cambios
citopaticos que sugirieran una verruga viral.

A B Cc

Figura 1. A. Placa de bordes bien definidos, regulares, de color marrén claro, hiperqueratésica
y exofitica en el tercio distal de la cara posterior de la pierna izquierda. B. Placa de superficie
papilomatosa posterior a la toma de la biopsia. C. En la dermatoscopia, se evidencié superficie
papilomatosa blanquecina que cubria toda la extension de la lesién.

Figura 2. A. Papilomatosis acentuada con hiperqueratosis y acantosis epidérmica (Hematoxilina y
eosina, 4X). B. Hiperqueratosis, acantosis con elongacién y fusion de la red de crestas epidérmicas
(Hematoxilina y eosina, 4X). C. Hiperqueratosis, agranulosis, adelgazamiento de los platos
suprapapilares y vasos sanguineos dilatados en las papilas dérmicas (Hematoxilina y eosina, 10X).
D. Hiperqueratosis con microabscesos de Munro y agranulosis (Hematoxilina y eosina, 40X).

421



Hernandez J, Ruiz A, Mesa C, Rodriguez L

422

Biomédica 2021;41:420-3

Consideraciones éticas

El reporte se ajustd a las disposiciones de la Resolucién 008430 de 1993
del Ministerio de Salud de Colombia, segun las cuales este fue un estudio
sin riesgo, ya que solo se tomaron datos de la historia clinica del paciente.
Asimismo, se mantuvo la confidencialidad de la informacion clinica y se
obtuvo el consentimiento informado para la publicacién del caso.

Discusion

La psoriasis verrugosa es una variante atipica y poco frecuente de
la psoriasis. Entre sus presentaciones clinicas, se encuentran la forma
localizada, la eritrodérmica o la relacionada con farmacos (1), esta ultima
presentada en el reporte del caso de un paciente con hepatitis C tratado con
interferdn alfa, que desarrollé una psoriasis verrugosa después de recibir el
medicamento (2).

Clinicamente, esta condicidn se caracteriza por placas simétricas de
aspecto verrugoso e hipertréficas sobre una base eritematosa (3) localizadas
en piernas, brazos, tronco y cara dorsal de las manos (1). Debe sospecharse
en los pacientes con antecedentes de psoriasis en placa que desarrollan
de forma paulatina lesiones verrugosas, si se ha descartado un proceso
infeccioso concomitante (4).

En el estudio histopatoldgico de la psoriasis verrugosa, se presenta la
superposicion de cambios propios de la psoriasis vulgar y de las verrugas
virales (3,5); la piel aparece con acentuada papilomatosis, hiperqueratosis,
microabscesos de neutrdfilos en el estrato cérneo (microabscesos de Munro),
ocasionalmente agregados de neutrofilos en el estrato espinoso y acentuada
acantosis con elongacion de la red de crestas que, ademas, presentan
anastomosis; en las papilas dérmicas hay vasos sanguineos dilatados (6) e
infiltrado inflamatorio, pero no se observan cambios coilociticos (3).

La causa etioldgica se desconoce, aunque se ha asociado con diabetes
mellitus, disfuncién pulmonar, flebitis e inmunosupresion (3); algunos autores
la han relacionado con trastornos de la circulacion linfatica (3,6,7) y con
trauma repetido en el sitio de aparicion de las placas (1).

Entre los diagndsticos clinicos diferenciales, se debe considerar el
carcinoma verrugoso, las verrugas virales, las infecciones micéticas, el
liquen plano hipertréfico (4) y los nevus epidérmicos (1). La distincion entre la
psoriasis verrugosa y el carcinoma verrugoso suele ser dificil, sin embargo,
la ausencia de un patrén de crecimiento endofitico, sumada a la negatividad
para el marcador p16, inclina la balanza a favor de la psoriasis verrugosa (4).

La informacion sobre esta variedad de psoriasis se basa en los casos
reportados en la literatura. La enfermedad es de dificil manejo y no existe
un consenso sobre el tratamiento que debe emplearse. Los pacientes han
sido manejados con queratoliticos y esteroides tdpicos de gran potencia,
pero cuando se administran en monoterapia, la respuesta terapéutica ha
sido deficiente (1,3,4). Con el uso de acitretin, etretinato, metotrexato y de la
terapia biolégica con etanercept, adalimumab, infliximab y ustekinumab, se
ha obtenido una mejoria parcial (1, 7). Recientemente, se describi6 el caso
de un paciente con psoriasis verrugosa de larga data que recibié multiples
tratamientos sin éxito; finalmente, presenté mejoria con apremilast (8).
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Conclusion

La psoriasis verrugosa es una variante poco frecuente de la psoriasis que
debe sospecharse en todos aquellos pacientes con antecedente de psoriasis
gue presenten placas hipertréficas de aspecto verrugoso y crecimiento lento.
Se debe hacer el diagndstico diferencial con el carcinoma verrugoso, las
verrugas virales y el liquen plano hipertréfico, entre otros.
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Articulo original
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Introduccidén. Los conflictos armados dejan consecuencias evidentes en la salud mental
de la poblacién infantil y adolescente. En ese marco, se ha documentado una serie

de situaciones que tienen como factor comun la vulnerabilidad de esta poblacién y las
afectaciones biopsicosociales significativas.

Objetivo. Determinar y sintetizar las diferentes consecuencias de los conflictos armados en
la salud mental de la poblacion infantil y adolescente.

Materiales y métodos. Se realiz6 una busqueda sistematica exhaustiva de revisiones
bibliograficas hasta julio de 2019 en las bases de datos MEDLINE (Ovid), EMBASE,
Cochrane Central Register of Controlled Trials, LILACS y otras. Se seleccionaron los articulos
y se analizaron de forma narrativa sus caracteristicas, objetivos y consecuencias en salud
mental en tres momentos: antes del conflicto, durante el conflicto y en el posconflicto.
Resultados. De un total de 587 articulos potencialmente relevantes, se seleccionaron

72. En los estudios sobre el periodo anterior al conflicto, se detallaron experiencias
psicoldgicas y sintomas somaticos anticipatorios. Durante el conflicto, se evidenciaron
sintomas regresivos, conductuales y cognitivos, como enuresis, miedo, tristeza, agresion,
hiperactividad e inatencion, entre otros. Ademas, se establecieron consecuencias
directas, como trastornos de adaptacién, depresién, ansiedad y, en mayor medida, estrés
postraumatico. Por ultimo, en el posconflicto, se recopilé la informacion sobre los procesos
de transmision de las consecuencias y la resiliencia. Por otro lado, se profundizé en las
consecuencias potenciales en el desarrollo biopsicosocial, la moralidad, la identidad, el
contexto, la cultura, la educacioén y la sociedad.

Conclusiones. Las consecuencias de los conflictos armados en la salud mental se
inscriben en un proceso complejo que se expresa en funcidn de la etapa evolutiva de la
exposicioén, del tiempo del conflicto armado y de los factores contextuales.

Palabras clave: nifios; adolescentes; salud mental; conflictos armados; violencia; guerra.

Mental health consequences of armed conflicts in children and adolescents: An
overview of literature reviews

Introduction: Armed conflicts affect the mental health of children and adolescents.

Their outcomes in these populations have been documented identifying vulnerability and
significant biopsychosocial damage as the most common factors.

Objective: To identify and synthesize the mental health consequences of armed conflicts in
children and adolescents.

Materials and methods: We carried out a comprehensive and systematic search of reviews
published until July 2019 in the MEDLINE (Ovid), EMBASE, Cochrane Central Register of
Controlled Trials, and LILACS databases, as well as in additional sources. The information
was retrieved and analyzed narratively by describing the characteristics and objectives of
the studies and the mental health consequences of armed conflicts in three periods of time:
pre-armed conflict, during the armed conflict, and post-conflict.

Results. Out of 587 potentially relevant studies, we finally selected 72. In the pre-armed
conflict period, we described in detail the psychological experiences and the anticipatory
somatic symptoms. During the conflict, we identified regressive, behavioral, and cognitive
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symptoms such as enuresis, fear, sadness, aggression, hyperactivity, and inattention,
among others. Direct mental health consequences such as adjustment disorders,
depression, anxiety, and post-traumatic stress were also identified. Finally, in the post-
conflict period, we referred to the transmission of mental health consequences and
resilience processes. On the other hand, we reviewed in depth the potential consequences
of armed conflicts on biopsychosocial development, morality, identity, culture, education,
and society.

Conclusion. The development of mental health consequences due to the exposure to
armed conflicts in these populations is a complex process that depends on the stage of the
exposure, the length of the conflict, and contextual factors.

Keywords: Child; adolescent; mental health; armed conflicts; violence; warfare.

Segun el reporte Conflict Barometer del Heidelberg Institute for
International Conflict Research, entre el 2018 y el 2019 se registraron 374
conflictos sociopoliticos activos en el mundo, de los cuales mas del 57 % se
desarroll6 de forma violenta (1). El Fondo de las Naciones Unidas para la
Infancia (UNICEF) sefald, en el 2018, que la violencia extrema contra nifios y
adolescentes es una constante en los conflictos armados (2). La utilizacién de
infantes y adolescentes como escudos humanos y su reclutamiento forzado
son tacticas vigentes, a las que se suman otras formas de violencia como el
secuestro, el abuso y la explotacién sexual, con serias repercusiones para la
salud de las victimas (2).

En el marco de los conflictos armados y otras emergencias humanitarias,
se emplean de manera complementaria, aunque diferenciada, los conceptos
de salud mental y bienestar psicosocial (3). Los organismos del sector
de la salud suelen preferir la denominacion de salud mental, que alude a
aquellas condiciones emocionales, cognitivas y conductuales de las personas
afectadas que se abordan desde el paradigma biomédico, en tanto que el
término bienestar psicosocial se emplea en las ciencias sociales para referirse
a aquellas afectaciones que requieren la intervencion y la rehabilitacion
psicosocial para prevenirlas y superarlas (3,4). En suma, cualquier emergencia
humanitaria, incluidos los conflictos armados, tiene efectos complejos que
mezclan la perspectiva psicosocial y la de salud mental.

Las vivencias inherentes a los conflictos armados, no solo atentan
contra la seguridad y la estabilidad de las poblaciones, sino que producen
sufrimiento con consecuencias en la salud mental y el bienestar psicosocial
(5,6). En la poblacion infantil, estas afectaciones comprometen procesos
sociales, productivos, capacidades y habilidades para convivir en la
comunidad (7). Varios estudios coinciden en que la vulnerabilidad es mayor
cuando la exposicién ocurre en etapas tempranas de la vida (6,8-11) como
consecuencia de la muerte o la separacion forzada de los seres queridos
(12-15). Las secuelas fisicas de los ataques directos incrementan esta
vulnerabilidad (14-16). Algunos factores contextuales que se suman a lo
anterior son el aumento de la pobreza y la discriminacion (15,16), el acceso
deficiente a los servicios publicos, el hacinamiento o el aislamiento (8,16,17).

Ademas de la alteracion de las competencias de tipo social y productivo
en infantes y adolescentes expuestos a conflictos armados, se reportan en
los estudios altas tasas de trastornos y sintomas mentales, especialmente del
espectro ansioso, depresivo y traumatico (trastornos de estrés postraumatico).
Las dificultades en la atencion, la inseguridad, la agresividad, las distorsiones
cognitivas y el consumo de sustancias psicoactivas son expresiones de
dichos trastornos y de otros problemas psicosociales (14,16). En oposicion a
estas consecuencias psicopatoldgicas, algunos estudios plantean potenciales
efectos positivos, especificamente la resiliencia (6,8). En las revisiones
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publicadas, la influencia del contexto social y de otros factores, como la etapa
del conflicto sociopolitico y su ubicacion geografica, limitan la interpretacién
de los resultados (8,15,18). Para ofrecer un panorama general de tales
consecuencias en la salud mental de nifos y adolescentes, se llevo a cabo
una revision de revisiones de la literatura, con el fin de sintetizarlas y plantear
recomendaciones encaminadas a mejorar la investigacion en este campo.

Materiales y métodos

Se realizé una busqueda bibliogréafica sistematica y exhaustiva, siguiendo
las directrices del grupo Cochrane para revisiones sistematicas (19).

Criterios de inclusion de los estudios

Se consideraron las revisiones narrativas o sistematicas, con o sin
metaanalisis, de estudios cuantitativos o cualitativos que incluyeran a la
poblacion infantil o adolescente expuesta a conflictos armados y presentara
las consecuencias o afectaciones de su salud mental y desarrollo
biopsicosocial. No se restringié por idioma o afio de publicacion.

Método de busqueda de los estudios

La busqueda (anexo 1) incluyd los estudios publicados hasta julio del
2019 en las bases de datos MEDLINE (plataforma Ovid), EMBASE, Cochrane
Database of Systematic Reviews (plataforma Ovid) y LILACS. Asimismo, se
hizo una busqueda de literatura gris en Open Grey y Google académico, y se
buscd manualmente en los listados de referencias de los estudios incluidos
(bola de nieve).

Tamizacion y extraccion de datos

La seleccion inicial de estudios a partir de los titulos y resimenes estuvo
a cargo de dos revisores de manera independiente con base en los criterios
de inclusién. Los desacuerdos se solucionaron por consenso entre los dos,
revisando de nuevo los criterios y los estudios. Posteriormente, se hizo una
segunda tamizacion para verificar los criterios de inclusién mediante la
revision del texto completo.

Sintesis de Ila evidencia

Debido a la gran heterogeneidad de los estudios, no fue posible combinar
los resultados de las revisiones sistematicas. Por lo tanto, se elaboré una
sintesis narrativa de los hallazgos centrada en la recoleccion de la mayor
cantidad de informacién sobre el tema, con el fin de determinar el conjunto de
saberes que se ha ido construyendo a lo largo del tiempo, el cual se refleja en
la recopilacion y sintesis juiciosa de los estudios secundarios sobre el tema.
Por ello, y teniendo en cuenta el enfoque tematico, se decidié descartar la
evaluacion de la calidad de la evidencia privilegiando el conocimiento.

La sintesis se consolidé a partir del concepto ampliado de salud mental,
que abarca el paradigma biomédico y el de bienestar psicosocial, exponiendo
en cada uno las afectaciones evidenciadas en los estudios consultados. Los
hallazgos se organizaron en torno a los momentos detectables de los conflictos
armados en los que las consecuencias aparecian como significativas. En
un primer momento, correspondiente al periodo previo al conflicto, estas
consecuencias se relacionan con la representacion anticipatoria de los
eventos traumaticos asociados. Con el inicio del conflicto, se desarrolla un
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nuevo momento en el cual se consolidan diferentes consecuencias que,
posteriormente, evolucionan en un tercer momento, el del posconflicto.

Resultados

Se encontraron 587 estudios potencialmente relevantes después de
eliminar los duplicados. Después de la revision del texto completo mediante la
metodologia PRISMA (20), se excluyeron 82 referencias (figura 1, anexo 2);
finalmente, se incluyeron 72 publicaciones para la sintesis de evidencia. Las
caracteristicas generales de los estudios incluidos se presentan en el cuadro 1.

El periodo de publicacién de los estudios abarcé de 1989 (21) a 2018
(22,23). EI 61,1 % de ellos correspondid a revisiones de tipo narrativo y el
38,9 %, a revisiones sistematicas. Los tipos de estudios incluyeron: a) todos
los tipos de estudios cuantitativos y cualitativos; b) estudios exclusivamente
cuasiexperimentales o experimentales, transversales o retrospectivos; c)
estudios especificos de seguimiento a largo plazo, y d) estudios etnograficos
y de casos (24). Las especificidades de las poblaciones abordadas en los
estudios se detallan en la figura 2; ademas, en el cuadro 2 se puntualizan los
estudios incluidos.

Principales consecuencias en la salud mental

Segun los estudios revisados, las consecuencias negativas predominantes
en la salud mental en el periodo previo al conflicto, el conflicto y el
posconflicto, se enmarcaron en el espectro de la depresién, la ansiedad y el
estrés postraumatico.

Registros identificados mediante la Registros adicionales identificados a
busqueda en la base de datos (n=569) través de otras fuentes (n=73)

l l

Registros totales
(n=642)

!

Registros seleccionados después de
eliminar duplicados (n=587)

!

Articulos de texto completo evaluados
para elegibilidad (n=154)

Registros excluidos
> por titulo y resumen
(n=433)

Articulos de texto
completo excluidos,
con razones (n=82)

Véase Anexo 2.

Estudios incluidos
(n=72)

Figura 1. Diagrama de flujo (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses, PRISMA®)
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los estudios incluidos
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Autor y referencia Tlp_o'(fe Tipos de estudios _Num§ro de estudios Poblacién
revision incluidos
1 Gibson K (1989) Narrativa  Todos los referentes a la tematica No reportado, tomaron 70 Victimas de conflicto
referencias en total.
2 Jensen PS, Shaw J (1993) Narrativa  Todos los estudios y literatura sobre la No reportado, tomaron 80 Victimas de conflicto
existencia, frecuencia y tipo de problemas referencias en total.
sociales, emocionales y de comportamiento
3 Elbedour S, Ten Bensel R, Bastien DT Narrativa  Estudios que revisan la interaccion de factores No reportado, tomaron 65 Victimas de conflicto
(1993) sociales, biolégicos e individuales en la referencias en total.
intensidad del trauma
4 Fox PG, Cowell JM, Montgomery AC Sistematica Disefos cuasiexperimentales o experimentales. 12 incluidos Refugiados del sudeste
(1994) Todos los estudios fueron transversales y asiatico
retrospectivos y se publicaron entre 1983 y 1992.
5 Rousseau C (1995) Narrativa  Todos los referentes a la tematica No reportado, tomaron 108 Refugiados
referencias en total.
6  Summerfield D (2000) Narrativa  Todos los referentes a la tematica No reportado, tomaron 28 Victimas de conflicto
referencias en total.
7 Davis L, Siegel LJ (2000) Narrativa  Todos los referentes a la tematica, No reportado, tomaron 117 Victimas de conflicto
especificamente a TEPT referencias en total.
8 Berman H (2001) Narrativa  Todos los referentes a la tematica, No reportado, tomaron 73 Refugiados
especificamente a TEPT referencias en total.
9 Mandalakas AM (2001) Narrativa  Estudios de los efectos a largo plazo No reportado, tomaron 40 Expuestos a emergencias
referencias en total. humanitarias complejas
10 Fazel M, Stein A (2002) Narrativa  Todos los referentes a la tematica No reportado, tomaron 55 Refugiados
referencias en total.
11 Hoven CW, Duarte CS, Mandell DJ (2003) Narrativa  Todos los referentes a la tematica No reportado, tomaron 55 Refugiados
referencias en total.
12 van ljzendoorn MH, Bakermans- Sistematica Todos los referentes a la tematica 32 incluidos Victimas de conflicto
Kranenburg MJ, Sagi-Schwartz A (2003)
13 Pfefferbaum B, Pfefferbaum RL, Gurwitch Narrativa Todos los referentes a la tematica con énfasis ~ No reportado, tomaron 43 Victimas de conflicto
RH, Nagumalli S, Brandt EN, Robertson en salud mental, servicios para nifios y referencias en total.
MJ, et al. (2003) ambiente posterior al ataque
14 DeRanieri JT, Clements PT, Clark K, Kuhn Narrativa Todos los referentes a la tematica No reporta, tomaron 34 Victimas de conflicto
DW, Manno MS (2004) referencias en total.
15 Barenbaum J, Ruchkin V, Schwab-Stone Narrativa Todos los referentes a la tematica No reportado, tomaron 207 Victimas de conflicto
M (2004) referencias en total.
16 Lustig SL, Kia-Keating M, Knight WG, Narrativa  Todos los referentes a la tematica No reportado, tomaron 105 Refugiados
Geltman P, Ellis H, Kinzie JD, et al. (2004) referencias en total.
17 Pine DS, Costello J, Masten A (2005) Narrativa Todos los referentes a la tematica No reportado, tomaron 109 Victimas de conflicto
referencias en total.
18 Ehntholt KA, Yule W (2006) Narrativa  Estudios publicados sobre las dificultades No reportado, tomaron 111 Refugiados
de salud mental de los nifios y adolescentes referencias en total.
refugiados
19 Moss WJ, Ramakrishnan M, Storms D, Narrativa  Todos los referentes a la tematica No reportado, tomaron 56 Victimas de conflicto
Siegle AH, Weiss WM, Lejnev |, et al. (2006) referencias en total.
20 Williams R (2006) Narrativa  Todos los referentes a la temética No reportado, tomaron 85 Victimas de conflicto
referencias en total.
21 Williams R (2007) Narrativa  Todos los referentes a la temética No reportado, tomaron 94 Victimas de conflicto
referencias en total.
22 Morris J, van Ommeren M, Belfer M, Sistematica Disefios enfocados a la tematica con énfasis en No reportado, tomaron 89 Victimas de conflicto
Saxena S, Saraceno B (2007) estudios de casos e investigacion etnografica  referencias en total. y participaciéon como
combatientes
23 Betancourt TS, Khan KT (2008) Narrativa  Todos los referentes a la temética No reportado, tomaron 99 Victimas de conflicto
referencias en total.
24 Neuner F, Catani C, Ruf M, Schauer E, Narrativa Estudios longitudinales y de seguimiento No reportado, tomaron 93 Victimas de conflicto
Schauer M, Elbert T (2008) referencias en total.
25 Lustig SL, Tennakoon L (2008) Narrativa  Estudios de narrativas y testimonios con énfasis 14 incluidos Refugiados
en experiencia, testimonio y andlisis del impacto
26 Dekel R, Goldblatt H (2008) Narrativa ~ Todos los referentes a la tematica, 16 estudios empiricos que Victimas de conflicto
especificamente de tipo empirico, clinicos y describen 17 proyectos
descriptivos de orden cualitativo y cuantitativo
27 Qouta S, Punamaki R-L, El Sarraj E (2008) Narrativa ~ Todos los referentes a la temética 11 articulos principalesy  Victimas de conflicto
82 referencias de soporte
28 Prasad AN, Prasad PL (2009) Narrativa  Todos los referentes a la temética No reportado, tomaron 23 Victimas de conflicto
referencias en total.
29 Jordans MJD, Tol WA, Komproe IH, De Sistematica Todos los estudios relevantes al tema incluidos 66 incluidos Victimas de conflicto
Jong JVTM (2009) ensayos clinicos aleatorizados, de disefio
cuasiexperimental y estudios de caso
30 Persson TJ, Rousseau C (2009) Sistematica Todos los referentes a la tematica con 7 incluidos Victimas de conflicto
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31 Sullivan PM (2009) Sistematica Todos los referentes a la tematica 50 incluidos Victimas de conflicto con
discapacidades
32 Attanayake V, McKay R, Joffres M, Singh Sistematica Todos los referentes a la tematica con énfasis 17 incluidos Victimas de conflicto
S, Burkle F, Mills E (2009) en trastorno de estrés postraumatico (TEPT)
33 Torrado M, Camargo M, Pineda N, Narrativa -  Todos los disefios enfocados a la tematica No reportado, tomaron 33 Victimas de conflicto,
Bejarano D (2009) estado del arte referencias en total. principalmente < 6 afios
34 Steel Z, Chey T, Silove D, Marnane C, Sistematica Todos los disefos enfocados a la tematica 181 incluidos Refugiados
Bryant RA, van Ommeren M (2009)
35 Crowley C (2009) Narrativa  Todos los estudios referentes a la tematica No reportado, tomaron 52 Refugiados
referencias en total.
36 Peltonen K, Punamaki RL (2010) Narrativa  Todos los estudios relevantes en el tema 16 estudios, 4 ensayos Refugiados
incluidos ensayos clinicos aleatorizados, clinicos aleatorizados,
disefios cuasiexperimentales y estudios de 11 disefios de antes y
caso después, 1 estudio de caso
37 Hernandez-Barrera A, Restrepo-Espinosa Narrativa ~ Todos los disefios referentes a la tematica No reportado, tomaron 51 Refugiados/
M (2011) referencias en total. desplazamiento
38 White CJ, De Burgh HT, Fear NT, Iversen Sistematica Todos los disefios referentes a la tematica 9 incluidos Hijos de militares/victimas
AC (2011) de conflicto
39 Bronstein |, Montgomery P (2011) Sistematica Todos los disefios referentes a la teméatica con 22 estudios Refugiados
énfasis en refugiados
40 Henley J, Robinson J (2011) Narrativa  Todos los disefios referentes a la tematica No reportado, tomaron 104 Refugiados
referencias en total.
41 Yahav R (2011) Narrativa ~ Todos los disefios referentes a la tematica No reportado, tomaron 80 Victimas de conflicto
referencias en total.
42 Montgomery E (2011) Narrativa  Todos los disefios referentes a la tematica con 11 estudios especificos Victimas de conflicto/
de estudios  énfasis en estudios cualitativos de familias y, en refugiados
empiricos  especial, nifios sobrevivientes de tortura
43 Bohleber W (2012) Narrativa  Todos los disefios enfocados a la temati.ca No reportado, tomaron 18 Victimas de conflicto
referencias en total
44 Werner, E. E. (2012) Sistematica Todos los disefios enfocados a la tematica con No se menciona el nimero Victimas de conflicto
énfasis en los de corte transversal de estudios incluidos. énfasis en Il Guerra
Mundial
45 Masten AS, Narayan AJ (2012) Narrativa  Todos los disefios enfocados a la tematica No se menciona el nimero Victimas de conflicto
de estudios incluidos.
46 Drury J, Williams R. (2012) Narrativa  Todos los disefios enfocados a la temética entre No reportado, tomaron 46 Victimas de conflicto
2009y 2012 referencias en total.
47 Dimitry L (2012) sistematica  Todos los disefios enfocados a la teméatica con  No reportado, tomaron 71 Victimas de conflicto
énfasis en edades de 0 a 19 afios referencias en total.
48 Reed RV, Fazel M, Jones L, Panter-Brick Sistematica Todos los disefios referentes a la tematica 27 incluidos Victimas de conflicto
C, Stein A (2012)
49 Fazel M, Reed RV, Panter-Brick C, Stein Sistematica Todos los disefios referentes a la tematica entre 44 incluidos Victimas de conflicto/
A (2012) 1980y 2010 desplazados
50 Betancourt TS, Meyers-Ohki SE, Charrow  Sistematica Todos los disefios referentes a la tematica 40 incluidos Victimas de conflicto
AP, Tol WA (2013)
51 Forman-Hoffman VL, Zolotor AJ, Sistematica Disefios referentes a la tematica con énfasis en 22 incluidos Victimas de conflicto entre
McKeeman JL, Blanco R, Knauer SR, ensayos clinicos aleatorizados controlados y 0y 17 ahos
Lloyd SW, et al. (2013) estudios de cohorte
52 Betancourt TS, McBain R, Newnham EA, Sistematica Disefos referentes a la tematica con énfasis 22 incluidos Victimas de conflicto
Brennan RT (2013) en estudios de antes y después, estudios asociados con las fuerzas
longitudinales, estudios observacionales, y grupos armados
ensayos clinicos aleatorizados
53 Rousseau C, Jamil U, Bhui K, Boudjarane  Sistematica Disefios referentes a la tematica con énfasis en 21 revisiones, 73 estudios Victimas de conflicto entre
M (2013) con métodos estudios cuantitativos y cualitativos cuantitativos, 13 estudios los 0 y 20 afos
mixtos cualitativos, 122 estudios
de intervencion
54 Tol WA, Song S, Jordans MJD (2013) Sistematica Disefios referentes a la tematica con énfasis en 53 incluidos Victimas de conflicto
estudios de métodos cualitativos, cuantitativos
y mixtos
55 Shaar KH (2013) Sistematica Disefos referentes a la tematica con énfasis en 11 incluidos Victimas de conflicto
estudios transversales, validacion de escalas y
una intervencién
56 Pacione L, Measham T, Rousseau C Narrativa Todos los disefos referentes a la tematica No referenciado, tomaron Refugiados
(2013) 100 referencias en total.
57 Agazio J, Goodman P, Padden DL (2014) Narrativa  Disefios referentes a la tematica con énfasis en No reportado, tomaron 100 Victimas de conflicto
estudios investigativos, tedricos, programaticos referencias en total.
y documentos gubernamentales
58 Fu C, Underwood C (2015) Sistematica Todos los disefios referentes a la tematica 11 incluidos Victimas de conflicto
59 Foster H, Brooks-Gunn J (2015) Narrativa  Todos los disefios enfocados a la tematica 20 incluidos Victimas de conflicto
60 Rosshandler, Hall BJ, Canetti D (2016) Sistematica Todos los disefos referentes a la tematica 20 incluidos Victimas de conflicto con
énfasis en adolescentes
61 Miller KE, Jordans MJD (2016) Narrativa ~ Todos los disefios enfocados a la temética 46 referencias Victimas de conflicto
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62 Slone M, Mann S (2016) Sistematica Todos los disefios referentes a la temética. Se 35 incluidos (34 Victimas de conflicto
excluyeron capitulos de libro al evidenciar que  cualitativos y 1
la informacioén se solapaba con la registrada en cuantitativo)
articulos publicados
63 Jordans MJD, Pigott H, Tol WA (2016) Sistematica Disefios referentes a la tematica con énfasis 24 incluidos Victimas de conflicto
en estudios de ensayos controlados aleatorios
individuales (ECA), controlados aleatorios
grupales, controlados, no controlados y de caso
64 Sleijpen M, Boeije HR, Kleber RJ, Mooren  Sistematica Disefios referentes a la tematica con énfasis en 26 incluidos Victimas de conflicto
T (2016) estudios cualitativos o de métodos mixtos énfasis en edad (10-20
afios)
65 Hassan G, Ventevogel P, Jefee-Bahloul H, Narrativa Todos los disefios enfocados a la tematica No reportado, tomaron 111 Refugiados/desplazados
Barkil-Oteo A, Kirmayer LJ (2016) referencias en total.
66 Neal S, Stone N, Ingham R (2016) Sistematica Todos los disefios enfocados a la tematica 19 incluidos Victimas de conflicto,
énfasis en mujeres
67 Saltzman LY, Solomyak L, Pat-Horenczyk Narrativa Todos los disefios enfocados a la tematica No reportado, tomaron 89 Victimas de conflicto
R (2017) referencias en total.
68 Stough LM, Ducy EM, Kang D (2017) Narrativa  Todos los disefios enfocados a la tematica 92 referencias Victimas de conflicto con
discapacidad
69 Anagnostopoulos DC, Giannakopoulos G, Narrativa  Todos los disefios enfocados a la tematica No reportado, tomaron 45 Victimas de conflicto
Christodoulou NG (2017) referencias en total.
70 Brown FL, de Graaff AM, Annan J, Sistematica Disefios referentes a la tematica con énfasis en 28 incluidos Victimas de conflicto
Betancourt TS (2017) estudios de ensayos controlados aleatorios y
ensayos controlados
71 Kadir A, Shenoda S, Goldhagen J (2018) Narrativa  Todos los disefios enfocados a la tematica No reportado, tomaron 172 Victimas de conflicto
referencias en total.
72 Fajardo-Mayo MA, Ramirez-Lozano MP, Sistematica Todos los disefios enfocados a la tematica con 15 incluidos, 35 Victimas de conflicto
Suescun V, Isabel M, Ospina-Alvarado MC énfasis en primera infancia descartados
(2018)
TEPT: trastorno de estrés postraumatico
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Cuadro 2. Descripciones y detalles de los estudios.

Conflicto armado y salud mental en infancia y adolescencia

Autor y referencia Obijetivo del estudio

Desenlace o consecuencia en salud mental

Conclusiones

Gibson K (1989) Evaluar la utilidad de la
literatura sobre nifios en

situaciones de guerra y

Elbedour S, ten Bensel R,
Bastien DT (1993)

Revision de la investigacion
sobre los nifios de la guerra

Jensen PS, Shaw J (1993) Evaluar los efectos de
los factores estresantes
relacionados con la guerra en

niflos y adolescentes

Existe una distincion entre reacciones crénicas
y agudas; las crénicas caracterizadas por
sintomas debilitantes y persistentes, las agudas
por reacciones normales frente a la exposicion a
eventos altamente estresantes

Algunas de las expresiones que se manifiestan
después de la experiencia de guerra son el
miedo, la ansiedad, el terror o nerviosismo, la
depresion, tristeza, ira, vergiienza y culpa. Entre
los problemas comportamentales se encuentran
agresion, violencia y hostilidad.

Los nifios y nifias de la guerra manifiestan
comportamientos regresivos, agresién episddica,
trastornos psicofisioldgicos, cambios en el
rendimiento escolar, cambios de personalidad y

El contexto social y familiar es importante en

el afrontamiento de situaciones derivadas

del conflicto, se requiere que desde todos los
sectores se brinden espacios seguros de didlogo
y solucién de problemas.

Los nifios de la guerra pasan por una serie de
reacciones emocionales a la situacién y sus
cambios emocionales no pueden entenderse
por fuera de la dindmica familiar y social, y
comprenderlo es necesario para el adecuado
curso de la terapia.

Las intervenciones deben guiarse de manera
individual (ventilacion, canalizacién de la
agresion, exposicién gradual in vivo a situaciones
temidas y reevaluacién cognitiva, comunitaria y

diversos tipos de depresién y ansiedad.

El estrés y la depresion de los padres puede tener
un impacto negativo en el ajuste psicosocial de los
nifos y en su logro académico.

familiar).

La discriminacién y un ambiente inadecuado

en la posguerra pueden intensificar eventos
traumaticos, por el contrario, un ambiente de
apoyo puede mitigarlo.

Los nifios refugiados estén en alto riesgo de
desarrollar problemas de salud mental debido a
los estresores extremos que experimentan en los
periodos previos y posteriores a la migracion.

4  Fox PG, Cowell JM,
Montgomery AC (1994)

Aclarar la investigacion
centrada en las necesidades
de un grupo de refugiados del
sudeste asiatico

Resumir el conocimiento de las
manifestaciones del trastorno
emocional entre los nifios
refugiados

5 Rousseau C (1995) La sintomatologia relacionada con el conflicto
incluye ansiedad, pesadillas, insomnio,

enuresis, introversion, depresién, problemas de
comportamiento, dificultades académicas, anorexia

y problemas somaticos.

Los principales sintomas de TEPT fueron
pesadillas, respuesta de sobresalto exagerada,
conducta de evitacion, dificultad para dormir y
concentrarse, asi como sintomas depresivos como
apetito y cambios de peso.

Es necesario reconocer el peligro de reducir las
experiencias de los nifios a una cuestién de salud
mental y ver los problemas de vulnerabilidad
Unicamente en términos psicolégicos mas que
sociales.

Condiciones deplorables de vida, separacién de
cuidadores, hermanos y padres es mas estresante
que los bombardeos. A pesar de la proteccion de
sus padres, se presenta una serie de dificultades
emocionales y de comportamiento.

La vulnerabilidad de los nifios y nifias puede ser
atribuida a un gran nimero de factores, incluyendo
las reservas limitadas de alimentos, lo que
incrementa el riesgo de disminuir las funciones
cognitivas, comportamentales y psicolégicas.

6 Davis L, Siegel LJ (2000) Revisar la presencia de

TEPT en relacion con nifios y
adolescentes en situaciones
que incluyen el conflicto
armado

Proporcionar un telén de fondo
para encuentros potenciales o
reales entre un nifio refugiado
y profesionales de la salud
mental en paises occidentales
Examinar criticamente el
énfasis generalizado en la
literatura sobre el trastorno de
estrés postraumatico (TEPT)

Después del trauma, los nifios volvieron a
experimentar el evento a través del juego
repetitivo, a menudo participando en juegos de
secuestro en un esfuerzo por reducir su ansiedad.
7 Summerfield D (2000) Al analizar o intervenir es importante tener una
vision tan sofisticada como sea posible de las
realidades complejas y cambiantes en las que el
nifio estd enmarcado actualmente.

8 Berman H (2001) Los nifios refugiados se ven afectados de
multiples maneras por el conflicto. Para algunos
nifios y nifas la violencia representa una

amenaza directa para su salud y bienestar.

9 Mandalakas AM (2001) Evaluar la vulnerabilidad
del desarrollo a largo plazo
encontrados en nifios
expuestos a emergencias

humanitarias complejas

Los sintomas de trauma psicoldgico en nifios y
nifias suelen tener una naturaleza diferente a los
de los adultos, por lo que se hace preciso prestar
atencion profesional con recomendaciones
ajustadas a la cultura.

10 Fazel M, Stein A (2002) Revisar la evidencia sobre el  Se reportan niveles elevados de morbilidad Los estudios establecieron factores protectores
impacto del desplazamiento en psicoldgica entre los nifios refugiados, como: (1) un entorno familiar de apoyo; (2) una
la salud mental de los nifios especialmente el trastorno de estrés agencia social externa y (3) una disposicion de

postraumatico, depresion y trastornos de ansiedad. personalidad positiva. La prevencién primaria
Los estudios de nifios refugiados recién llegados  puede llevarse a cabo en el contexto escolar.
muestran tasas de ansiedad del 49 al 69 %.

11 Hoven CW, Duarte CS, Resumir los resultados de Se reportan niveles elevados de sintomas de Se observé de manera consistente en todos los

Mandell DJ (2003) estudios sistematicos sobre estrés postraumatico con prevalencias de hasta estudios el mayor riesgo de reacciones de estrés
las reacciones de estrés 87 %. La literatura muestra que las reacciones de  postraumatico después de un desastre masivo
postraumatico en nifios estrés postraumatico no son temporales, sino que para nifias y nifos mas pequefios.
después de desastres masivos persisten en el tiempo.

12 van ljzendoorn MH, Probar la hipétesis de Estudios clinicos han reportado alteraciones en las Posiblemente la "traumatizacion secundaria” es

“traumatizacién secundaria”
en familias sobrevivientes del
Holocausto

Resumir los estudios que
abordan el impacto de los
incidentes terroristas en los
nifos y nifas

Bakermans-Kranenburg MJ,
Sagi-Schwartz A (2003)

relaciones familiares y en el comportamiento por
parte de los sobrevivientes del holocausto y de su
descendencia.

Después del ataque del 11/09/2001 se evidencié
que el 10,5 % de los nifios desarrollaron desérdenes
de estrés postraumatico y al menos la cuarta parte
tenia alteraciones en salud mental. A nivel general
los nifios presentaron agorafobia (15 %), ansiedad
(12 %), desordenes de conducta (11 %), ansiedad
generalizada (10 %) y panico (9 %).

transmitida de manera no verbal a los nifios por
madres que sufrieron pérdidas no resueltas de
familiares cercanos.

La relacién entre la exposicion y los sintomas
de estrés postraumatico deben ser interpretados
con cautela; la exposicion, la muestra y otras
variables podrian alterar los resultados.

13 Pfefferbaum B, Pfefferbaum
RL, Gurwitch RH, Nagumalli
S, Brandt EN, Robertson

MJ, et al. (2003)
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Pifieros-Ortiz S, Moreno-Chaparro J, Garzén-Orjuela N, et al.

14 DeRanieri JT, Clements PT,
Clark K, Kuhn DW, Manno

MS (2004)

Barenbaum J, Ruchkin V,
Schwab-Stone M. (2004)

Lustig SL, Kia-Keating M,
Knight WG, Geltman P, Ellis
H, Kinzie JD, et al. (2004)

Pine DS, Costello J, Masten
A (2005)

Ehntholt KA, Yule W (2006)

Moss WJ, Ramakrishnan M,
Storms D, Siegle AH, Weiss
WM, Lejnev |, et al. (2006)

20 Williams R (2006)

21 Williams R (2007)

22 Morris J, van Ommeren
M, Belfer M, Saxena S,

Saraceno B (2007)

23 Betancourt TS, Khan KT

(2008)

24 Neuner F, Catani C, Ruf
M, Schauer E, Schauer M,

Elbert T (2008)

25 Lustig SL, Tennakoon L

(2008)
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Explorar el impacto potencial
de la guerra y el terrorismo
en nifios e identificar métodos
para la educacion familiar

Revisar la literatura existente
sobre enfoques para ayudar
a los nifios afectados por la
guerra

Revisar las experiencias
estresantes y las reacciones
al estrés entre los nifos y
adolescentes refugiados

Resumir la literatura relevante
sobre los efectos del terrorismo
en la salud mental de los nifios

Identificar y revisar los
estudios publicados sobre las
dificultades de salud mental
de los nifios y adolescentes
refugiados

Identificar las necesidades
de investigacién y mejorar las
pautas para el cuidado de los
nifios

Identificar los temas de la
investigacion sobre politicas,
préacticas y gobierno
corporativo y clinico después
de los conflictos

Resumir la literatura sobre
los impactos psicosociales en
menores de edad

Revisar evidencia para la
intervencién en aspectos
mentales y sociales de la salud

Evaluar la interaccién entre
el riesgo y los procesos de
proteccion en la salud mental
de los nifios afectados por la
guerra

Describir los fundamentos

y el uso de la terapia de
exposicién narrativa en nifios:
KidNET (terapia de exposicién
narrativa)

Resumir la literatura sobre
terapias de creacién de
historias, como la terapia
narrativa y las terapias
testimoniales

Al proporcionar un entorno terapéutico, se debe
recordar que los nifos atravesaran dos etapas de
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Se debe hacer todo lo posible para explicar a los
nifios lo que ha ocurrido de la manera mas directa.

afrontamiento de eventos traumaticos: aceptacion y Los nifios y nifias necesitan garantias sobre su

la formulacién de mas preguntas, las cuales deben
responder de manera asertiva.

En casos como los nifios israelies el TEPT se
present6 en el 22 %, en la guerra libanesa en

el 27 %, en el conflicto de Camboya en el 48 %,
en nifos refugiados de América Central en el 52
%, en Kuwait en el 70 % después de 5 meses

de ocupacién militar y hasta el 93,8 % en nifios
desplazados en la guerra de Bosnia.

Los nifios nacidos en la fase de vuelo tienden a
tener alteraciones importantes en el desarrollo
psicolégico. En la fase de reasentamiento, los
sentimientos de pérdida de su hogar, familiares,
amigos y posesiones materiales, hacen que se
cree un nuevo lenguaje y cultura que impacta con
las culturas y légicas de otros sitios.

Un predictor clave y potencialmente modificable
de los resultados de los nifios parece ser como se
comportan los adultos; se ha encontrado que las
ansiedades de los padres median los efectos del
trauma distante en los temores de los nifios.

Aungue los refugiados jévenes a menudo son
resilientes, muchos experimentan dificultades de
salud mental, como TEPT, depresién, ansiedad
y dolor, ademas de aspectos como quejas
somaticas, problemas de suefio, trastorno de
conducta, retraimiento social, problemas de
atencion, miedo generalizado, dependencia
exagerada, inquietud e irritabilidad.

Los nifios expuestos a conflictos armados o duras
condiciones de vida de los campos de refugiados
tienen altas tasas de problemas psiquiatricos
graves. Aunque la mayoria de los estudios
informan altas tasas de TEPT, la depresién y la
ansiedad pueden afectar a un mayor nimero de
nifios y contribuir mas a la carga psicolégica a
largo plazo.

Los impactos directos pueden resultar en el
desarrollo de una gama de problemas psicolégicos o
psiquiatricos Los diagndsticos incluyen: respuestas
de estrés agudo y estrés crénico; trastornos
psiquiatricos como conducta, ansiedad y trastornos
fobicos, depresion, abuso de sustancias y TEPT.

Un resumen de efectos psicoldgicos en nifios
enmarcados en la guerra incluye soledad, miseria,
llanto y tristeza; ansiedad; depresion; dificultades
para concentrarse, problemas de aprendizaje,
entre otros.

Los nifios expuestos a eventos catastréficos tienen
un mayor riesgo de sintomas de depresion y
ansiedad, y TEPT, problemas de comportamiento,
disminucioén del funcionamiento cognitivo y otros
signos no clinicos de angustia mental, fisica y
social.

Algunos mecanismos usados por los "nifios
resistentes" fueron: el sentido de agencia;
inteligencia social, empatia y regulacion del afecto;
experiencia compartida, caracteristicas de cuidado
y comunidad y conexién; un sentido de futuro,
esperanza y crecimiento; una conexion con la
espiritualidad.

Reduccion clinicamente significativa en los
sintomas de TEPT y una mayor efectividad que

el asesoramiento de apoyo y la psicoeducacion
solamente.

Los nifios pequefios, al trabajar en las luchas
tipicas del desarrollo infantil, usan las historias para
trabajar y reelaborar los conflictos psiquicos de
manera regular, a menudo pidiendo una y otra vez
la misma historia para dormir.

seguridad y la seguridad de los demas durante
toda su infancia, incluso en tiempos dificiles.

La guerra produce conflictos mentales en los
nifos, ya que puede forzarlos a tomar posiciones
o actitudes que van en contra de sus principios.
Estos pueden ir desde lo que es bueno o malo,
el no aceptar la escuela y aceptar la guerra, los
héroes y el contexto.

El impacto de la guerra en ninos refugiados

se manifiesta empiricamente en modelos de
enfermedad e incluyen multiples traumas, retos
de aculturacion, resiliencia y las formas de vida
con la sintomatologia.

En el trauma masivo, todos los aspectos de la
vida de un nifio o nifia pueden haber colapsado.

Las personas que atienden a nifios, nifias y
adolescentes deben ser conscientes de que,
aunque el TEPT se diagnostica con frecuencia,
otras dificultades de salud mental, como la
depresion, la ansiedad, el dolor, problemas de
suefo y escolares, suelen coexistir y no deben
pasarse por alto.

Las necesidades de salud de los nifios
refugiados no son las mismas que las de los
nifios desplazados internos, y pueden diferir
entre entornos agudos, crénicos y posteriores a
emergencias.

Los civiles comprenden el 80-90 % de todos

los que mueren o son heridos en conflictos, en
su mayoria nifios y sus madres. Se necesitan
enfoques de diagndstico culturalmente sensibles
para evaluar los sintomas del trauma y el
deterioro asociado.

El trauma psicolégico del evento y sus secuelas
pueden dar un golpe a la sensacién de
seguridad y personalidad, incluidas las fantasias
organizativas centrales y las estructuras de
significado.

La escuela y otras actividades pueden ser
intervenciones en si mismas, sin necesidad

de programas especializados, pues ayudan a
reducir la humillacién y el estigma, enriqueciendo
socialmente las redes de apoyo y proporcionando
un espacio seguro.

Se debe prestar especial atencién a la capacidad
de afrontamiento y la creacion de significado en
el nivel individual, el papel del apego, la salud del
cuidador, los recursos y la conexién en la familia,
y el apoyo social disponible en redes sociales
pares y extendidas.

KidNET reduce significativamente los sintomas
de TEPT incluso en nifios gravemente
traumatizados por la guerra. También tiene efecto
significativo sobre los sintomas de depresion y
sobre la ideacién suicida.

La psicoterapia testimonial, terapia de exposicién
narrativa, libros de cuentos y dibujos, son
posibles en el contexto de los refugiados. La
reduccion de los sintomas se observo en algunos
de los estudios.
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Revisar la transmision
intergeneracional del TEPT de
padres a hijos en familias de
veteranos de guerra

Asociacion entre la exposicion
a eventos traumaticos y

salud mental de los nifos,

su desarrollo cognitivo y
socioemocional

Evaluar el impacto profundo y
duradero en el funcionamiento
emocional, cognitivo,
conductual y fisiolégico de un
individuo

Evaluar intervenciones de
bienestar psicosocial y salud
mental de nifios afectados por
violencia en paises de bajos y
medianos ingresos

Describir las intervenciones
escolares especificas y
generales para nifios y
adolescentes en paises
expuestos a la guerra

Revisar investigaciones sobre
los tipos de victimizacion por
violencia abordados entre
nifios con discapacidades
Determinar la prevalencia de
trastornos mentales en nifios
afectados por la guerra

Sefalar la importancia de los
impactos diferenciales del
conflicto armado en la primera
infancia

Evaluar el TEPT y depresion
en el campo de la salud mental
de refugiados y posconflicto

Evaluar las necesidades de
salud mental de los nifios
refugiados reasentados en los
Estados Unidos

Evaluar la efectividad de las
intervenciones psicosociales
entre nifios traumatizados en el
contexto de conflictos armados

Describir la situacion actual

de las condiciones de

salud mental en el TEPT

de la primera infancia en
condiciones de desplazamiento
Evaluar lo que se sabe sobre
el impacto en los nifios del
despliegue parental en Irak o
Afganistan

Sintetizar la investigacion
epidemioldgica sobre la salud
mental de los nifios refugiados
que residen en los paises
occidentales

Resumir el conocimiento
respecto a la salud mental

de los nifios y adolescentes
refugiados

Conflicto armado y salud mental en infancia y adolescencia

Se ha encontrado que algunas caracteristicas
violentas derivadas del padre hacia los nifios
producto de algln sintoma de TEPT pueden
afectar o tener consecuencias para el desarrollo de
sintomatologia en el nifo.

Se encontré un nivel inusualmente alto de TEPT
entre los niflos que experimentaron violencia y
atrocidades en cuanto al impacto a largo plazo del
estrés.

El trauma durante la infancia puede tener un efecto
devastador sobre el desarrollo del cerebro y todas
las funciones mediadas por este 6rgano complejo.

Los estudios de efectos estan sesgados
geograficamente y apuntan a los sintomas del
TEPT. Consenso a favor de enfoques basados en
la comunidad multinivel, adaptaciones culturales y
evaluaciones

Los programas de acompafiamiento psicolégico
en nifios, nifias y adolescentes en los colegios
reducen los sintomas de TEPT, mantienen la
esperanza, reducen la depresioén y los sintomas de
intrusion.

La identificacion del perpetrador de la violencia
también tiene relevancia para los modos

y objetivos de intervencion de los efectos
psicolégicos y de salud mental de la victimizacion.

La infancia es un periodo critico del desarrollo
cognitivo, emocional y fisico. Es necesaria la
creacién de programas para la primera infancia
que garanticen el bienestar emocional, psicolégico
y fisico de los nifios en situaciones de guerra.
Las experiencias de la nifiez que afectan sus
emociones, pensamientos, comportamientos y
capacidad de aprendizaje estan asociadas con
la forma en que los nifios, perciben, asumen,
asimilan, comprenden y reconstruyen tales
eventos.

La tortura surgié como el factor sustantivo mas
fuerte asociado con el TEPT y la exposicién
acumulada fue el factor sustantivo mas fuerte
asociado con la depresién

Los nifios refugiados exhiben una enorme cantidad
de resiliencia durante todas las fases de la
migracion.

Se encontré disminucién de los sintomas de
TEPT, aumento de autoestima, actitudes positivas,
aceptacion de resolucion no violenta, rendimiento
cognitivo de los nifios, problemas psicolégicos,
sintomas de trauma y apoyo social percibido.

La exposicion directa y no directa a la guerra, la
clase de eventos traumaticos y la presencia de
factores especiales y culturales aumentan el riesgo
de problemas emocionales y comportamentales

en nifos.

Los hijos de militares en guerra tienen la presién
mucho mas alta que lo normal y esto podria
relacionarse con ansiedad o estrés. El primer
llamado de atencién para el cambio de actitud son
las expresiones de estrés en nifios.

La edad avanzada se asocid significativamente con

niveles mas altos de problemas de internalizacién
y externalizacién y mayores niveles de TEPT.

La muerte violenta de un familiar parece estar
relacionada con puntuaciones mas altas de TEPT.
Los nifios y adolescentes refugiados corren

un mayor riesgo de desarrollar problemas de
salud mental, incluido el estrés postraumatico

y una variedad de dificultades emocionales,
conductuales y educativas.

Hay diferencias en el funcionamiento de la familia
y la relacién nifio-padre si el padre desarrolld
sintomas de TETP producto de la violencia o
conflicto armado.

Los niflos expuestos a traumas graves tienen
problemas de concentracion y baja capacidad
cognitiva, por lo cual tienen dificultades para
procesar nueva informacion y retener los viejos
conocimientos.

Los nifios que viven en zonas de guerra pueden
expresar angustia por varios eventos traumaticos
a través de problemas emocionales tales como
TEPT, trastornos disociativos, ansiedad y
consumo de sustancias psicoactivas.

Los modelos de rehabilitacion basados en la
comunidad tienen un costo mas bajo. Hay una
brecha entre las necesidades de salud mental y
la disponibilidad de intervenciones comprobadas.

Las intervenciones de salud mental en las
escuelas pueden facilitar la deteccién y el
tratamiento de nifios refugiados cuya salud
mental y discapacidad funcional requieren mayor
atencion.

Las nifas, nifios y jévenes con algun tipo de
discapacidad tienen un mayor riesgo de ser
victimas de algun tipo de violencia durante su
infancia, anos escolares o adolescencia.

Los programas deben brindar apoyo a los
cuidadores y abordar las necesidades basicas de
los nifios: la seguridad alimentaria y la nutricién,
y promover el apoyo social para un desarrollo
adecuado.

El conflicto afecta la construccién de la identidad
y subjetividad, asi como las posibilidades de
reconocerse como miembro de una sociedad,

de la familia, y de percibir que se es titular de
derechos.

Aunque muchas otras variables de salud mental
son importantes, la revision se centr6 solo en

la depresion y el TEPT, porque estas son los
indices de resultado que se han estudiado
suficientemente.

Los nifios refugiados son un grupo de alto
funcionamiento, y su rendimiento escolar y nivel
de rendimiento académico a menudo no se ven
afectados.

El metaandlisis mostré que las intervenciones
basadas en las "técnicas basadas en sintomas"”
y "ensayos corporales" surgieron como las
intervenciones mas efectivas para aliviar el TEPT

Las experiencias traumaticas en edad temprana
estan asociadas a un mayor riesgo y sintomas
mas graves de TEPT.

Las alteraciones a nivel psicoldgico se evidencian
en mayor medida en adolescentes que en nifios
por su proceso de desarrollo y las relaciones con
sus figuras paternas.

Los nifios refugiados experimentan altos niveles
de angustia psicoldgica, depresion y problemas
emocionales y conductuales.

Los diversos contextos en los que los nifios
refugiados pueden entrar en contacto con los
médicos de salud mental incluyen los servicios
de salud escolar, servicios de proteccién infantil
y hospitales.
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Revisar el impacto de la
exposicion directa e indirecta a
la guerra y el terrorismo en la
salud mental de los nifios

Revisar la evidencia de trauma
y salud mental relacionada con
el exilio en jévenes refugiados

de Medio Oriente

Evaluar los efectos del estrés
traumatico en el nifio en
desarrollo, discutir el papel de
la memoria y el recuerdo al
aceptar el pasado

Revisar y reflexionar sobre
estudios que han explorado
los efectos de la guerra en los
nifios de todo el mundo

Analizar los modelos plausibles
para la inclusién biolégica del
estrés extremo

Evaluar aspectos psicosociales
de respuestas de nifios y
jovenes a su exposicion a la
guerra, la violencia colectiva y
el terrorismo

Revisar la salud mental de los
nifios y adolescentes que viven
en areas de conflicto armado
en el Medio Oriente

Evaluar factores de proteccién
y riesgo para la salud mental
de nifios y adolescentes

Sintetizar la evidencia de
factores de riesgo y proteccion
para la salud mental en nifios
y adolescentes que son
desplazados por la fuerza

Describir intervenciones
psicosociales y de salud
mental para abordar las
necesidades de salud mental
de los nifios afectados por
conflictos

Evaluar la efectividad de las
intervenciones dirigidas al
estrés traumatico entre los
nifios expuestos a eventos
traumaticos

Investigar factores de riesgo

y proteccion asociados con el
cambio de sintomas de TEPT
entre los nifios exsoldados en
Sierra Leona

Evaluar el efecto del 11/09 y la
guerra contra el terrorismo en
nifios y jévenes mayoritarios y
minoritarios en USA

Evaluar la resiliencia y la salud
mental en nifios y adolescentes
victimas de conflictos en
paises de bajos y medianos
ingresos

Evaluar prevalencia del TEPT
en la poblacion adolescente
del Libano

Los nifios pueden sufrir de trastorno por estrés
postraumatico (TEPT), asi como otros tipos de
psicopatologia que no son especificos de la
experiencia de trauma, como ansiedad y depresién
generales.

Los nifios presentan principalmente ansiedad, el
67 % fue clasificado con ansiedad clinica, el 34 %
estaba triste o deprimido, y 238 de los 311 nifios
(77 %) sufrian al menos una de estas condiciones.

La realidad traumatica abruma la defensa del ego
y sus recursos adaptativos, trayendo siempre una
sensacion de impotencia, ansiedad automatica y
una regresion a las funciones primitivas del ego.

En relacién con los efectos de los escenarios

de conflicto se identifican sintomas de trastorno
de estrés postraumatico (TEPT), depresion y
trastornos de ansiedad, y discapacidad cognitiva.

Las habilidades cognitivas (inteligencia general

y flexibilidad cognitiva) y las habilidades de
autorregulacion estan ampliamente implicadas
como factores protectores para los nifios en una
variedad de circunstancias peligrosas.

Diferentes tipos de alteraciones psicosociales
como acercamiento a la muerte, sonar con la
muerte de otros, etc. Se ha evidenciado que la
separacion de padres o de su cultura influye en la
aparicion de alteraciones mentales.

En Israel la prevalencia del sindrome de estrés
postraumatico fue de 5-8 %, el 25-35 % reportd
depresion leve, el 3,3 %, depresion mayor, el 3 %,
déficit de atencion e hiperactividad, el 2,5 %, fobias
especificas, el 1,8 %, desorden desafiante, el 1,4 %,
ansiedad y el 1,2 %, desorden compulsivo-obsesivo.

Los nifios desplazados pueden tener mas
problemas psicolégicos que sus pares no

reubicados, a pesar de cierta exposicion a
conflictos compartidos.

La experiencia de eventos adversos se asocia con
una mayor probabilidad de trastornos psicolégicos,
el grado de TEPT se asoci6 con experiencias
personales de eventos traumaticos, especialmente
aquellos que ocurren cuando se esta lejos de casa.

Entre los nifios y jévenes expuestos a conflictos,
los resultados adversos de salud mental
provocados por la exposicién a eventos horribles
se ven agravados por el dafo relacionado con

la guerra a los sistemas de apoyo extendidos
(familiares, sociales, econémicos, politicos).
Algunas intervenciones de psicoterapia dirigidas
a nifos expuestos a eventos traumaticos parecen
prometedoras en funcién de la magnitud y
precision de los efectos.

Sintomas relacionados con el trastorno por estrés
postraumatico (TEPT), trastorno de depresion,
trastorno de ansiedad, y discapacidad funcional

Las consecuencias en preescolares y nifios
dependen de las reacciones familiares y la
habilidad emocional del cuidador principal para
afrontar lo sucedido

Los conflictos armados afectan seriamente los
determinantes sociales de la salud mental y el
bienestar, incluyendo redes de cuidado familiar
y comunitario, atencion a necesidades basicas y
educacion; moralidad y espiritualidad.

EITEPT en adolescentes ha sido implicado

en problemas en el desarrollo, problemas
mentales y escolares, abuso de drogas y alcohol,
comportamiento antisocial, entre otros.
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La exposicion directa e indirecta al conflicto pone
al nifo en riesgo de problemas de salud mental
a corto y largo plazo. La duracién y el alcance
de la exposicion determinan la intensidad de las
respuestas de los nifios.

El tipo de evento traumatico o estresante puede
ser un indicador de interrupcién en los sistemas
ecoldgicos mutuos, revelando que cualquiera
de esos puede afectar sistemas adaptativos
fundamentales.

Las funciones integradoras de la memoria se
cierran y surge un estado disociado del yo,
combinado con una despersonalizacién y una
“desrealizacion’

Cuanto mas reciente es la exposicion a la
guerra, y cuanto mayor es el nifio, mayor es la
probabilidad de presentar sintomas de trastorno
de estrés postraumatico.

La inclusién biolégica del estrés extremo en el
desarrollo humano provee explicaciones cada
vez mas plausibles de procesos mediadores que
explican sus efectos en la salud y el bienestar.

El dafio en la salud mental de los nifios esta
relacionado directamente con la pérdida de
soporte parental.

Entre los factores de riesgo hay asociaciones
positivas de los sintomas de sindrome de estrés
postraumatico, depresion, ansiedad, problemas
de conducta, de atencién y emocionales con las
exposiciones a acciones violentas.

Los problemas de salud mental no son el
resultado de una sola causa, sino de cadenas
causales complejas. Comprender cémo
interactuan los diferentes factores requiere una
atencion cuidadosa.

La exposicion a la violencia fue fuertemente
predictiva de trastornos psicoldgicos. Las
adversidades acumulativas empeoran los
resultados de salud, con mayores efectos que
cualquier factor solo.

En las estrategias interdisciplinarias deben
seleccionarse los sectores de salud, negocios y
administracién para guiar los futuros andlisis de
politicas y la evaluacién de su implementacién en
la salud mental global.

Estas intervenciones fueron tratamientos
escolares con elementos de terapia cognitivo-
conductual.

La aceptacién familiar, el apoyo social y las
oportunidades educativas y econémicas se
asociaron con un mejor ajuste psicosocial.

La familia tiene un rol protector en la modulacién
y los efectos del terrorismo en la reaccién de los
nifos y un papel importante en las asociaciones y
consecuencias del evento.

El estudio de la resiliencia en nifios afectados
por conflictos armados puede proporcionar
informacidn crucial para el desarrollo de la salud
mental y las intervenciones psicosociales.

Adolescentes con TEPT mostraron mayor
deterioro escolar, ademas de niveles mas bajos
de “autoeficacia’
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Conflicto armado y salud mental en infancia y adolescencia

Describir la salud mental de los Los problemas de externalizacion, incluidos
nifios refugiados que han huido los comportamientos de oposicién, agresivos,

de la guerra

Analizar el impacto de los
despliegues de apoyo en
miembros de la familia del
servicio activo y el personal de
reserva/guardia

Revisar los programas de
intervencion dirigidos a nifios
y adolescentes expuestos a
desastres o conflictos
Revisar las consecuencias
para la salud mental de la
exposicion de los nifios a la
violencia comunitaria y de
guerra

Examinar los factores de
riesgo psicosocial para el
TEPT organizado en un marco
ecolégico

Establecer las razones para la
priorizacién de intervenciones
centradas en el nifio en
comunidades de conflicto

Examinar los efectos de la
exposicion a la guerra y el
conflicto en nifios pequefios

Proporcionar una actualizacién
integral en las intervenciones
para nifios afectados por
conflictos armados

Revisar estudios sobre las
formas en que los jovenes
refugiados enfrentan la
adversidad para abordar sus
fuentes de resiliencia
Proporcionar informacién
sobre aspectos culturales de
la salud mental y el bienestar
psicosocial relevantes para la
atencion y el apoyo a los sirios
afectados por la crisis

Describir los resultados de
salud sexual y reproductiva
entre mujeres jévenes
afectadas por la exposicion a
conflictos armados

Revisar la literatura reciente
sobre las necesidades de
salud mental de los jévenes
en el contexto de la guerra y el
terrorismo

Revisar la literatura sobre
factores psicosociales
relacionados con los nifios con
discapacidades en el contexto
de desastres o terrorismo

impulsivos, hiperactivos y antisociales, se informan
en ninos refugiados.

Los nifios tienden a reaccionar con mas irritabilidad
y son poco comunicativos; también se han
identificado alteraciones de suefio, alimentacion y
periodos de sensibilidad. Los adolescentes toman
aun mas responsabilidades del hogar resultando
en una mayor interrupcion de sus rutinas normales.

La mala salud mental en la infancia se asocia

con una mayor prevalencia de mala salud fisica,
conductas de riesgo y lesiones no intencionales,
suicidio y menor calidad de vida.

El estigma en la comunidad y la seguridad
percibida transmiten efectos a los nifios y la
exposicion a la violencia de guerra afecta su salud.
Los recursos de proteccion incluyen la aceptacion
de la familia y la comunidad, el apoyo escolar y la
participacién en programas extracurriculares.

La exposicién crénica a la violencia politica puede
interrumpir el desarrollo normativo y conducir a
consecuencias heurocognitivas, psicosociales y
psiquiatricas duraderas, por lo que la exposicion es
perjudicial para los adolescentes.

La exclusién social de nifios excombatientes

y jévenes sobrevivientes de violencia sexual
aumenta, y las oportunidades de juego y amistad
disminuyen a medida que las familias son
desplazadas y los espacios seguros desaparecen.
Se evidenci¢ alta prevalencia de stress
postraumatico en nifios expuestos en el conflicto
palestino-israeli. Se reporta el incremento de

la ansiedad en ninos reflejados en actitudes
como nerviosismo, reacciones fuertes y miedos
inexplicables.

La intervencion implementada por la comunidad
utilizando la terapia de exposicion narrativa
demostrd resultados positivos en nifios
excombatiente, incluso después de un periodo de
seguimiento de 1 afio.

Las fuentes de resiliencia ayudaron a lidiar con
recuerdos traumaticos y a hacer frente a sus
vidas turbulentas: apoyo social, estrategias de
aculturacion, educacion, religion, evitacion y
esperanza.

Los estudios de nifios refugiados sirios han
documentado una amplia gama de problemas
psicosociales que incluyen: temores y ansiedad
persistente, dificultades para dormir, tristeza, dolor
y depresion, agresion o rabietas, nerviosismo,
hiperactividad y tension, problemas del habla o
mutismo, entre otros.

Ante el conflicto armado en Uganda hubo un
cambio completo en los valores culturales,
incrementd de las relaciones sexuales y el
matrimonio transaccional, la violencia y los
comportamientos sexuales de alto riesgo, y
multiples parejas.

Existen varios enfoques para tratar a las personas
y familias expuestas a eventos potencialmente
traumaticos: (1) terapia cognitiva conductual,

(2) desensibilizacién y reprocesamiento del
movimiento ocular, (3) terapia dialéctica
comportamental, (4) terapias alternativas.

Las personas con discapacidad intelectual también
tienen un mayor riesgo de TEPT debido a la
exposicion previa a traumas de varios tipos.

Los factores posteriores a la migracion en los
paises de altos ingresos y las experiencias
escolares positivas confieren un efecto protector,
mientras que la discriminacion percibida y la
exposicion a la violencia elevan el riesgo.

Los nifos escolares pueden tener mas problemas
en el desarrollo educativo o dificultades de
aprendizaje producto de las separaciones con

la figura parental, el contexto de guerra, las
relaciones de responsabilidad que asume y la
influencia de los padres.

Las evaluaciones de las intervenciones de salud
mental y apoyo psicosocial dirigidas a nifios y
adolescentes son relativamente limitadas.

El proceso de estrés comienza fundamentalmente
con las condiciones sociales y se articula

con factores mediadores y moderadores para
discernir como la violencia afecta la salud mental.

La violencia politica que tuvo lugar durante este
periodo tuvo profundos efectos psicolégicos

en los adolescentes, con consecuencias
negativas a nivel comunitario, individual y micro y
macroecolégico.

Las intervenciones grupales basadas en la
escuela tienen potencial para aumentar el apoyo
de los compaferos y reducir el aislamiento social
entre los nifios.

Se evidenci6 que el funcionamiento de la familia
y de los padres es un factor promotor de la
estabilidad del nifio, pues reduce la presentacion
de sintomas relacionados con el conflicto o la
guerra.

Invitar a lideres de la comunidad a que ayuden a
disefar programas para darles voz en el disefio
de las intervenciones que coincidan con las
necesidades de las comunidades.

Es necesario enfatizar en la importancia de
considerar el contexto social, politico y cultural
mas amplio en el que esta incrustada la vida de
los jévenes refugiados, con el fin de no enfatizar
excesivamente el TEPT en jévenes refugiados.
Las intervenciones psicosociales deben estar
enmarcadas en una atencion mental y en la
posibilidad de proveer diferentes oportunidades
educativas, laborales, ocupacionales y estar
enmarcadas en centros comunitarios, puntos de
reunién popular, centros deportivos, culturales,
entre otros.

El aumento del matrimonio precoz en Siria
parece haber ocurrido como una convergencia
de preocupaciones sobre el honor y la seguridad
de las mujeres solteras en tiempos de agitacion
y violencia.

Se deben implementar programas a partir del
uso del internet como medio de intervenir a
jovenes de todas partes, usando una variedad de
plataformas multimedia.

Los nifios con discapacidades experimentan una
exposicion amplificada a los conflictos debido al
aumento de las vulnerabilidades psicoldgicas,
fisicas y educativas.
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conflicto armado

Discutir los contextos que
configuran las crisis econdmica bienestar psicoldgico, la depresion, los trastornos
y migratoria y sugerir posibles
efectos de esta interseccion

sobre los riesgos para la salud

Evaluar intervenciones
psicosociales para nifios
(2017) y jévenes afectados por
conflictos que viven en paises
de bajos y medianos ingresos.

Revisar evidencia sobre los
efectos del conflicto armado
en los nifios apoyados en la
Declaracion de politica sobre
conflictos armados

Consecuencias perjudiciales de estas crisis en el

de ansiedad, el insomnio, el abuso del alcohol y
el comportamiento suicida. Los defectos sociales
externos interactuan con déficits individuales
internos y comportamientos de actuacion.

Se identificaron elementos comunes en
intervenciones efectivas para nifos afectados por
conflictos: promocién del acceso, psicoeducacion,
construccion de ideas, técnicas de construccion
de una buena relacién, estrategias cognitivas, uso
de narrativas, técnicas de exposicion y prevencion
de recaidas.

Los nifios afectados por la guerra tienen una
mayor prevalencia de TEPT, depresion, ansiedad
y quejas conductuales y psicosomaticas. Los que
se asociaron con grupos armados experimentan
riesgos particulares de salud fisica y del desarrollo
mental; barreras en el acceso a los servicios
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Se encontraron condiciones de trabajo precarias,
desigualdades, inseguridad, falta de conexién
social, pérdida de apoyo social, e inestabilidad de
la vivienda.

Existen varias consideraciones Unicas al
desarrollar intervenciones para nifios en entornos
afectados por conflictos, donde la disponibilidad
de especialistas para la implementacion,
capacitacion y supervision es extremadamente
limitada.

El conflicto armado es un determinante social
descuidado de la salud infantil, y los efectos
agudos y crénicos del conflicto armado en la
salud infantil y el bienestar se encuentran entre
las mayores violaciones de los derechos del nifio
en el siglo 21.

de salud y obstaculos importantes para la

reintegracion social.

Se considera a los nifios y nifias con capacidades
diversas de accién, orientadas por sus propias
capacidades de sentir, expresar, crear y actuar,

nifias que han sufrido desplazamiento forzado

2002 y 2012 sobre la identidad adaptacion a nuevos entornos socioculturales o a  en didlogo con lo que sucede en sus relaciones
y subjetividad de nifios y
nifas en torno a la pazy la
democracia en contextos de

la vida civil. Los nifios y las nifias, a pesar de haber en diferentes contextos como la vida en la
vivido de manera directa o indirecta el contexto escuela, en la familia y en la comunidad.
de conflicto armado, tienen en si mismos y en sus

relaciones, potencias y recursos que aportan a la

construccién de subjetividades alternativas a la

violencia y a la victimizacién.

TEPT: trastorno de estrés postraumatico
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En el periodo previo a la consolidacion del conflicto, se reportaron con
mayor frecuencia reacciones somaticas, como cefalea (25-29) y dolor fisico y
emocional (26,27,30,31). Asimismo, se mencionaron fenédmenos relacionados
con la desintegracion familiar progresiva (32) y el estrés previo a la migracion,
con un incremento de los sintomas de dolor y desesperanza ante la
necesidad de salir de los territorios, el miedo de ser atacados y enfrentarse a
lo desconocido (30,33,34), reacciones que se veian intensificadas en el inicio
del conflicto (35).

Durante el conflicto propiamente dicho, se describen reacciones agudas
y cronicas en funcion de su duracion. Entre las agudas, predominaron los
problemas en la relacidn con los padres y la disminucién de las actividades
sociales (27,36,37). Otras reacciones agudas sefialadas fueron miedo,
terror o nerviosismo (38-42), retroceso en habilidades adquiridas (enuresis)
e hiperactividad o déficit de atencion (23,42-44), asi como tristeza, ira,
verglienza y culpa (41-43,45-47). En cuanto a las consecuencias que se
extienden en el tiempo, diferentes investigaciones reportan conductas
agresivas (40-42,48-50) que, conjuntamente con la hostilidad y otras formas
de violencia, tienden a incrementarse (51,52). Incluso con supervisiéon de
los padres, la conducta agresiva permanece afos después de finalizado el
conflicto (8,33,42).

Los sintomas del espectro de la depresion se superponen con las
manifestaciones del espectro de ansiedad y alteraciones de la conducta. Se
describen reacciones emocionales de irritabilidad y llanto, pensamientos de
miseria y soledad, asi como conductas oposicionistas y antisociales (23,53-58).
En diversos estudios, la tendencia a presentar sintomas depresivos fue mayor
en quienes experimentaron la separacion forzada de sus padres (33,58).

En cuanto al espectro de ansiedad, los sintomas eran inespecificos
y algunos de ellos se interrelacionaban con los propios del estrés
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postraumatico, siendo frecuentes los temores de separacion, alteraciones
de suefo, quejas somaticas e hipersensibilidad (56,57,59-63). En el estudio
de Montgomery, et al., los nifios refugiados de Oriente Medio durante 1991
y 1992 mostraban diversos sintomas psicolégicos (64): el 67 % fueron
clasificados con ansiedad clinica y el 34% con depresion; en tanto que 238
de los 311 nifios bajo tratamiento (el 77 %) sufrieron por lo menos una de
estas condiciones (64).

Los sintomas del espectro postraumatico (TEPT) se describen desde
temprana edad. En nifios entre los 2 y los 7 afos, se mencionan temores
secundarios a la separacion familiar, reaccion exagerada al ruido, estados
nerviosos, agresividad y agitacion, llanto excesivo, pesadillas o activacion
ansiosa (17). En la ninez media y la adolescencia, otros estudios reportaron
conductas de evitacion, pérdida del apetito y de energia, y sentimientos de
culpa (65-71). Berman, et al., encontraron una correlacién entre los sintomas,
el numero y tipo de exposiciones traumaticas (33). Ademas, varios autores
coincidieron en que el estrés postraumatico se relacionaba estrechamente
con la alteracién del proceso cognitivo-emocional de la experiencia dolorosa y
la poca capacidad para asimilar el trauma (33,69,72,73).

Por otra parte, los estudios evidenciaron que las particularidades de cada
conflicto y la exposicion especifica de los nifios o los adolescentes a ciertos
actos de guerra determinaban la mayor o menor emergencia de sintomas
enmarcados en el espectro de sindromes o trastornos mentales. Asi, en el
conflicto palestino-israeli, la prevalencia de estrés postraumatico en nifos
y adolescentes vari6 entre 23 y 70 %, la ansiedad, entre 40 y 100 %, y la
depresion aquejaba al 11,3 % de esta poblacidn en Palestina. En Israel, la
prevalencia de estrés postraumatico fue de 5 a 8 %, la de depresién leve,
de 25 a 35 %, y la de depresion mayor, de 3,3 % (17). En otros estudios
relacionados la segunda intifada o levantamiento de la mezquita Al-Agsa,
en Israel y Palestina, durante y después del conflicto como tal, se reporté
una prevalencia de TEPT de 58 a 65 % (42). Por otro lado, entre los nifos
refugiados en paises europeos provenientes de Somalia, Sudan, Etiopia,
Kosovo, Bosnia y Albania, la prevalencia oscild entre 19 y 54 % (55). En otro
estudio de ninos y adolescentes refugiados en Suecia procedentes de Israel,
el 19 % presentaba algun tipo de sintoma o afectacién postraumatica (16).

En cuanto al curso clinico, los estudios consultados evidenciaron
variaciones en la psicopatologia a lo largo del tiempo. Algunos indicaron una
aparicion tardia de los sintomas de estrés postraumatico y, una disminucion,
cuando las situaciones contextuales cambiaron, con un margen de tiempo
indeterminado (35,42,58,71). Segun Barenbaum, et al., los sintomas diferian
segun la duracion, la exposicién o el recrudecimiento del conflicto. Es asi
como solo el 22 % de los infantes israelies presentd algun sintoma posterior
a un ataque con misiles, en tanto que, en el conflicto con Kuwait después de
cinco meses de conflicto, el 70 % de los nifios y nifias todavia manifestaba
estos sintomas (74). Otros datos adicionales sobre conflictos armados en
diferentes contextos geopoliticos ilustran las variaciones en el inicio y la
duracién de los sintomas postraumaticos y afectivos.

Después de la intifada de Al-Agsa en Israel y Palestina en el 2000, se
reportd el TEPT como un efecto a largo plazo, especialmente en adolescentes,
que disminuyd solo con el tiempo (42). Por otra parte, el tiempo de disminucién
de los sintomas en el primer ataque terrorista al World Trade Center en el 2009
fue de 9 meses (45); en el segundo ataque del 2011, disminuyeron 6 meses
después, el 10,5 % de los infantes desarrollaron estrés postraumatico y menos

437



Pifieros-Ortiz S, Moreno-Chaparro J, Garzén-Orjuela N, et al. Biomédica 2021;41:424-48

438

del 25 %, alguna alteracién mental (45,60). En el 2010, una vez finalizé el
conflicto armado en Gulu, norte de Uganda, 205 adolescentes presentaron
diferentes tipos de alteraciones cognitivas: pensamiento recurrente de
acercamiento a la muerte, sofiar con la muerte de otros, inseguridad frente

a los ataques y represalias, entre otros. El 57 % de ellos reportaba sintomas
incluso cuatro afios después de finalizado el conflicto (58). Entre los infantes
refugiados, se reportaron tasas de ansiedad del 35 al 87 % cuando ya habian
sido alejados del conflicto (73). Se observo que la prevalencia de sintomas
aumentaba si las experiencias se relacionaban con hechos de violencia contra
sus padres o familias (58,75).

Por ultimo, en el posconflicto inmediato, se ha podido establecer que el
sufrimiento producto de la guerra no se detiene al trasladarse a un sitio mas
favorable (65) y que, ademas, hay una probable transmision de padres a
hijos (25,48,65,76,77). En ese sentido, en el estudio de van ljzendoorn, et al.,
en los descendientes infantes y adolescentes de personas que participaron
en la Il Guerra Mundial, se encontré una menor adaptacion al trauma, y
psicopatologias producto de las relaciones con los padres y con factores
histérico-contextuales (48). La persistencia de los efectos negativos se
observa asimismo en un estudio en Africa en el cual se evidencié que, una
vez cesaron los conflictos, los excombatientes, especialmente adolescentes,
eran mas proclives a experiencias extremas de hostilidad y ansiedad, y
mostraban un deterioro progresivo de la resiliencia (58).

En consonancia con las variaciones en el curso clinico, en diferentes
estudios consultados se detectaron procesos de afrontamiento, como
resolucién de problemas, descarga emocional y busqueda de apoyo social,
relacionados con la disminucién de la sintomatologia y la resiliencia, definida
esta como el mecanismo para amortiguar los efectos del trauma mediante
el sentido de agencia, el ajuste emocional, la inteligencia social y la empatia
(35,49,59,78,79). Los factores protectores sumados a la resiliencia, como la
disposicion individual y de la familia (apoyo y acompanamiento) y el soporte
social (pares, escuela y comunidad), facilitaron a los infantes y adolescentes
sobreponerse rapidamente (35,49).

En el posconflicto también se ha observado que, conforme pasa el tiempo,
la poblacion tiende a experimentar estrés por los prejuicios sociales derivados
del conflicto armado (76). En algunos estudios esto se correlacioné con
adversidades adicionales producto de un ambiente inadecuado y propiciador
de otros eventos traumaticos con la consecuente disminucién de la capacidad
para mitigarlos (65,76). Davis, et al., mencionan que los nifios inmersos en un
ambiente protector, especialmente quienes logran reestablecer lazos afectivos
con alguin miembro de su familia, tienen mejores resultados en el tratamiento
de las consecuencias mentales y sociales (69).

Consecuencias psicosociales

Entre las consecuencias psicosociales, las dificultades en la construccién
de la identidad y subjetividad fueron las mas relevantes en los estudios
revisados, por su papel en el proceso de identificacién como miembro de una
sociedad y el cumplimiento de una serie de normas sociales (39,49,56).

En diversos estudios se evidencié una mayor vulnerabilidad en nifios
y adolescentes con exposicion a la explotacion sexual y el consumo de
sustancias psicoactivas (11,38,49,78,80). Esta vulnerabilidad se asocié con
la tendencia a asumir roles adultos prematuros de tipo laboral, administracion
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del dinero y adopcioén de decisiones (26,32,56,75,81). Dichas actividades
se asociaron con particularidades del desarrollo de la moralidad en nifios
de 6 a 11 afos, especificamente con la posibilidad de tomar decisiones que
justifiquen o no el conflicto armado (9,21,74). Ademas, se plantea que una
moralidad favorable a los conflictos armados entrafia el peligro real de que
estas personas conformen o se unan a pandillas o grupos delincuenciales,
con el fin de justificar comportamientos violentos (49,77).

Otros resultados psicosociales relevantes son los asociados con la
educacion y los procesos cognitivos. En el aspecto educativo, se encontraron
problematicas en el rendimiento escolar y dificultades de aprendizaje
(47,51,60,61,80). Entre las consecuencias graves de tipo cognitivo, se resaltan
las relacionadas con la malnutricién (38,44,47,49,61,82), y el compromiso
de las funciones cognitivas basicas (memoria, atencion y concentracion,
sensacion y percepcion) y las superiores (pensamiento, conciencia y
razonamiento) (42,60,61,80,82).

Por ultimo, se encontrd que el entorno social y familiar tuvo un efecto
mediador en el proceso de afrontamiento de las experiencias traumaticas
en los infantes, en su capacidad de sobreponerse a ellas y en algunos
resultados psicosociales (31-33,57,60,68,83). También, se sefalaron
adversidades como la pobreza, la separacion familiar y las actitudes de
racismo, las cuales favorecieron la permanencia de la sintomatologia
(33,40,52). Por otro lado, los problemas relativos al apoyo y la estructura
social parecen influir en el aumento de los intentos de suicidio, los
comportamientos perturbadores y los episodios disociativos en adolescentes
(31,40). Anagnostopoulos, et al., sefalaron que el desarrollo personal y social
se veia afectado por la exposicion a los conflictos armados y a inseguridades
internas que obstaculizan la conexién social (40). Por ultimo, Neal, et al.,
registraron un aumento de los matrimonios precoces producto del conflicto
armado, asi como de practicas culturales en respuesta al colapso de la
cohesién comunitaria (62).

Discusion

Esta revision proporciona una sintesis de la evidencia en torno a las
consecuencias de los conflictos armados en la salud mental de la poblacién
infantil y adolescente a lo largo de sus distintos momentos, asi como de
procesos y contextos mediadores de los efectos negativos y mecanismos
de resiliencia que revisten importancia en el campo de las intervenciones
individuales y colectivas en este tipo de poblacion.

Los estudios incluidos en esta revision coinciden en que las
consecuencias en la salud mental se derivan de la interaccion de un
conjunto de variables y afectaciones que pueden enmarcarse en un
sindrome o trastorno especifico segun las alteraciones afectivas, cognitivas o
conductuales predominantes en un momento dado.

Cabe resaltar que predominé la descripcién de consecuencias negativas
del espectro de la depresion, la ansiedad y los trastornos postraumaticos
a lo largo de los distintos momentos del periodo previo al conflicto, el
conflicto como tal y el posconflicto, independientemente de que los estudios
consultados se llevaron a cabo en contextos y temporalidades tan disimiles
como los conflictos armados vividos en Oriente Medio durante la década de
1990 (69), el conflicto palestino-israeli (16), los conflictos de Somalia, Sudan,
Etiopia, Kosovo, Bosnia y Albania (55), el conflicto de Kuwait (74), la Segunda
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Guerra Mundial (84), o el de Sierra Leona (85), entre otros, pues a pesar de
las particularidades de cada conflicto y la exposicién especifica de los nifios
o adolescentes a ciertos actos de guerra, son determinantes de la mayor o
menor incidencia de cierto tipo de sintomatologias.

Hoy se sabe que la intensidad, la brusquedad y la duracién de los
conflictos armados estén asociadas con la aparicién de la psicopatologia
(14,25,46). Estos hallazgos son consistentes con revisiones previas que
han senalado la relacién entre una exposicion mayor a eventos traumaticos
durante las etapas tempranas del ciclo vital y la presencia de sintomas mas
graves, especialmente de tipo afectivo (86,87).

La superposicion de espectros sintomaticos de condiciones de salud
mental evidenciada en esta revision, concuerda con la amplitud y la
diversidad de los problemas de salud mental en infantes y adolescentes
dadas las particularidades evolutivas de esta poblacion, las cuales pueden
abordarse a partir de su manifestacion externa (oposicionismo, agresividad,
hiperactividad, consumo de sustancias psicoactivas, comportamiento
delictivo) o interna (ausencia de motivacion, tristeza, ideacion suicida,
desesperanza, temores) (87).

En cuanto al momento temporal del conflicto, las primeras afectaciones
se relacionan principalmente con la salud fisica, tanto por las limitaciones
funcionales que resultan de la incapacidad de cuidarse por si mismos (87),
como por la somatizacion de la ansiedad asociada con la percepcion de
amenaza y la exposicidén a escenarios de violencia (88), en tanto que las
consecuencias a largo plazo, una vez finalizado el conflicto, se relacionan
mas con depresion, dificultades de regulacion emocional y problemas
de conducta (23,87). Los sintomas agudos del espectro postraumatico
y de ansiedad descritos en los estudios revisados, se relacionaron con
alteraciones en la reactividad al estrés mediadas por reacciones hormonales
del eje hipotalamico-hipofisario-suprarrenal, evaluadas mediante la medicion
del cortisol basal y otras hormonas (89). Estas alteraciones, documentadas
en una cohorte de infantes expuestos a experiencias de guerra y en adultos
separados de sus padres en la infancia durante la Segunda Guerra Mundial,
podrian explicar la asociacidn entre el desarrollo de problemas afectivos y
las experiencias de separacion forzada de los padres que se reporta en los
estudios incluidos en la presente revisién (90,91).

Ante la heterogeneidad de problemas de salud mental y biopsicosocial
encontrada, vale la pena profundizar en otros factores potencialmente causales,
como el grado de participacion y el tipo de victimizacion en el conflicto armado,
asi como la pérdida de la estabilidad de la red comunitaria (46). En este
sentido, en la presente revision se evidencian las complejidades de infantes y
adolescentes refugiados, un grupo con mayor riesgo de afectacién debido a
los extremos de estrés a los cuales se enfrentan en todos los momentos de
un conflicto armado (41,75), asi como la necesidad de abandonar el pais de
origen, desplazarse a otro y tener que adaptarse en él (30,34,75).

En cuanto a los nifios y adolescentes combatientes, se destacan las
condiciones de explotacién y adoctrinamiento basadas en dimensiones
economicas, sociales y politicas (23,49,58,74). Las situaciones de violencia
sexual y otras consecuencias negativas en salud sexual y reproductiva, se
documentan en los estudios sobre conflictos armados en algunas regiones
geograficas, los cuales sefialan cémo las afectaciones en la salud mental de
los cuidadores aumentan el riesgo de este tipo de victimizacion que, como es
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sabido, también incrementa el riesgo de desarrollar psicopatologias a corto y
largo plazo (89), sin contar con las consecuencias de estas experiencias en el
desarrollo psicosocial, moral y en la construccién de identidad (27,29,49).

En Colombia, un estudio del Instituto Colombiano de Bienestar Familiar
(ICBF) sobre el estado psicosocial de nifios y adolescentes afectados por
diferentes hechos de violencia en el marco del conflicto armado, guarda
relacion con los hallazgos de la presente revision, ya que, entre los nifos
desmovilizados o excombatientes, se encontré una afectacion significativa en
la autoestima y el bienestar subjetivo acompanada por la incapacidad de sentir
alegria y felicidad, la apariciéon de conductas agresivas y un comportamiento
transgresor de la normatividad, en tanto que en los desplazados, es decir,
quienes han sido obligados a dejar su hogar y su red de apoyo debido a los
enfrentamientos armados, se encontraron problemas sociales, preocupaciones
por la muerte y dificultad en el manejo de las emociones (88).

Una limitacion de este estudio fue la amplitud y la cantidad de la
informacidn revisada. Sin embargo, constituye un aporte relevante y
actualizado que ilustra la necesidad de sintetizar los resultados obtenidos en
diferentes estudios a lo largo del tiempo. Otra limitacion es que la mayoria
de las revisiones incluidas eran de tipo narrativo, lo que resta validez a los
hallazgos. Los estudios primarios de las revisiones sistematicas fueron, en
un porcentaje importante, series de casos o estudios de corte transversal,
disefios que no permiten establecer una relacién de causalidad entre
las experiencias de trauma directo debidas a los conflictos armados, y el
desarrollo de las alteraciones psicoldgicas y los trastornos psiquiatricos
detectados, ya que no se puede establecer la presencia de factores de
riesgo previos a la exposicidn al conflicto armado, como malnutricién y
otras complicaciones perinatales que inciden en el desarrollo cerebral. En
muchos paises, una proporcion importante de los nifios y adolescentes que
se vinculan a los grupos armados en un conflicto han vivido previamente en
condiciones de precariedad relacionadas con complicaciones en la salud
perinatal, o han experimentado situaciones traumaticas en sus hogares (89).
En el estudio del ICBF realizado en Colombia, se reportaron factores previos
al hecho de que los victimiza, como violencia intrafamiliar, maltrato infantil,
abuso sexual, desigualdad, inequidad, discriminacidn y exclusion social (88).

Es importante sefialar la variedad de escalas y criterios diagndsticos
empleados en la literatura revisada (25,45,46,50). Si bien el objetivo
del presente estudio no consistia en evaluar los instrumentos y criterios
diagnésticos, Jensen, et al., mencionan la necesidad de contemplar la
naturaleza de los factores estresantes, danos reales y particularidades de
los contextos culturales y geopoliticos para poder llegar a un diagndstico
valido (50). Asimismo, Elbedour, et al., describen la cultura como el
macrosistema influyente en las respuestas individuales (25). Todos estos
criterios y evaluaciones son muy diferentes unos de otros, lo cual aumenta la
heterogeneidad de los resultados y dificulta su reproducibilidad (15,92).

Pese a lo anterior, se evidencia un avance en los estudios en cuanto a la
evaluacion de problemas de salud mental diferentes al trastorno de estrés
postraumatico (15), lo que se articula con el enfoque de otras revisiones de
la literatura sobre infantes y adolescentes victimas de conflictos armados
(23,87,93). Sin embargo, llama la atencion la escasez de estudios enfocados
en otros trastornos mentales, como los del espectro psicético (15,31).
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En cuanto al curso clinico, la informacion es diversa (8,15,75). La duracién
de los sintomas es controversial, ya que depende de las oportunidades en
el medio, la cultura y otros factores contextuales (74). En conclusion, existe
una limitacion para la generalizacion de los resultados debida a los aspectos
geopoliticos de las poblaciones estudiadas. Por ejemplo, en el caso de la
poblacion de refugiados, los estudios se referian en su mayoria al conflicto
armado en Oriente Medio (34,56,73).

Los resultados de los estudios en poblacion infantil se relacionan
estrechamente con las investigaciones sobre los efectos en la salud mental de
los adultos, tanto de quienes fueron victimas de conflictos en su vida adulta,
como de quienes lo fueron durante su nifiez y adolescencia, y cuyo malestar
se mantiene. En este sentido, algunas revisiones del tema evidencian que
los adultos expuestos a contextos de guerra durante etapas tempranas de su
vida son mas propensos a resolver disputas familiares con violencia, y son
mas proclives al abuso y la negligencia infantil (94). Asimismo, se observé
una correlacion entre el estado de salud mental de los adultos y el de nifios y
adolescentes, es decir, el entorno familiar y la respuesta de los padres a las
situaciones traumaticas influyen de manera significativa en las estrategias de
afrontamiento de sus hijos y, en general, en su bienestar (16).

Por otro lado, entre los resultados mas relevantes se encuentran las
consecuencias relacionadas con el desarrollo psicosocial, que se manifiestan
en diferentes areas, como roles forzados (56,75,81), bajo desempefio
educativo (51,61,80), problemas cognitivos a largo plazo (47,49,61,82)

e influencias de los contextos de pobreza y discriminacion, entre otros
(33,40,52). Las consecuencias psicosociales se han descrito en diversos
estudios, sin embargo, no se ha examinado el cambio en el tiempo y la
posible relacién con afectaciones en otras areas del desarrollo.

Una de las fortalezas de esta investigacién fue la revisién extensa y
detallada de los estudios en diferentes bases de datos para recoger la mayor
cantidad de informacién posible, asi como la eventual aplicacion de esta
sintesis en el campo de la prevencién y la mitigacion de las afectaciones.

Del abanico de consecuencias potenciales de los conflictos armados en la
salud mental de infantes y adolescentes, se desprende la necesidad de una
aproximacion integral, con enfoques complementarios de intervencion, que
confluyan en el recurso a diferentes profesiones de la salud y las ciencias
sociales. Uno de los enfoques que enriquece la comprension de los conflictos
armados y sus consecuencias en la salud mental en este tipo de poblacion,
son las intervenciones socioculturales y comunitarias (33,40,52). En este
sentido, otras investigaciones han hecho énfasis en la necesidad de que los
programas de prevencion y el acceso a profesionales de salud mental se
gestionen segun los grados y tipos de exposicion al conflicto armado (93), y
que la atencion psicosocial esté focalizada en las necesidades especificas de
la poblacion teniendo en cuenta variables como etnia, edad y origen (88).

Debe resaltarse también que la salud mental de los cuidadores es un
factor de suma importancia, debido a su relacién con el posible desarrollo de
problemas en infantes y adolescentes (94), lo que resalta el efecto sistémico
de los conflictos armados en la salud mental y el desarrollo biopsicosocial, es
decir, con los efectos individuales y la ruptura de las redes de apoyo social,
lo que se agrava con la falta de acceso a los servicios de salud esenciales.
De ello se desprende la necesidad de implementar intervenciones con un
enfoque sistémico que transcienda la dimensién clinica y psicopatolégica, y den
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respuesta a los problemas de salud individual y a la diversidad de problemas
sociales, educativos y econdmicos causados por los conflictos armados (95,96).

En futuros estudios se recomienda usar el disefio longitudinal y hacer
evaluaciones confiables con metodologia cualitativa y cuantitativa que
permitan superar las limitaciones en la recoleccion de la informacion y
conocer las magnitudes del efecto en el tiempo (8), asi como examinar la
relacién entre determinado tipo de experiencias de violencia y el riesgo de
desarrollar afectaciones especificas en la salud mental. Dada la complejidad
del tema, es necesario un mayor rigor metodolégico en los estudios para
obtener resultados validos, no solo en términos de psicopatologia, sino
también, en los factores protectores y de resiliencia (15,92).
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Archivos suplementarios

Anexo 1. Estrategia de bisqueda

Reporte de busqueda electronica No. 1

Base de datos

Plataforma

Fecha de busqueda

Rango de fecha de busqueda
Restricciones de lenguaje

Otros limites

Estrategia de busqueda (resultados)

Referencias identificadas

MEDLINE(R) and Epub Ahead of Print, In-Process & Other Non-Indexed Citations,
Daily and Versions(R)

Ovid

01-07-2019

Sin restriccién

Sin restriccion

Revisiones, maxima sensibilidad

1. exp Child/ (1834590)

2. child*.ab,ti.(1167918)

3. preschool.abti. (19899)

4. adolescent.ab,ti. (91883)

5.1 OR 2 OR 3 OR 4 (2194211)

6. exp Armed Conflicts/ (9711)

7. war.ab,ti. (30580)

8. (War and (conflict or crimen)).ab,ti. (1486)

9.6 OR 7 OR 8 (36638)

10. 5 AND 9 (4302)

11. limit 10 to “reviews (best balance of sensitivity and specificity)” (412)
412

Reporte de busqueda electrénica No. 2

Base de datos

Plataforma

Fecha de busqueda

Rango de fecha de busqueda
Restricciones de lenguaje

Otros limites

Estrategia de busqueda (resultados)

Referencias identificadas

Embase

Elsevier

09-06-2019

Sin restriccién

Sin restriccién

Revision

1. 'child'/exp (2729007)

2. child*:ab,ti (1701964)

3. 'adolescent/exp (1576994)

4. 'adolescence'/exp (89544)

5. teenager:ab,ti (3793)

6.1 OR2 OR 3 OR 4 OR 5 (3956107)
7. 'war'/exp (31055)

8. 'armed conflict*:ab,ti (1159)

9. 'crimean war':ab,ti (112)

10.4 OR 5 OR 6 (31609)

11. 6 AND 10 (3982)

12. 8 AND 'Review'/it (360)

13.9 AND 'Review'/it AND [embase]/lim NOT ([embase]/lim AND [medline)/lim) (85)
85

Reporte de busqueda electronica No. 3

Tipo de busqueda

Base de datos

Plataforma

Fecha de busqueda

Rango de fecha de busqueda
Restricciones de lenguaje

Otros limites

Estrategia de busqueda (resultados)

Referencias identificadas

Nueva

Cochrane Database of Systematic Reviews

Ovid

01-07-2019

Sin restriccion

Sin restriccion

Revision

1. child.mp. [mp-=title, short title, abstract, full text, keywords, caption text] (3180)

2. child*.mp. [mp=title, short title, abstract, full text, keywords, caption text] (5195)

3. preschool.mp. [mp=title, short title, abstract, full text, keywords, caption text] (576)
4. adolescent.mp. [mp=title, short title, abstract, full text, keywords, caption text] (954)
5.1 OR2 OR 3 OR 4 (5269)

6. armed conflicts.mp. [mp=title, short title, abstract, full text, keywords, caption text] (5)
7. war.mp. [mp=title, short title, abstract, full text, keywords, caption text] (85)

8. (War and (conflict or crimen)).mp. [mp=title, short title, abstract, full text, keywords,
caption text] (22)

9.6 OR 7 OR 8 (86)

10. 5 AND 9 (60)

60
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Reporte de busqueda electrénica No. 5

Tipo de busqueda Nueva

Base de datos LILACS

Plataforma Biblioteca Virtual de la Salud
Fecha de busqueda 01-07-2019

Rango de fecha de busqueda
Restricciones de lenguaje
Otros limites

Estrategia de busqueda (resultados)

Referencias identificadas

Sin restriccion

Sin restriccion

LILACS

Revision

1. tw:(((child OR child* OR preschool OR adolescent) AND (armed conflict OR war
OR (war (conflict OR crimen))) AND (review)) AND (instance:"regional") AND (
db:("LILACS"))) (12)

12

Anexo 2. Estudios excluidos y razones

N° Autores

Titulo Razon de exclusion

1 Hafner, H., Veiel, H. O., Welz,

The epidemiology of suicide and

No enfocado en la poblacion

R. (1988) attempted suicide
2 Ursano, R. J., Holloway, H. C.,  Psychiatric care in the military No enfocado en el objetivo
Jones, D. R., Rodriguez, A. R., community: family and military
Belenky, G. L. (1989) stressors
3 Bar-On, D. (1990). Children of perpetrators of the No es una revision.
Holocaust: working through one's own
moral self
4 Garbarino, J., Kostelny, K., What children can tell us about living  No enfocado en el objetivo
Dubrow, N. (1991) in danger
5  Girillo, T. (1991) Violence among women and children  No enfocado en la poblacién
6 Hobfoll, S. E., Spielberger, War-related stress. Addressing the No enfocado en la poblacién
C. D., Breznitz, S., Figley, C., stress of war and other traumatic
Folkman, S., Lepper-Green, B., events
... van der Kolk, B. (1991)
7 Krell, R. (1993) Child survivors of the Holocaust-- No es una revision.
strategies of adaptation
8  Putnam, F.W., Trickett, P. K. Child sexual abuse: a model of chronic No enfocado en el objetivo
(1993) trauma
Schwarz, E. D., Perry, B. D. The post-traumatic response in I
° (1994) children and adolescents No enfocado en el objetivo
10 Aboutanos, M. B., Baker, S. P.  Wartime civilian injuries: epidemiology No enfocado en el objetivo
(1997) and intervention strategies
11 Shearar, A. (1997) Dying to go to school No es una revision.
12 Hodgins, S. (1998) Epidemiological investigations of the ~ No enfocado en la poblacion
associations between major mental
disorders and crime: methodological
limitations and validity of the
conclusions
13 Joshi, P. T. (1998) Guidelines for international trauma No es una revision.
work
14 Sack, W. H. (1998) Multiple forms of stress in refugee and No es una revision.
immigrant children
15 van der Hart, O., Brown, P, Trauma-induced dissociative amnesia No enfocado en la poblacion
Graafland, M. (1999) in World War | combat soldiers.
16 Kaminer, D., Seedat, S., Violent trauma among child and Articulo no encontrado y no
Lockhat, R., Stein, D. J. (2000) adolescent girls: current knowledge hay respuesta de autores.
and implications for clinicians.
17 Nakatani, Y. (2000). [Dissociative disorders: from Janetto ~ No enfocado en el objetivo ni la
DSM-IV]. poblacién
18 Ng, V., Norwood, A. (2000) Psychological trauma, physical health No enfocado en el objetivo
and somatization.
19 Solomon, Z. (2000) The psychological consequences of No es una revision.
war: The Israeli experience
20 Buskila, D. (2001) Fibromyalgia, chronic fatigue No enfocado en el objetivo

syndrome, and myofascial pain
syndrome.
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21 O'Shea, B. (2001) Post-traumatic stress disorder: A review No enfocado en la poblacion
for the general psychiatrist
22 Porter, M., Haslam, N. (2001)  Forced displacement in Yugoslavia: No enfocado en la poblacién

a meta-analysis of psychological
consequences and their moderators.
23 Dickson-Gémez, J. (2002) The sound of barking dogs: violence ~ No es una revision.
and terror among Salvadoran families
in the postwar.

24 Veenema, T. G., Schroeder- The aftermath of violence: children, No es una revision.
Bruce, K. (2002) disaster, and posttraumatic stress
disorder.

25 Albertyn, R., Bickler, S. W., Van The effects of war on children in Africa. No enfocado en el o.bjetivo
As, A. B., Millar, A. J. W., Rode,

H. (2003)
26 Caffo, E., Belaise, C. (2003) Psychological aspects of traumatic No enfocado en el objetivo
injury in children and adolescents.
27 Laor, N., Wolmer, L., Spirman, Facing war, terrorism, and disaster: No es una revision
S., Wiener, Z. E. (2003) toward a child-oriented comprehensive
emergency care system.
28 Miller, L. (2003) Family therapy of terroristic trauma: No enfocado en la poblacion
Psychological syndromes and
treatment strategies
29 Pearn, J. (2003) Children and war No enfocado en el objetivo
30 Ermann, M (2004) Children of World War Il - 60 Year after No enfocado en el objetivo
31 Myers-Walls, J. A. (2004) Children as victims of war and terrorism No enfocado en el objetivo
32 Nagao, K. (2004) War and trauma in children: (Il) trauma No es una revision.
and its characteristics
33 Nagao, K. (2004) War and trauma in children: () war and No es una revision.
its victims
34 Caffo, E., Forresi, B., Lievers, L. Impact, psychological sequelae and No enfocado en el objetivo
S. (2005) management of trauma affecting

children and adolescents
35 Fazel, M., Wheeler, J., Danesh, Prevalence of serious mental disorder No enfocado en el objetivo

J. (2005) in 7000 refugees resettled in western  (revisién de encuestas)
countries: A systematic review
36 Vickers, B. (2005) Cognitive model of the maintenance No es una revision.

and treatment of post-traumatic stress
disorder applied to children and
adolescents
37 Bader, K., Schéafer, V. (2007) Sleep disturbances following traumatic No enfocado en el objetivo
experiences in childhood and
adolescence: A review

38 Kanji, Z., Drummond, J., Resilience in Afghan children and their Articulo no encontrado y no
Cameron, B. (2007) families: a review hay respuesta de autores.
39 Kaniji, Z., Drummond, J., Clinical characteristics and efficacious No es una revision.
Cameron, B. (2007) treatment of post-traumatic stress
disorder in children and adolescents
40 Luscher, K., Heuft, G. (2007) Ambivalence - strain - trauma No enfocado en la poblacion
41 Bonanno, G.A., Mancini, A.D. The human capacity to thrive in the No enfocado en el objetivo
(2008) face of potential trauma
42 Castellanos-Obregén, J. M., A review of academic production on No enfocado en el objetivo
Torres Silva, W. F. (2008) political violence in Colombia to trace
the place of youths
43 Cummings, E. M., Goeke- Children and political violence from No enfocado en el objetivo

Morey, M. C., Schermerhorn,  a social ecological perspective:
A.C., Merrilees, C. E., Cairns, implications from research on children

E. (2009) and families in Northern Ireland
44 Ermann, M., Pflichthofer, D., Children of Nazi Germany 60 years on No enfocado en el objetivo
Kamm, H. (2009, December)
45 Quiroga, J. (2009) Torture in children No enfocado en el objetivo
46 Tufnell, G., Dedong, M. (2009) Stress and post-traumatic stress No enfocado en el objetivo

disorder
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47 Benjet, C. (2010) Childhood adversities of populations ~ No enfocado en el objetivo
living in low-income countries:
prevalence, characteristics, and mental
health consequences

48 Robjant, K., Fazel, M. (2010) The emerging evidence for Narrative ~ No enfocado en el objetivo
Exposure Therapy: a review

49 Mundt, A., Wiinsche, P.,, Heinz, Trauma therapy in crisis and disaster ~ No es una revision.

A., Pross, C. (2011) areas--a critical review of standardized

interventions such as narrative
exposure therapy

50 M Rothe, E., J Pumariega, A., Identity and acculturation in immigrant No enfocado en el objetivo

Sabagh, D. (2011) and second generation adolescents

51 De Burgh HT, White CJ, Fear = The impact of deployment to Iraq or No enfocado en el objetivo
NT, Iversen AC. The impact Afghanistan on military children: a
of deployment to Iraq or review of the literature

Afghanistan on partners and
wives of military personnel.

(2011).
52 Carlson, B. E., Cacciatore, J., A risk and resilience perspective on No es una revision.
Klimek, B. (2012) unaccompanied refugee minors
53 Ermann, M. (2012) Germans reporting about their No es una revision.
childhood in the WWII and the Nazi era
54 Coren, E., Hossain, R., Pardo, Interventions for promoting No enfocado en el objetivo
J. P, Veras, M. M., Chakraborty, reintegration and reducing harmful
K., Harris, H., Martin, A. J. behaviour and lifestyles in street-
(2013) connected children and young people
55 Danieli, Y. (2013) Sharing knowledge and shared care No enfocado en el objetivo
56 Gillies, D., Taylor, F.,, Gray, C.,  Psychological therapies for the No enfocado en el objetivo

O'Brien, L., D'Abrew, N. (2013) treatment of post-traumatic stress
disorder in children and adolescents
57 Harendra de Silva, D. G. (2013) The use of child soldiers in war with No enfocado en el objetivo
special reference to Sri Lanka
58 Lieberman, A. F, Van Horn, P.  Infants and young children in military ~ No enfocado en el objetivo

(2013) families: a conceptual model for
intervention
59 Musisi, S., Akena, D., Nakimuli- Neuropsychiatric perspectives on No enfocado en el objetivo
Mpungu, E., Abbo, C., Okello, nodding syndrome in northern Uganda:
J. (2013) a case series study and a review of the
literature
60 Orlowski, H. V., Klauer, T., The psychology of being unaccounted Articulo no encontrado y no
Freyberger, H. J., Seidler, G. H., for, based on the example of children  hay respuesta de autores.
Kuwert, P. (2013) of missing German soldiers from World
War Il
61 Smith, R.C., Chun, R. S, Operation BRAVE families: A No enfocado en el objetivo
Michael, R. L., Schneider, B. J. preventive approach to lessening
(2013) the impact of war on military families
through preclinical engagement
62 Wadsworth, S. M. (2013) Understanding and supporting the No enfocado en el objetivo

resilience of a new generation of
combat-exposed military families and
their children
63 Erdheim, M. (2014) Adolescence and migration No es una revision.
64 Gewirtz, A. H., Zamir, O. (2014) The impact of parental deployment No enfocado en el objetivo
to war on children: the crucial role of

parenting
65 Lambert, J. E., Holzer, J., Association between parents' PTSD No enfocado en el objetivo
Hasbun, A. (2014) severity and children's psychological
distress: a meta-analysis
66 Kilin, A., Wetherby, A. M., Toward innovative, cost-effective, No enfocado en el objetivo

Woods, J., Saulnier, C., Stapel- and systemic solutions to improve
Wax, J., Klaiman, C., Bearss, = outcomes and well-being of military

K. (2015) families affected by autism spectrum
disorder
67 Pietraszewski, D., Shaw, A. Not by strength alone: children's No enfocado en el objetivo
(2015) conflict expectations follow the logic of

the asymmetric war of attrition
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Original article

A novel activity on thymocytes cells exerted by the

rattlesnake (Crotalus durissus cumanensis) venom

Maria M. Pulido-Méndez', Elvia Azuaje', Alexis Rodriguez-Acosta?

' Laboratorio de Inmunologia, Instituto de Medicina Experimental, Universidad Central de
Venezuela, Caracas, Republica Bolivariana de Venezuela

2Laboratorio de Inmunoquimica y Ultraestructura, Instituto Anatémico, Universidad Central de
Venezuela, Caracas, Republica Bolivariana de Venezuela

Introduction: The thymus is active mainly during the neonatal and pre-adolescent periods.
Obijective: To test naive thymocytes proliferation and monocytes stimulation.

Materials and methods: We collected fresh thymus tissue from neonate mice after surgery.
Suspension cells were coated onto Ficoll-Hypaque support. The obtained cells (thymocytes)
were cultured measuring the proliferation of naive T cells stimulated by Crotalus durissus
cumanensis (Cdc) venom at sub-lethal doses (20 ng). Then, we supplemented the wells
with AlamarBlue™ and incubated them for 5 h to test their proliferation. Mononuclear cells
from mice peripheral blood were collected and layered onto the support of the Ficoll-
Hypaque solution. We added the thymocytes actively dividing (25 x 10° cells) from cultures
stimulated with Cdc venom at 20 ng/well to cultured monocytes freshly obtained from the
Ficoll-Hypaque separation. Both cell populations were incubated for 36 h until monocytes
matured to macrophages.

Results: The naive thymocytes rapidly proliferated after stimulation with the Cdc venom
(NTCdc) and these successively induced the maturation and function of monocytes
progenitor cells to mature macrophages, which ingested Chinese ink.

Conclusions: The naive thymocytes proliferated by stimulation with the Cdc venom

and subsequently the NT/Cdc induced the rapid maturation and function of monocytes
progenitor cells becoming mature macrophages with their phenotypic characteristics.

Keywords: Crotalus; crotalid venoms; thymocytes; monocytes; macrophages; venom.

Nueva actividad de los timocitos estimulada por el veneno de la serpiente de
cascabel (Crotalus durissus cumanensis)

Introduccion. El timo es activo principalmente durante los periodos neonatal y
preadolescente.

Obijetivo. Probar la proliferacion de los timocitos tempranos y la estimulacién de monocitos
que producen.

Materiales y métodos. Se recogié tejido de timo fresco después de la cirugia de ratones
recién nacidos. La suspensién de células se colocé sobre un soporte de Ficoll-Hypaque. Las
células obtenidas (timocitos) se cultivaron y se midié la proliferaciéon de células T virgenes
estimuladas por el veneno de Crotalus durissus cumanensis (Cdc) en dosis subletales (20
ng). A continuacion, se agregé AlamarBlue™ a los pocillos y se incubaron durante 5 horas
para evaluar la proliferacion. Se recogieron células mononucleares de sangre periférica de
ratones y se colocaron sobre un soporte de solucién de Ficoll-Hypaque. Los timocitos que
se dividieron activamente (25 x 10° células) a partir de los cultivos estimulados con veneno
de Cdc (20 ng/pocillo) y se agregaron a los cultivos de monocitos recién obtenidos de la
separacion en la solucion de Ficoll-Hypaque. Ambas poblaciones celulares se incubaron
durante 36 horas hasta que los monocitos maduraron a macréfagos.

Resultados Los timocitos tempranos experimentaron una rapida proliferaciéon estimulada
por el veneno de Cdc (NTCdc) y, posteriormente, indujeron la maduracion y la funcién de
las células progenitoras de monocitos, los cuales maduraron a macréfagos, que se tifieron
con tinta china.

Conclusiones. Los timocitos tempranos proliferaron con la estimulacién del veneno de
Cdc y, posteriormente, el NT/Cdc indujo la maduracion rapida y la funcién de las células
progenitoras de monocitos, transformandose en macréfagos con sus caracteristicas
fenotipicas.

Palabras clave: Crotalus; venenos de crotélidos; timocitos; monocitos; macréfagos.
The thymus gland is located in the mediastinum, at the back of the sternum
bone. It is structured by two lobes, which are divided into a central medulla and

a peripheral cortex. The thymus is active mainly during the neonatal and pre-
adolescent periods (1). During adolescence, the organ practically ceases to
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exist until it weighs around 5 g and is substituted by fat tissue. Subsequently,
naive T cells output is reduced harshly declining the immune response to
freshly met antigens, which renders thymus involution a major cause of age-
related deterioration in the immune system activity. The thymus is a crucial
organ for the maintenance of the immune system. It controls and regularizes
the total immune system and its organization in mammals. Together with bone
marrow, the thymus is the primary donor of cells for the lymphatic system

(2). In its interior, progenitor cells are formed maturing and differentiating into
mature T cells (3). A naive T cell is a pre-T cell that has been differentiated into
bone marrow and effectively suffered the positive and negative routes of central
selection in the thymus, among which we find the naive forms of cytotoxic T
cells (CD8+) and helper T cells (CD4+) (4).

The possibility of enhancing the thymus function may prove important in
a wide variety of immunological diseases and, therefore, the development
of new approaches to regenerate the matured thymus is very valuable (1,5).
In the past, several authors (6) demonstrated that thymus epithelial cells
released humoral factors granting T cell precursors (thymus-dependent
lymphocytes) the ability to differentiate and maturate into rather mature T cells.
They showed that acetylcholine (Ach) boosted the proliferation of thymus
epithelial cells, but this finding was totally surpassed by the pre-treatment of
alpha-bungarotoxin (alpha-BTx), one of the components of the Taiwanese
krait snake (Bungarus multicinctus) venom (7).

In this context, we wanted to explore the autochthonous Crotalus durissus
cumanensis (Cdc) snake venom to see if it stimulated a-bungarotoxin-like
activities. We proposed that dividing Cdc-venom-stimulated naive thymocytes
(NTCdc) would regulate the maturation and function of monocytes progenitor
cells increasing their differentiation and then rapidly developing into mature
macrophages. Our aim, then, was to test the Cdc venom capability to
stimulate the division of naive thymus cells, which, in their turn, would be able
to induce T-lymphocytes and monocytes maturation.

Materials and methods
Reagents

Ficoll 400 was purchased from Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Sweden, and Hypaque (50% w/v) from Winthrop-Breon Laboratories, MO,
USA; minimum essential media (MEM) and fetal calf serum, from GIBCO
(Thermo-Fisher Scientific, USA), and alamarBlue™ (resazurin:7-hydroxy-3H-
phenoxazine-3-one-10-oxide sodium salt), from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

Mice

We obtained the congenic C57BL/6¢-strain female mice (6 weeks) from
the laboratory animal center at Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC). The animals were sacrificed by intraperitoneal injection
of Pentothal™ following norms and international procedures for the use of
laboratory animals (8).

Venom

The Cdc venom was obtained from snake specimens kept at the
immunochemistry and ultrastructural laboratory at Instituto Anatdmico,
Universidad Central de Venezuela, Caracas, originated at Santa Teresa del Tuy,
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Miranda State, Republica Bolivariana de Venezuela. Cdc expected dilutions in
0.5 mg/ml concentrations were preserved in aliquots at - 30° C until use.

Thymus tissue isolation

Fresh thymus tissue was collected from neonate mice after surgery and
the cells were isolated immediately. After eliminating the blood vessels and
the capsule, the thymus was washed thoroughly with MEM but no fetal calf
serum (FCS). The organ was then cut into 1 mm? fragments and then broken
up in cold in Petri dishes on slush ice to free the cells; all cell suspensions
were moved to a sterile 50-ml centrifuge tube by passing it through a wire
mesh filter to remove the remains of tissue and undisintegrated cells. Next,
we added 5 ml of MEM (without FCS) to recover the top number of cells and
relocate them in the 50-ml tube. The volume was taken to 30 ml with MEM
solution to continue the washing by centrifugation (1,800g for 10 min) at 10°C
and get the cell pellet with the thymocytes.

Thymocytes isolation

The suspension of cells previously isolated was diluted with an equal
volume of 0.9% (w/v) NaCl, then coated onto Ficoll-Hypaque support (1.077
g/ml) and centrifuged at room temperature for 30 min at 400g. The cells were
collected from the interface and washed twice with 20 mM phosphate buffer
saline (PBS), pH 7.4.

We used a hemocytometer for the counting of the cells obtained while their
viability was verified by trypan blue dye exclusion (Sigma, Mo, USA). The cell
counting tubes contained 20 pl of cell suspension diluted in 30 pl of MEM
(without FCS) solution to which 50 pl of exclusion dye were added (dilution
factor = 5). After 5 to 15 min, we conducted the counting and checked cell
viability assumed to be acceptable above 95%. Subsequently, we added 200
pl (6 x 108 cells) of cell suspension in MEM with 10% FCS complemented
with antibiotics (streptomycin 100 pg/ml; penicillin 100 [U/ml) per well and
incubated at 37°C in a 5% CO, humidified incubator.

Naive-thymocytes stimulated with Cdc venom (NTCdc)

We cultured thymocytes (1 x 108 cells/well) and measure the proliferation
of naive T cells stimulated with Cdc venom at sub-lethal doses (20 ng). The
counts mean was estimated and plotted against culture time producing a
growth curve using the AlamarBlue™ (resazurin) proliferation assay.

AlamarBlue™ (resazurin) proliferation assay

For this assay, we poured 1 x 10* thymocytes per well into 96-microtitre
plates to determine cell proliferation with 200 pl of MEM. After adaptation, cells
were treated with Cdc venom (20 ng/well). After 36 h of exposure, the medium
was extracted and the cells were washed with 300 pl of PBS (-Mg/-Ca).

Then, 200 pl of fresh MEM having 2 mM AlamarBlue™ were supplemented

to the wells and then wrapped in aluminum foil and incubated for 5 h at 37°C,
5% CO,, and 95% humidity. We included cells without venom as controls.
Afterwards, 160 pl aliquots of each sample and controls were relocated into
white fluorescence measurement plates (Falcon™, Corning, NY, USA). The
amount of reduced AlamarBlue™ (fluorescence signals) was proportional

to the proliferative activity of the cells and expressed as a percentage. To
calculate the reduction percentage, we read cultures’ absorbance at Aex = 570
and Lem = 600 nm wavelengths where the absorption peaks of the reduced
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and oxidized forms occurred. After subtracting the values of the blanks from

the medium, we calculated the average of the triplicates, the oxide-reduction
correction factor (Ro), and the percentage of reduced AlamarBlue™ in each
experimental condition.

Monocytes isolation

We diluted mice peripheral blood collected by using sodium citrate as
anti-coagulant with an equal volume of 0.9% (w/v) NaCl layered onto a
Ficoll-Hypaque support (1.077 g/ml) and centrifuged at room temperature
for 30 min at 400g. Monocytes were purified from mononuclear cells, which
were collected from 25 ml of mice peripheral blood (up to 12 x 107 cells) by
means of sodium citrate (used as anti-coagulant) diluted with an equal volume
of 0.9% (w/v) NaC1, layered onto Ficoll-Hypaque support (1.077 g/ml). We
obtained a continuous density gradient by centrifugation where cells were
settled into two close-fitting bands, one at the top of the tube and the other
at the bottom, separated by a distance of 5 cm. Thus, the collection of the
different groups of cells without cross-contamination was easy. The top band
contained most of the monocytes while the lymphocytes and some monocytes
were present in the bottom band. The mononuclear cells were then collected
from the interface and washed twice with 20 mM PBS, pH 7.4. The cells were
resuspended in a small volume of PBS. Final cell preparations enclosed
regularly monocytes containing an insignificant number of granulocytes
namely eosinophils or basophils cells as the main contaminating cells.

The monocytes were identified by nonspecific esterase (NSE) staining (9).
Finally, cells with constant viability > 99% were coated in tissue culture plates
(Nunclon® Delta, 24 wells, Denmark) and 106 cells per well in 1 ml MEM
complemented with antibiotics (streptomycin 100 pg/mL; penicillin 100 [U/ml)
and 10% FCS and then incubated at 37°C in a 5% CO, humidified incubator.

Thymocytes stimulated with Cdc venom and monocytes experimental
culture

Thymocytes actively dividing (25x108 cells) from cultures stimulated with
Cdc venom (20 ng/well) were added to cultured monocytes freshly obtained
from Ficoll-Hypaque separation (1x10° cells/ 200 pl per well) in a plate. Both
cell populations were incubated with MEM 10% FCS at 37°C and 5% CO, for
36 h until monocytes matured to macrophages.

Monocyte/macrophage function assay for uptake of Chinese ink

Monocyte/macrophage cultures stimulated with NTCdc and medium with
Chinese ink (10 pl/ml) were included on the culture plate, which was then
incubated for another 6 h. The cells were observed under the light microscope
and then the cells cultured were tested.

Ethical statement

Experienced staff prepared all the experimental assays involving the use
of live animals, which were authorized by the Institute of Anatomy Ethical
Committee at Universidad Central de Venezuela on March 17, 2019 (minutes
17-03-19). The assays followed the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the U.S. National Institutes of Health (NIH Publication
No. 85-23, revised 1996) (8).
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Proliferative effect of Cdc venom on naive Thymocytes cells
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Figure 1. Naive thymocytes were cultured at 1 x 106 cells with and without Crotalus durissus
cumanensis venom using 0.20 and 0.40 ng doses. Crotalus durissus cumanensis venom
(0.20 ng and 0.40 ng)** caused a significant increase in the proportion of naive t-cells when
compared to the control group (0).

**p<0.01

Table 1. Crotalus durissus cumanensis
venom effect on thymus cells proliferation

C. d. cumanensis

Venom

(ng/well) % of AlamarBlue™
reduced + SD

0 233+ 1.6

0.2 80.3 2.4

0.4 496 £2.7

SD: Standard deviation

Results
The Cdc venom effects on the proliferation of thymus naive cells

Naive thymus cells exposed for 1 h to sub-lethal doses (20 ng) of Cdc
venom generated a significant cellular increase of 248.67% compared to the
control. This increase using a 40 ng dose decreased to 112.8% compared to
the control (figure 1 and table 1); nevertheless, a proliferative effect at 40 ng
dose was still observed compared to the control, which suggests that when
the dose of Cdc venom is increased, the proliferative effect in thymocytes
tends to decrease.

A substantial proportion of the monocytes cells stimulated by Cdc venom
(NTCdc) promoted the differentiation to mature macrophages. When cultured
in medium solo (normal controls) for 36 h, <18% of monocytes stayed alive,
and of those <20% differentiated into macrophages (figure 2). Survival was
significantly improved by the addition of naive thymus cells stimulated by Cdc
venom (p<0.01) (figure 1 and table 1). The activity of Cdc-venom stimulated
naive thymus cells induced monocytes to differentiate into macrophages
characterized by initial morphological and functional changes towards
stellate cells adhered to the plastic of the culture plate. Some cells fused
and transformed into multinucleated cells (giant cells) with a high capacity to
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phagocyte particles of Chinese ink (figure 2). Roughly 95% of cell cultures
were identified morphologically as monocytes by Wright-Giemsa staining.
These cells were also specially stained with markers for nonspecific esterases,
markers which were engaged in the monocytes and then differentiated into
macrophages subsequently utilized in fresh and mature monocytes for the
recognition of monocyte-macrophage cell populations. Morphologically,
monocytes began to mature into macrophages soon after they were placed

in culture with NTCdc. The analysis of monocytes sections in the plates
showed that cell suspensions exhibited some big significant central nuclei
bordered by a fine layer of cytoplasm. When the NTCdc cells were added to
the cultures, they changed rapidly in the culture (12 h) while nuclei adopted no
central location in the cell and cytoplasm augmented in dimensions. Multiple
cytoplasm extensions appeared on cell surfaces and subcellular structures
such as lysosomes, mitochondria, smooth endoplasmic reticulum, and Golgi
apparatus became conspicuous. At 36 h, the macrophages had increased
~6-fold and several phagocytic vesicles were noticed; also, many of these cells
had fused to become multinucleated (giant) cells.

Monocyte/macrophage function assay for uptake of Chinese ink

We carried out the Chinese ink uptake test on day 2 of culture. Most of the
cells were positive for Chinese ink uptake demonstrating that they preserved
their monocyte/macrophage function during the course of the in vitro culture
(9) (figure 2).

Discussion

The thymus gland is a supplier of immunocompetent cells mainly during
the neonatal period (10,11). Naive thymocytes change their character and
develop the ability to transform in T-lymphocytes. T cells migrate to the
periphery and enter the naive T cell compartment after being selected
as positive and negative in the thymus. In the circulatory system, naive T
cells uninterruptedly recirculate between secondary lymphoid organs and
plasma via the lymphatic system. When these cells come across and interact
with related antigens in the circulatory system, naive T cells multiply and
differentiate into dissimilar types of effector and memory T cells. The naive T
cell section must preserve a large number of cells with unique T cell receptors
(TCRs) in a restricted location (4). It is in this space that the Cdc venom
presumably acts in its mitotic stimulation effect.

Figure 2. Macrophage cultures. (1) Normal control cells. (2) Macrophage
with Chinese ink phagocytized (arrows); multinucleated (giant) cell with
Chinese ink phagocytized (arrows + asterik). 100X
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Previous histopathological studies of mice thymus have exhibited a patent
deficiency of lymphocytes in lymphoid organs (12) developing a defective
immune reactivity. Therefore, the thymus is in charge of the maturation and
selection of immunologically competent small lymphocytes (13). These thymus
cells are involved in the general immune responses (10). It is known that small
lymphocytes are the cells responsible for protecting the animal organism
against extraneous antigens circulating in the circulatory system (14). Contact
with the Cdc venom stimulated a strong NTCdc mitotic activity resulting in an
increased cell division in the in vitro cultures. It has been demonstrated in vivo
that the contact with some antigens causes an increase in lymphopoiesis in
the peripheral lymphoid organs (11,15) resulting in the mitosis and unexpected
reproduction of naive thymocytes, which later were able to stimulate
monocytes maturation into macrophages.

The proportion of macrophages can influence the host’s response to
tumors, infections, and immune diseases (16,17). In this sense, we describe
here the NT/Cdc-mediated maturation of mice monocytes into mature and
activated macrophages. The resulting cells were characterized phenotypically
by their morphological changes ranging from monocytes rounded cells to
stellate macrophage cells with multiple extensions and the functional capacity
to mediate augmented endocytosis and phagocytizing particles of Chinese
ink. We compared the phenotype and function of macrophages generated
by the NTCdc action and found that the populations of normal monocytes
and activated macrophages had dissimilar morphologies and generated
macrophages with greater endocytic activity.

It is known that the Chinese ink uptake assay is used to estimate the
phagocytic function of leukocytes/monocytes (18). But as it does not only
express the phagocytic function of cells, it may similarly be used to validate
the presence of “true macrophages” exhibiting monocyte/macrophage
characteristics. Our results showed that the cells were positive for Chinese ink
uptake and we observed that the stimulated macrophages kept their monocyte/
macrophage performance throughout the time of the in vitro culture (18).

We think that NTCdcs have played an important role in the general process
of monocyte differentiating into macrophages. The similarity between monocytes
stimulated by T-cell immune responses and NTCdc-stimulated macrophages
suggests that there must be various regulatory pathways mediating the
differentiation of monocytes into macrophages. Some of these pathways have
been previously identified in studies of murine monocytes cell lines (19-22).

Thymus involution is the main causal factor of the reduction of the
immune response with age since aging produces a gradual decrease in the
structural integrity of the thymus (1) finally taking to a stable deterioration of
undifferentiated T-cell production and an incomplete range of T-cell receptor
(TCR) cells. Many of these cells turn into immune memory cells producing an
augmented risk of severe immune deficiency due to the lack of naive T-cells.

Thymocyte cell transplant could represent an applicable way to overhaul
the immune system and re-establish its performing actions. However, the
central impediment is an absence of supplies for these specific cells (1).
Thymus deprivation results in serious diseases due to the absence of
a suitably operating immune system. Cells resulting from adult thymus
contributors do not have similar results, as the gland expires with age. We
propose, therefore, that the purification of the Cdc venom fraction (s) may
have the potential to stimulate the small population of naive thymocytes left in
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the adult thymus and induce their proliferation, which, in its turn, would induce
the rescue of undifferentiated T-cells the production leading to a normalization
of the TCR cells repertoire. The use of this method would be promising to aid
newborn infants lacking the thymus, as well as aged individuals.

In conclusion, we propose here that naive thymocytes rapidly proliferate
when stimulated with Cdc venom and, subsequently, the NTCdc regulates the
rapid maturation and function of monocytes progenitor cells.
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Articulo original

Niveles de micronutrientes en ninos escolares

colombianos e inseguridad alimentaria

Constanza Marin', Henry Oliveros’, Eduardo Villamor?, Mercedes Mora?
" Facultad de Medicina, Universidad de La Sabana, Chia, Colombia
2 Escuela de Salud Publica, Departamento de Epidemiologia, Universidad de Michigan, Ann

Arbor, Estados Unidos
3 Fundacién para investigacion en Salud y Nutricién, Bogota, Colombia

Introduccién. La mitad de los hogares colombianos padecen inseguridad alimentaria. Esta
se ha asociado con malnutricion, la que, segun algunos estudios, podria reflejarse en un
déficit de micronutrientes en los nifios, aunque los datos no son concluyentes.

Objetivo. Establecer la asociacion entre la inseguridad alimentaria y los niveles de
hemoglobina, hierro, vitamina A, vitamina B12, folato y cinc, en escolares de Bogota.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio de corte transversal. Se aplicé la escala del
Household Food Security Survey Module (HFSSM) validada en espafol en una muestra
de hogares de escolares de Bogotd, para establecer la prevalencia de inseguridad
alimentaria. Utilizando el indice de propensién, se explor6 la asociacién entre la
inseguridad alimentaria, el hambre grave y las concentraciones de hierro, vitamina A,
folato, vitamina B12 y cinc, estimadas en muestras de suero provenientes de los escolares.
Resultados. Se incluyeron 2.660 escolares. En el 76 % de los hogares habia inseguridad
alimentaria, de los cuales el 11,6 % se clasificaba como inseguridad alimentaria con
hambre grave. La deficiencia marginal de vitamina B12 fue del 17 % y las de vitamina A 'y
cinc, de 14 y 1,4 %, respectivamente. Aunque se encontraron niveles promedios mas bajos
de vitamina A (-0,009 pmol/L; IC95% -0,13 - 0,03 pmol/L), vitamina B12 (-19,57 pmol/L;
1C95% -72,55 - 29,94 pmol/L) y folato (-9,25 nmol/L; IC95% -29,55 - 18,66 nmol/L) en los
nifos expuestos a inseguridad alimentaria con hambre grave, al compararlos con los de los
no expuestos, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Conclusiones. La inseguridad alimentaria con hambre grave no se asocio los valores

de micronutrientes o sus deficiencias en los escolares. La escala del HFSSM mide
adecuadamente la dificultad en la adquisicion de alimentos por falta de recursos, pero no
permite establecer una asociacién con las concentraciones de micronutrientes.

Palabras clave: micronutrientes; seguridad alimentaria y nutricional; escolares; nifio; Colombia.
Food Insecurity and micronutrient status biomarkers in school-age Colombian children

Introduction: Half of the Colombian households experience some degree of food
insecurity. Food insecurity has been associated with malnutrition, which could result in
micronutrient deficiencies in children; however, the evidence is not conclusive.

Objective: To examine the associations between food insecurity and blood concentrations
of hemoglobin, ferritin, vitamin A, vitamin B12, folate, and zinc in school-age children from
Bogota, Colombia.

Materials and methods: We conducted a cross-sectional study among 2,660 children
aged 5-12 from Bogoté’s public schools. We assessed their household food insecurity
level with the Spanish version of the Household Food Security Survey Module (HFSSM), a
validated scale, and quantified blood biomarkers of iron, vitamin A, folate, vitamin B12, and
zinc status. We examined the associations between food insecurity, severe hunger, and
micronutrient status biomarkers using propensity scores.

Results: Three-quarters of households had some degree of food insecurity and 12 %

had food insecurity and severe hunger. Prevalence of marginal vitamin B12 status and
vitamin A and zinc deficiencies were, respectively, 17%, 14%, and 1.4%. Compared with
children from households without severe hunger, those exposed to it had lower adjusted
mean concentrations of vitamin A, vitamin B12, and folate, but these differences were not
statistically significant.

Conclusion: Food insecurity with severe hunger was not associated with micronutrient
status biomarkers in Colombian school-age children. The HFSSM may adequately measure
hardship in food acquisition due to lack of resources, but it does not yield an index that is
associated with micronutrient status biomarkers.

Keywords: Micronutrient; food and nutrition security; schoolchildren; child; Colombia.
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Micronutrientes e inseguridad alimentaria

Existe seguridad alimentaria “cuando todas las personas tienen en todo
momento acceso fisico, social y econdmico a suficientes alimentos inocuos
y nutritivos para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus preferencias
en cuanto a los alimentos a fin de llevar una vida activa y sana” (1), por lo
que la inseguridad alimentaria se define como la disponibilidad limitada de
alimentos nutricionalmente adecuados e inocuos en formas socialmente
aceptables o la capacidad incierta para adquirirlos (2). Esta se ve influenciada
por factores de orden social y econdmico, como el desempleo, la inequidad
social, el desplazamiento forzado, la infraestructura vial, el inadecuado uso de
las tierras para fines diferentes a la agricultura y la publicidad que favorece el
consumo de productos alimenticios de bajo perfil nutricional, especialmente
en los paises en vias de desarrollo (3-7). Algunos de los métodos para medir
la inseguridad alimentaria son la evaluacion antropométrica, las entrevistas
sobre ingestién alimentaria individual (recordatorio de 24 horas y frecuencia
de consumo de alimentos) y las escalas de percepcion de la seguridad
alimentaria en el hogar, siendo estas ultimas el método mas utilizado
(2,8,9). La primera de estas escalas, la del modulo HFSSM (Household
Food Security Survey Module) del United States Department of Agriculture
(USDA), se origino en los afios 90 en Estados Unidos; ha sido adaptada y
validada en diferentes paises, incluido Colombia, y ha demostrado caracterizar
adecuadamente la inseguridad alimentaria en las poblaciones en las que se
ha aplicado (2,10-15). Sin embargo, en algunos estudios realizados en el pais
se ha sugerido que debe tenerse cuidado al interpretar sus resultados, pues
podrian dar lugar a subestimar el fendmeno cuando se compara con medidas
objetivas que evalian el consumo de energia y los nutrientes (16-18).

Con esta herramienta, segun la Encuesta Nacional de la Situacion
Nutricional en Colombia del 2015, se estim6 que el 54,2 % de los hogares en
Colombia estaba expuesto a algun grado de inseguridad alimentaria, lo que
significa que mas de la mitad de la poblacién no tenia los suficientes recursos
econdémicos para acceder a alimentos de buena calidad nutricional (son los
mas costosos del mercado), lo que puede aumentar las probabilidades de
que se presenten problemas de malnutricion en los hogares donde hay nifos,
situacion que ya se ha reportado en varios estudios mediante mediciones
antropométricas que han evidenciado casos de desnutricion o sobrepeso tanto
en nifos como en adultos en situacion de inseguridad alimentaria (3,11,19-23).

Frecuentemente, estos estados de malnutricion, especialmente en la
poblacién infantil, se han asociado con déficit de micronutrientes, lo que
influye negativamente en su crecimiento y desarrollo, ya que muchos estan
relacionados con funciones estructurales, neuroldgicas e inmunoldgicas y como
coadyuvantes en reacciones enzimaticas del organismo. Se ha determinado
que micronutrientes como el hierro, la vitamina A, la vitamina B12 y el cinc
son criticos en la infancia. Su medicién ayuda a comprender el fenémeno
denominado “hambre oculta” (déficit de vitaminas y minerales), que es el
resultado de la ingestion inadecuada de los alimentos que los proveen (carnes,
lacteos, frutas y verduras). Esto no solo se ve en casos de desnutricion, sino
también en individuos con exceso de peso, en quienes hay un alto consumo
caldrico pero una baja ingestion de micronutrientes esenciales. Las deficiencias
de micronutrientes desencadenan problemas de salud como trastornos de
vision o de la piel y deterioro del sistema inmunitario (déficit de vitamina A), asi
como anemia ferropénica, disminucion del rendimiento académico y deficiencias
en el aprendizaje, y una mayor propension a infecciones (déficit de hierro),
anemia megaloblastica o alteraciones neurolégicas (déficit de vitamina B12),
alteraciones en la sintesis de ADN y ARN (déficit de folato) o retraso en el
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crecimiento y la maduracién sexual, y alteraciones del sistema inmunitario por
deficiencia de cinc (19,24-27).

Aunque en Colombia se han disefiado politicas para reducir la prevalencia
de las deficiencias de micronutrientes, como la fortificacion de la harina
de trigo con hierro y vitaminas del complejo B (28). Dichas deficiencias
continuan siendo importantes debido a las desfavorables condiciones
socioecondmicas de las familias y a la transicién nutricional, lo cual, sumado
a los estilos de vida que favorecen el sedentarismo, ha incrementado las
prevalencias de sobrepeso y obesidad (5,19).

Se ha observado que las familias con inseguridad alimentaria tienen
patrones de alimentacion caracterizados por el bajo consumo de proteina
animal (11,29), por lo que es probable que no se cubran en su totalidad
las necesidades nutricionales de sus integrantes y ello se refleje en las
concentraciones de micronutrientes en sangre. Por ello, en diversos estudios
los esfuerzos se han enfocado en estudiar si la inseguridad alimentaria se
asocia con los déficits de micronutrientes y en algunos se ha demostrado que
tal asociacion existe. Tal es el caso de dos estudios realizados en Estados
Unidos con lactantes y nifios de 12 a 15 afios, otro en Nicaragua en nifos
de 3 a 11 afos, y otro en México en mujeres de 20 a 49 afos, en quienes
se observé anemia cuando estaban expuestas a inseguridad alimentaria
(29-32). En una revision sistematica que analizé tres estudios en nifos
menores de 5 afos en Etiopia, se obtuvieron resultados similares (33). Sin
embargo, en otros estudios en nifios y adolescentes menores de 19 afios no
se encontrd esa asociacién, aunque hay que tener en cuenta que en estos se
analizaron otros micronutrientes (20,32,34-36).

Dadas las altas prevalencias de inseguridad alimentaria en Colombia
y sus efectos deletéreos en el estado nutricional de la poblacién infantil
y el hecho de que los estudios previos no han sido muy concluyentes, el
objetivo del presente estudio fue establecer la asociacion entre la inseguridad
alimentaria, evaluada mediante la escala del HFSSM, y los niveles de
micronutrientes reconocidos como marcadores de malnutricién infantil, en
una muestra representativa de escolares pertenecientes a los colegios
publicos de Bogota.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio de corte transversal con componente analitico a partir
de datos provenientes de la cohorte de escolares de Bogota conformada en
febrero del 2006 mediante el reclutamiento aleatorio de 3.202 nifios de 5 a
12 afos que estudiaban en las escuelas publicas de Bogota y pertenecian
a los estratos socioecondmicos medio y bajo. En el inicio del reclutamiento,
se pidié a los padres responder un cuestionario en el que se recolectd
informacion sobre las caracteristicas sociodemograficas y la escala de
seguridad alimentaria de los hogares; también, se tomaron las mediciones
antropométricas y muestras de sangre a los nifios, que fueron transportadas
y almacenadas en el Instituto Nacional de Salud siguiendo los protocolos
previamente establecidos. Los detalles sobre los procedimientos para la
toma de la muestra y los métodos utilizados para la determinacion de los
micronutrientes pueden encontrarse en publicaciones previas referentes a
esta cohorte (37,38). El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité
de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia,
en tanto que el Comité de Etica de la Universidad de Michigan aprobé el uso
de los datos del estudio (11,37).
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Evaluacion de la inseguridad alimentaria

Se utilizé la escala del HFSSM en la version validada en espanol (39).
Esta escala se basa en la idea de que hay diferentes grados de seguridad
alimentaria y una secuencia ordenada de condiciones y comportamientos,
lo que resulta en patrones en los que la respuesta afirmativa a una pregunta
particular tiende a condicionar a los encuestados para responder de la misma
manera todas aquellas preguntas que dan una calificacién en la escala; la
suma de estas respuestas afirmativas permite caracterizar la inseguridad
alimentaria. Segun el grado de dicha inseguridad en el hogar, se puede
establecer cuan afectada se ve la consecucion de alimentos por falta de
recursos y como ello genera modificaciones en el tipo, cantidad y calidad de
la dieta, lo que en su fase mas grave afecta no solamente a los adultos, sino
también, a los nifios (10).

La escala consta de 16 preguntas que se refieren a los 30 dias previos a
su aplicacion y permite clasificar la inseguridad alimentaria en cuatro niveles:
1) seguridad alimentaria, es decir, hogares en que no la hay o esta es minima
(entre 0 y 2 respuestas afirmativas); 2) inseguridad alimentaria sin hambre,
cuando esta es evidente y es posible observar reduccion en la calidad de
la dieta, acompafada o no de la reduccion en la cantidad de alimentos
ingeridos (entre 3 y 7 respuestas afirmativas); 3) inseguridad alimentaria con
hambre moderada, cuando la ingestion de alimentos en los adultos se reduce
y con frecuencia experimentan hambre debido a la falta de recursos para
proveerse de alimentos, pero los nifios, cuando los hay, aun no experimentan
esta situacion (entre 8 y 12 respuestas afirmativas), y 4) inseguridad
alimentaria con hambre grave, es decir, cuando la ingestidn de los nifios
también se ve reducida y llegan a experimentar hambre; en esta categoria,
sea en hogares con o sin nifios, los adultos experimentan en mayor medida
la reduccién en la ingestion de alimentos (con la omisidn de alguna comida o
varias durante el dia) (entre 13 y 16 preguntas afirmativas) (10,11,40).

Analisis estadistico

Se consideraron como resultados positivos, la presencia de anemia y
las deficiencias de micronutrientes (hierro, vitamina A, vitamina B12, folato
y cinc). La concentracién de hemoglobina para establecer la anemia fue por
debajo de 12,7 mg/dl para este grupo de edad, es decir, 11,5 mg/dl mas 1,2
mg/dI, correspondientes al ajuste por la altura de 2.500 m (41). El déficit de
hierro se determind a partir de valores de ferritina menores de 15 pg/L si la
proteina C reactiva tenia valores de 10 pg/L 0 menos. Las concentraciones de
retinol menores de 0,7 ymol/L se establecieron como deficiencia de vitamina
A. La deficiencia marginal de vitamina B,, correspondi6 a valores por debajo
de 222 pmol/L y, como deficiencia de folato y cinc, los valores de referencia
fueron menos de 305 nmol/L y menos de 65 pg/dl, respectivamente (3,36,42).

Después de explorar varios puntos de corte, se encontré que el que
separaba la inseguridad alimentaria con hambre grave de los demés grados,
correspondia al que mejor discriminaba esta exposicién, por lo cual, de
acuerdo con el puntaje obtenido en la escala HFSSM, se definié que el
grupo no expuesto seria aquel que agrupaba las categorias de seguridad
alimentaria, inseguridad alimentaria sin hambre e inseguridad alimentaria
con hambre moderada, mientras que el grupo expuesto seria la categoria de
inseguridad alimentaria con hambre grave, pues es en este nivel en donde
los niflos se ven mas afectados y experimentan una reduccion de la ingestiéon
y de la sensacion de hambre.
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C1 C1
Edad del nifio

Seco del nifio

Edad de la madre

Anos de estudio de la madre

Paridad

Madre soltra IA ——— > Malnutricion—— > Déficit de
Estrato socioeconémico micronutrientes

Figura 1. Grafico aciclico dirigido (Directed Acyclic Graph, DAG) de la asociacion entre
inseguridad alimentaria y déficit de micronutrientes

Se recolectd la informacién sociodemogréfica y antropométrica de todos
los nifios: edad y educacién de la madre, condicion de madre soltera, si la
casa era propia y el estrato socioeconémico; edad del nifo, sexo, indicador de
la talla para la edad e indice de masa corporal (IMC). Estos ultimos incluian
como variables el célculo de los puntajes Z del IMC vy la talla para la edad,
segun la referencia para nifos y adolescentes de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) (43). Segun el IMC para la edad, el bajo peso correspondié a
un puntaje Z por debajo de -1, el peso adecuado, aunoentre>a-1y<af,
el sobrepeso, a uno entre >1 a < 2, y la obesidad, a uno > de 2; el retraso en
el crecimiento se definid como un puntaje z menor de -2 (44,45).

En la figura 1 se representa la relacion de las variables sociodemogréficas
y antropométricas con la inseguridad alimentaria, el de déficit de
micronutrientes y el probable efecto de confusién que ejercen en su
asociacién. Para comparar el grupo de expuestos y el de no expuestos
con el déficit de micronutrientes, y dado el posible desequilibrio en las
caracteristicas basales de cada grupo, estas se equilibraron mediante el
indice de propensién (46). Para controlar las variables de confusion, se
determiné el indice de propensién de la probabilidad de estar expuesto a
la inseguridad alimentaria con hambre grave a partir de las caracteristicas
sociodemograficas y antropométricas, con el fin de obtener el equilibrio de
las caracteristicas basales del grupo no expuesto (seguridad alimentaria,
inseguridad alimentaria sin hambre y con hambre moderada) y del expuesto
(inseguridad alimentaria con hambre grave).

A continuacion, se determiné la zona de soporte comun para establecer
el rango de valores del indice de propensién en el cual coincidian los nifios
expuestos a la inseguridad alimentaria con hambre grave y los no expuestos
(figura 2), con el fin de disminuir las diferencias de las caracteristicas basales
entre los dos grupos. En el paso siguiente, se hizo el emparejamiento
utilizando el método de distancia méaxima de calibracion (0,005) para asignar
los individuos no expuestos a cada uno de los individuos expuestos. Segun el
biomarcador analizado, el numero total de nifios seleccionados estuvo entre
2.268 y 2.357 de la muestra inicial de 2.660 nifios (figura 3). A continuacion,
se evalud el adecuado equilibrio entre las caracteristicas de los dos grupos
a partir de las diferencias estandarizadas y el indice de Rubin (47,48). Por
ultimo, se calculé el efecto del tratamiento en los tratados (Average Treatment
effect on the Treated, ATT) mediante la prueba t de Student para variables
continuas con un intervalo de confianza del 95 % y, asi, determinar la
diferencia de los niveles de micronutrientes entre los expuestos a inseguridad
alimentaria con hambre grave y los no expuestos. Todos los analisis se
hicieron con el programa estadistico Stata 14.
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Resultados

El promedio de edad de los nifios fue de 8,7 (+1,8) afios, el 49,6 % eran
nifas, alrededor de la cuarta parte eran madres solteras y la mayoria no
tenia casa propia (cuadro 1). En cuanto al estado nutricional de los nifios,
se encontrd una mayor prevalencia de exceso de peso (cerca de 19 %)
comparado con el bajo peso (12,5 %). Por otra parte, el retraso en la talla se
presentod en el 9,7 % de la poblacién. Como se observa en el cuadro 2, la
deficiencia marginal de vitamina B12 fue la mas prevalente en esta poblacién
(17 %), la deficiencia de vitamina A se encontr6 en un 14 %, en tanto
que la de micronutrientes como el cinc y el folato registraron las menores
prevalencias; de este ultimo solo se registraron dos casos de niflos con
concentraciones menores de 305 nmol/L.

En el 75,9 % de las familias, se registraba algun nivel de inseguridad
alimentaria: la mas prevalente fue aquella sin hambre, con un 46,5 %, en
tanto que con hambre moderada y grave se registré en el 178 y el 11,6 %,
respectivamente.

indice de propension

Frecuencia

Probabilidad de tener inseguridad alimentaria severa

Inseguridad alimentaria presente — — — No inseguridad alimentaria

Figura 2. Zona de soporte comun para garantizar probabilidades similares en el grupo de los
expuestos (inseguridad alimentaria con hambre grave) y el de los no expuestos (seguridad
alimentaria, inseguridad alimentaria sin hambre e inseguridad alimentaria con hambre moderada)

Escolares totales
n=2660

Emparejamiento

Y

4 A
Hemoglobina Ferritina Vitamina A Zinc Folato Vitamina B12
n=2357 n=2346 n=2355 n=2342 n=2268 n=2272
escolares escolares escolares escolares escolares escolares

Figura 3. Reduccion del nimero de la muestra después de emparejar
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los escolares participantes en el estudio en el 2006 segun grupo de
expuestos y no expuestos

Caracteristica Total No expuestos Expuestos **p
Edad del nifio, afios Media (ds) 8,7 (1,8) 8,7 (1,8) 9,0 (1,90 0,99
Sexo, nifa % (Nn) 49,6 (1319) 49,2 (1157) 52,4 (162) 0,28
Retardo en talla, Talla/edad % (n) 9,7 (250) 9,1 (207) 14,1 (43) 0,01
IMC nifo, IMC/edad 0,04

Bajo peso % (n) 12,4 (321) 12,0 (274) 15,5 (47)

Adecuado % (Nn) 68,9 (1778) 68,9 (1568) 69,3 (210)

Sobrepeso % (n) 14,5 (373) 14,9 (338) 11,6 (35)

Obesidad % (Nn) 41 (107) 4,2  (96) 3,6 (11)
Hemoglobina g/dl Media (ds) 14,5 (1,2) 14,5 (1,2) 145 (1,1) 0,32
Ferritina pg/L Media (ds) 42,2 (23,1) 42,2 (23,0) 421 (24,1) 0,49
Vitamina A umol/L Media (ds) 1,04 (0,35) 1,04 (0,35) 1,02 (0,33) 0,22
Cinc ug/d Media (ds) 41,6 (140,5) 415 (140,4) 42,3 (141,0) 0,58
Folato nmol/L Media (ds) 858,5 (258,5) 860 (262,3) 8472 (228,9) 0,21
Vitamina B12 pmol/L Media (ds) 327,6 (106,4) 329,9 (1071) 310,5 (99,8) <0,01
Proteina C reactiva mg/L Media (ds) 1,5 (2,6) 1,5 2,7) 1,3 (1,90 0,08
Edad de la madre, afios Media (ds) 26,6 (6,5) 26,4 (6,4) 28,1 (6,790 1,00
Anos de estudio madre Media (ds) 8,7 (3,3) 8,9 (3,3) 71 (3,4) <0,01
Numero de hijos _ R _ <0,01

1 % (n) 11,6 (290) 12,6 (277) 4,4 (13)

2 % (n) 35,7 (893) 375 (827) 22,5 (66) _

3 % (n) 30,3 (758) 30,3 (668) 30,9 (90)

4 % (n) 12,7 (317) 11,6 (255) 21,2 (62) _

5 % (n) 9,6 (240) 8,1 (178) 21,2 (62)
Madre soltera % (n) 271 (675) 25,5 (561) 39,2 (114) <0,01
Casa propia, no % (n) 66,6 (1762) 65,2 (1524) 775 (238) <0,01
Estrato socioeconémico % (n) _ <0,01

1 % (n) 7,0 (186) 6,6 (154) 10,4 (32)

2 % (Nn) 32,3 (858) 31,6 (741) 379 (117) _

3 % (n) 53 (1407) 53,8 (1261) 47,3 (146)

4 % (n) 7,6 (202) 8,0 (188) 4,5 (14) _
Inseguridad alimentaria (1A)

Sin 1A % (n) 24 (640) _ _

IA sin hambre % (n) 46,5 (1237)

IA con hambre moderada % (n) 17,8 (474) _ _

IA con hambre grave % (n) 11,6 (309) _ _

** Andlisis sin ajustar

Cuadro 2. Prevalencia de anemia y déficit de micronutrientes en los escolares participantes en el estudio
en el 2006

Caracteristica Total No expuestos Expuestos **p
Anemia (Hb <12,7 g/dl *) 0,95
Si % (n) 3,5 (93) 3,5 (82) 3,6 (11)
No % (n) 96,5 (2564) 96,5 (2266) 96,4 (298)
Deficiencia de hierro 0,85
Si % (n) 3,2 (82) 3,2 (73) 3,0 (9)
No % (n) 96,8 (2514) 96,8 (2223) 97,0 (291)
Deficiencia de vitamina A 0,93
Si % (n) 13,9 (369) 13,9 (326) 14,1 (43)
No % (n) 86,1 (2287) 86,1 (2024) 86 (263)
Deficiencia de cinc 0,84
Si % (n) 1,4 (38) 1,5 (34) 1,3 (4)
No % (n) 98,6 (2599) 98,5 (2298) 98,7 (301)
Deficiencia de folato -
No % (n) 100 (2560) 100 (2257) 100 (303)
Deficiencia marginal de vitamina B12 0,18
Si % (n) 16,7 (427) 16,3 (369) 16,7 (58)
No % (n) 83,4 (2138) 83,7 (1896) 80,7n (242)

* Punto de corte ajustado por altura (41)
** Analisis sin ajustar
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Una vez dicotomizada la variable de exposicion, se hicieron andlisis
bivariados sin ajustar y se encontré que el retraso en el crecimiento y el
bajo peso se asociaban a la inseguridad alimentaria con hambre grave, asi
como a las variables sociodemograficas de afos de estudio de la madre,
numero de hijos, si se trataba de madres solteras, si la casa no era propia,
y estrato socioeconémico, con valores de p<0,05 (cuadro1). Para el caso
de los micronutrientes, no se encontrd asociacion entre su deficiencia y la
inseguridad alimentaria con hambre grave, pero si se observaron menores
niveles de vitamina B12 en los niflos expuestos a esta con hambre grave
comparados con los no expuestos (310,5 Vs. 329,9 pmol/L; p<0,01), en tanto
que los niveles de los otros biomarcadores registraron valores de p>0,05
(cuadros 1y 2).

Utilizando el indice de propensién, se estimaron las probabilidades de
estar expuesto a inseguridad alimentaria con hambre grave y de no estar
expuesto, y se determiné la zona de soporte comun que, como se puede
observar en la figura 2, es amplia e incluyé a la mayoria de los nifios,
lo que indica que tanto el grupo expuesto como el no expuesto tenian
caracteristicas basales parecidas.

Como se observa en los cuadros 3 y 4, antes del emparejamiento todas
las caracteristicas basales de la poblacién, excepto el sexo, se encontraban
desequilibradas, pero una vez se emparejaron, se garantizé el adecuado
equilibrio de las variables de confusién en el grupo expuesto y en el no
expuesto para cada uno de los biomarcadores. Esto resulté en diferencias de
medias estandarizadas de <10 % y valores del indice de Rubin que pasaron
de 91 a <7 para cada biomarcador.

Al estimar el ATT, se encontré que los niflos expuestos a inseguridad
alimentaria con hambre grave tenian menores niveles de hemoglobina,
vitamina A, folato y vitamina B12 que los no expuestos; sin embargo, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas al contrastar con los
valores de p>0,05 y con los intervalos de confianza, los cuales denotaban
una gran imprecision al ser muy amplios e incluir el cero, lo que anula la
asociacion (cuadro 5).

Cuadro 3. Variables seleccionadas antes y después del emparejamiento para hemoglobina, ferritina y vitamina A en los escolares participantes en el

estudio en el 2006

Variable Hemoglobina Ferritina Vitamina A
Antes del Después del Antes del Después del Antes del Después del
emparejamiento emparejamiento emparejamiento emparejamiento emparejamiento emparejamiento
1A + No *% 1A + *% 1A + No *% 1A + No *% 1A+ No *% 1A + No *%
hambre expuesto DE hambre expuesto DE hambre expuesto DE hambre expuesto DE hambre expuesto DE hambre expuesto DE
grave grave grave grave grave grave

Edad de lamadre 28,2 26,4 274 28,1 28,3 -2, 28,2 26,4 273 28,2 28,2 -0,6 28,5 26,4 278 28,1 281 -0,3
Madre soltera 0,4 0,3 302 04 0,4 1,1 0,4 0,2 30,8 04 0,4 05 04 0,3 30,3 04 0,4 0,6
Afos de estudio
de la madre 71 8,9 541 72 72 1,3 71 8,9 -53,1 72 72 2 71 8,9 -530 73 73 -0,6
Numero de hijos 3,3 2,6 60,5 3,3 3,2 26 33 2,6 59,7 33 3,2 24 33 2,6 61,2 33 3,3 1,4
Casa propia 0,2 0,3 -248 02 0,2 2 02 0,3 245 02 0,2 -0,3 02 0,3 -243 0,2 0,2 1,8
Estrato
socioeconémico 2,4 2,6 -26,1 25 2,5 -05 24 2,6 258 25 2,4 27 24 2,6 259 25 2,5 0,1
Sexo del nifio 0,5 0,5 -77 05 0,5 22 05 0,5 -88 05 0,5 28 05 0,5 -82 05 0,5 -2,6
Edad del nifio 9,0 8,6 21,3 9,0 9,0 22 90 8,6 214 9,0 9,0 -02 90 8,6 21,8 9,0 9,1 -4,0
IMC nifio -0,06 0,17 -22,9 -0,05 -0,06 06 -0,07 0,17 -23,3 -0,06 -0,07 1 -0,07 0,17 -23,7 -0,06 -0,07 1,40
indice de Rubin 91,7 6,5 91,2 5,8 91,5 5,9

IA: inseguridad alimentaria

*% DE: porcentaje de diferencias estandarizadas
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Cuadro 4. Variables seleccionadas antes y después del emparejamiento para cinc, folato y vitamina B12 en los escolares participantes en el estudio en el 2006

Variable Cinc Folato Vitamina B12
Antes del Después del Antes del Después del Antes del Después del
emparejamiento emparejamiento emparejamiento emparejamiento emparejamiento emparejamiento
1A + No *% IA + No *% IA + No *% 1A + No *% 1A+ No *% IA + No *%
hambre expuesto DE hambre expuesto DE hambre expuesto DE hambre expuesto DE hambre expuesto DE hambre expuesto DE
grave grave grave grave grave grave
Edad de lamadre 28,2 26,4 274 282 28,1 0,9 283 26,4 28,1 28,2 28,0 2,0 283 26,4 28,7 28,2 28,1 1,9
Madre soltera 0,4 0,2 30,7 04 0,4 03 04 0,2 316 04 0,4 -02 04 0,2 299 04 0,4 1,3
Anos de estudio,
madre 71 8,9 -53,8 72 72 -04 71 8,9 -53,1 72 72 1,4 71 8,9 516 72 72 2,1
Numero de hijos 3,3 2,6 60,4 33 3,3 0,8 33 2,6 59,2 3,3 3,2 15 33 2,6 60,6 3,3 3,3 0,4
Casa propia 0,2 0,3 -245 0,2 0,2 15 02 0,3 224 02 0,2 -0,3 02 0,3 240 0.2 0,2 -0,8
Estrato
socioeconémico 2,4 2,6 25,6 25 2,5 0 24 2,6 -264 24 2,4 20 25 2,6 244 25 25 0,4
Sexo del nifio 0,5 0,5 -82 05 0,5 22 05 0,5 -82 05 0,5 24 05 0,5 -75 05 0,5 -1,6
Edad del nifio 9,0 8,6 223 90 9,1 -2 9,0 8,7 206 9,0 9,0 -0,8 9,1 8,7 21,9 91 9,1 -3,1
IMC del nifio -0,07 0,17 -23,4 -0,06 -0,08 1,3 -0,06 0,177 -225 -0,05 -0,06 08 -0,06 0,177 -22,4 -0,05 -0,06 0,8
indice de Rubin 91,6 3,8 90,5 4,5 90,0 4,7

IA: inseguridad alimentaria
*% DE: porcentaje de diferencias estandarizadas

Cuadro 5. Efecto del tratamiento en los tratados (ATT) para cada biomarcador en los
escolares participantes en el estudio en el 2006

Biomarcador Media Media Diferencia p IC
expuestos a IA + no expuestos
hambre grave

95%

Hemoglobina 14,51 14,55 0,04 036 -0,29-0,11
Ferritina 42,56 41,67 089 076 -580-4.28
Vitamina A 1,011 1,020 -0,009 027 -0,13-0,03
Cinc 141,69 139,31 2,38 0,71 -774-11,33
Folato 839,02 858,60 19,57 029 -72,55-29,94
Vitamina B12 311,22 320,47 925 0,65 -29,55-18,66
Discusion

En este estudio se explord la asociacion entre la inseguridad alimentaria y
los niveles de micronutrientes en niflos escolares de estrato socioecondmico
medio y bajo; se observaron niveles un poco menores de vitamina A, folato
y vitamina B12 en los nifios con inseguridad alimentaria y hambre grave,
comparados con quienes no estaban expuestos a esta o lo estaban, pero
sin hambre o con hambre moderada. Sin embargo, esas diferencias no
fueron estadisticamente significativas, por lo que no se logré establecer
una asociacion entre la inseguridad alimentaria con hambre grave y
las concentraciones de los biomarcadores estudiados ni su deficiencia.
Estos resultados concuerdan con lo encontrado en Brasil por Figueroa,
en un estudio de corte transversal en nifos preescolares en condiciones
socioecondémicas vulnerables asistentes a jardines infantiles publicos, en
quienes se establecieron los niveles de inseguridad alimentaria y los niveles
séricos de retinol, hemoglobina y cinc mediante la Escala Brasilena de
Inseguridad Alimentaria (EBIA); sus hallazgos no demostraron la asociacion
con ninguno de los biomarcadores a pesar de la alta prevalencia de
inseguridad alimentaria en esa poblacién (64,2 %) (35).

Resultados similares se presentaron en un estudio realizado en México con
los datos sobre mujeres y adolescentes en edad fértil (15 a 49 ahos) recogidos
en la Encuesta de Salud y Nutricidon de ese pais en el 2012. El objetivo era
determinar la asociacion entre la inseguridad alimentaria y la concurrencia
de sobrepeso, obesidad y anemia. En las adolescentes no se encontro
dicha asociacion, pero en las mujeres adultas si fue positiva en los casos de
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inseguridad alimentaria leve o moderada, lo que concurri6 con la asociacion
entre la alta probabilidad (odd) de anemia en este grupo y los items de la escala
de seguridad alimentaria usada (ELCSA) relacionados con la calidad deficiente
de la dieta. En cuanto a los resultados del grupo de las adolescentes, debe
sefalarse que en algunos estudios se ha comprobado que los padres tienden a
proteger a los nifios de los efectos de la inseguridad alimentaria disminuyendo
su propio consumo de alimentos en favor de ellos (32).

En otro estudio en nifios de 6 a 14 aifos de escuelas de bajos recursos
de dos condados de China, se evalué la asociacion entre la inseguridad
alimentaria y cuatro signos de malnutricion (anemia, retraso en el
crecimiento, emaciacién y raquitismo) y, aunque se encontré asociacion
(odds ratio, OR, de 3,08), cuando los cuatro signos se agruparon en una
sola variable denominada malnutricién grave y se incluyeron en un modelo,
esta asociacion no se evidencié al realizar el andlisis ajustado por cada
signo de manera individual (20). Por ultimo, en estudios previos basados
en datos de la misma cohorte estudiada aqui analizados con un modelo
de ecuaciones estructurales generalizadas (GEE), estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas cuando se ajusté por las variables
de confusidn, aunque en los analisis univariados se reportaron niveles mas
bajos de vitamina B,2 en los nifios expuestos a inseguridad alimentaria (36).

En contraste, aunque en nuestro estudio se reportaron mayores
prevalencias de anemia en el grupo de escolares en condiciones de
inseguridad alimentaria, pero sin asociacion, en otro realizado en Estados
Unidos a partir de los datos sobre nifios y adolescentes (3-19 afios) de la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (NHANES) del periodo 1999-2004,
si se encontrd asociacion entre la inseguridad alimentaria y la presencia
de anemia en el grupo de edad de 12 a 15 afios (OR=2,95). No Sucediod lo
mismo en el grupo de 6 a 11 afhos, pues, a pesar de registrar un OR de 8, el
intervalo de confianza fue muy amplio (IC,,,, 2,07-31,36) y el numero de casos
era escaso, lo que explicaria que el resultado en el grupo de adolescentes
pudo deberse a la gran demanda de hierro propia del crecimiento,
especialmente en las nifias por la menarquia, asi como a la influencia de
factores ambientales y psicosociales (29).

Segun los datos reportados en la Encuesta Nacional de la Situacion
Nutricional, ENSIN 2015, la poblacién aqui analizada registr6 prevalencias
de inseguridad alimentaria 22 puntos porcentuales por encima de las cifras
nacionales (76 Vs. 54,2 %), en tanto que el déficit marginal de vitamina
B12 fue de mas del doble (16,7 Vs. 6,8 %). La prevalencia de deficiencia
de vitamina A, en cambio, fue la mitad de la registrada para el pais (13,9
Vs. 27,3%) (19). En este sentido, aunque la reduccion en la prevalencia de
anemia y el déficit de hierro y folato frente a lo encontrado a nivel nacional se
pueda explicar por la politica de fortificacion de la harina de trigo establecida
en 1996 y la implementacién de programas de refrigerios escolares desde el
2004, que también proveen hierro adicional (36,49), debe senalarse que tales
deficiencias en la poblacién infantil contindan siendo importantes y propician
la aparicion de condiciones médicas que afectan el crecimiento y el desarrollo
adecuado de los nifios (problemas de visién o en la piel, anemia ferropénica
0 megaloblastica, retraso en el crecimiento y alteraciones inmunoldgicas,
neurolégicas y en la sintesis de ADN) (24).

Se podia esperar que las altas prevalencias de inseguridad alimentaria
estimadas con la escala aqui empleada se reflejarian en porcentajes mas
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altos de desnutricion en esta poblacién, pero, por el contrario, se encontré un
porcentaje mayor de nifios con exceso de peso, y de peso adecuado en la
gran mayoria, lo que se explicaria por la transicion nutricional caracterizada
por el consumo de alimentos de baja calidad nutricional que favorece la
aparicion de malnutricién y el consecuente aumento del componente adiposo
en la composicidn corporal del individuo (50). Por ello la interpretacion de

los resultados de la escala debe ser cuidadosa, en especial, al establecer
politicas publicas encaminadas a mitigar esta problematica, pues no permite
medir este tipo de aspectos especificos (17,18).

Entre las limitaciones del estudio, cabe mencionar que los resultados
solo corresponden a la poblacién escolar de estratos socioeconémicos
medio y bajo, por lo que no puede generalizarse a otros estratos ni grupos
etarios eventualmente expuestos a algun grado de inseguridad alimentaria.
Asimismo, se traté de un estudio de corte transversal en el que no fue
posible determinar la causalidad entre dicha inseguridad y los niveles de
micronutrientes, ademas de que el tiempo de evaluacién de la inseguridad
alimentaria (30 dias) no fue suficiente para detectar las deficiencias de
micronutrientes. En el caso de la vitamina A, por ejemplo, es importante
considerar los habitos alimentarios que afectan sus niveles porque esta
poblacién no acostumbra a consumir los alimentos que proveen este
micronutriente.

El estudio también tiene algunas fortalezas: la informacion analizada
provino de una cohorte establecida mediante un método de muestreo que
garantizo la representatividad de la poblacion especifica de escolares de
ingresos bajos y medios, aunque los datos eran del 2006. Cabe anotar que,
aunque hay estudios similares, en su gran mayoria su analisis se restringe
a la asociacion con la anemia, pero no al déficit de otros micronutrientes
como si lo hace el nuestro, lo que le ahade valor. Ademas, este es el primer
estudio en nuestro medio que utilizd la metodologia del indice de propensidn,
lo que permitid ajustar los analisis a partir de caracteristicas basales de la
poblacién que pueden ser factores de confusion con respecto al efecto real
de la inseguridad alimentaria con hambre grave en las concentraciones de
los micronutrientes. Al equilibrar estos componentes en los dos grupos, se
pudo determinar el efecto real, que, aunque no fue significativo, si establecio
diferencias en los niveles de algunos micronutrientes de los niflos expuestos
a inseguridad alimentaria con hambre grave frente a los no expuestos.
Asimismo, debe senalarse que las variables equilibradas correspondian
a aquellas que en otros estudios se han reportado como asociadas a la
inseguridad alimentaria (3,11,21,22).

En conclusion, no se encontré una asociacion entre la inseguridad
alimentaria con hambre grave y la concentracion de micronutrientes en la
poblacién escolar bajo estudio y, aunque si se encontraron menores niveles
de vitamina A, vitamina B12 y folato en los expuestos, dichas diferencias
no fueron significativas. A pesar de que la escala de seguridad alimentaria
mide adecuadamente la dificultad en la adquisicién de alimentos por falta de
recursos econdmicos, no necesariamente permite establecer una asociacion
con las concentraciones de micronutrientes, por lo que el método mas preciso
para su estimacion es la medicion de los niveles en sangre. Debe afadirse
que la exposicion a la inseguridad alimentaria por si sola no es un factor
que se asocie con las deficiencias de micronutrientes, pero probablemente
la presencia de otros factores afecte sus niveles sanguineos (enfermedades
infecciosas, baja ingestion de los alimentos que los proveen y malabsorcion
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debida el bajo consumo de otros nutrientes o micronutrientes necesarios
para un adecuado metabolismo). Dichos factores ameritan ser explorados en
futuros estudios.
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Introduccion. La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmunitaria, crénica y
deformante asociada con discapacidad. Quienes la padecen reciben inmunosupresores y
tienen un gran riesgo de desarrollar tuberculosis. La prueba de intradermorreaccion a la
tuberculina se utiliza como tamizacién en quienes van a recibir terapia biolégica.

Objetivo. Evaluar la frecuencia de positividad en la prueba de intradermorreaccién a la
tuberculina en una cohorte de pacientes con artritis reumatoide.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal de una cohorte
de pacientes con artritis reumatoide a quienes se les practicé la prueba de tuberculina
antes de iniciar la terapia bioldgica o en el momento del cambio de tratamiento. Los
pacientes presentaban enfermedad moderada o grave y eran candidatos para iniciar o
cambiar de terapia bioldgica. Se defini el valor de =6 mm como punto de corte para la
positividad de la prueba y se hizo un analisis descriptivo de cada una de las variables.
Resultados. Se incluyeron 261 pacientes con artritis reumatoide, 92 % de ellos eran mujeres,
la edad promedio fue de 55 afios (desviacion estandar, DE=13,92) y el tiempo desde el
diagndstico era de 12,3 afios (DE=8,54). La frecuencia de positividad de la prueba fue de
15,71 % (n=41). Nueve de los 41 pacientes positivos habian recibido la prueba previamente
(entre 1y 6 afios antes), todos con resultado negativo; 18 (43,9 %) de ellos venian recibiendo
tratamiento con glucocorticoides y todos los 41 (100 %) recibian metotrexate.

Conclusiones. La frecuencia de positividad de la prueba de tuberculina en pacientes
colombianos con artritis reumatoide fue de aproximadamente 16 %. Se recomienda
optimizar las estrategias para detectar esta condicién y darle un tratamiento oportuno y, asi,
disminuir el riesgo de reactivacion de la tuberculosis.

Palabras clave: artritis reumatoide/epidemiologia; tuberculosis; riesgo; terapia biolégica.

Frequency of positivity of the tuberculin intradermorreaction test in a cohort of
patients with rheumatoid arthritis

Introduction: Rheumatoid arthritis is an autoimmune, chronic, and deforming condition
associated with disability. Patients are immunosuppressed and at high risk of developing
tuberculosis. The tuberculin skin test is used to screen candidates for biological therapy.
Obijective: To evaluate the frequency of positivity of the tuberculin skin test in a cohort of
Colombian patients with rheumatoid arthritis.

Materials and methods: We conducted a descriptive cross-sectional study including
patients with rheumatoid arthritis receiving the tuberculin skin test prior to the start or at the
time of the change of biological therapy. The patients’ condition was moderate or severe and
they were candidates for initiation or change of biological therapy. We defined the value of
>6 mm as the cut-off point for a positive tuberculin skin test and performed a descriptive
analysis for each of the variables considered.

Results: In total, 261 patients with rheumatoid arthritis were included, 92 % of whom were
women; the average age was 55 years (SD=13.92) and the time from diagnosis, 12.3 years
(SD=8.54). The frequency of positive tuberculin skin tests was 15.71% (n=41). Of the 41
positive patients, nine had previously had the test (1 to 6 years before), all of them with
negative results; 18 of these were receiving glucocorticoids (43.9%) and all of them (100%)
were being treated with methotrexate.

Conclusions: The frequency of positivity of the tuberculin skin test in these Colombian
patients diagnosed with rheumatoid arthritis was around 16%. We recoOmmend optimizing
strategies aimed at an optimal detection of this condition and the timely initiation of
treatment to reduce the risk of tuberculosis reactivation.

Keywords: Arthritis, rheumatoid/epidemiology; tuberculosis; risk; biological therapy.
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La artritis reumatoide es una enfermedad sistémica de etiologia
autoinmunitaria que se caracteriza por poliartritis simétrica episddica,
cronica, erosiva y deformante, de impacto en salud publica y que se asocia
con discapacidad a mediano y largo plazo (1,2). Durante la ultima década,
la terapia bioldgica, incluido el bloqueo farmacolégico del factor de necrosis
tumoral (Tumor Necrosis Factor, TNF), se ha convertido en una estrategia
terapéutica eficaz para el manejo de enfermedades inflamatorias crénicas
como esta (3) y, por lo tanto, el esquema de tratamiento se incluye en guias y
recomendaciones internacionales (4).

La tuberculosis es una enfermedad granulomatosa causada por la
infeccion con Mycobacterium tuberculosis. El bacilo responsable se transmite
en las gotas de saliva de pacientes infectados a personas sanas, lo que
desencadena una reaccion a nivel alveolar caracterizada por una reaccion
de macréfagos y de células dendriticas que intentan fagocitar y destruir el
bacilo. Algunas de estas células permanecen en el pulmén y otras migran
a los ganglios linfaticos, donde se produce la activacion de linfocitos T que
migran a los granulomas en formacion (5). El granuloma previene la actividad
del bacilo de la tuberculosis y algunos pacientes pueden depurar la carga de
bacilos; sin embargo, otros se mantienen en un estado de latencia y pueden
reactivarse, incluso décadas después de la primoinfeccion. La reactivacion
depende del estado inmunoldgico del huésped. La tuberculosis activa se
desarrolla en 5 a 15 % de los pacientes contagiados con el bacilo, y un gran
porcentaje de este grupo son personas inmunocomprometidas (6).

Se considera que cerca de dos billones de personas, aproximadamente un
tercio de la poblacion mundial, pueden tener tuberculosis latente, cifra que ha
venido en aumento con la infeccidn por el virus de inmunodeficiencia humana
(HIV) (7). Por otra parte, se estima que se diagnostican ocho millones de
casos de tuberculosis al ano en el mundo, y entre 2 y 3 millones de personas
mueren a causa de la enfermedad (8). En el caso especifico de Colombia, la
tuberculosis es una de las principales enfermedades de gran impacto en salud
publica. En el 2002, cerca de dos terceras partes de las entidades territoriales
del pais presentaban incidencias por encima del promedio nacional (26 casos
por cada 100.000 habitantes) (9), con un incremento en la tasa de incidencia
de casos bacteriolégicamente confirmados entre el 2012 y el 2018 (10).

La gran mayoria de quienes entran en contacto con el bacilo nunca
desarrollan la infeccién porque su sistema inmunoldgico funciona
adecuadamente. Una de las citocinas mas importantes de la reaccion
inmunoldgica contra el bacilo es el TNF, una molécula critica para la
integridad del granuloma (11), por lo que los individuos expuestos o que van a
ser expuestos a antagonistas farmacolégicos del TNF se encuentran en gran
riesgo de desarrollar tuberculosis: una vez iniciado el tratamiento, el riesgo
relativo de enfermar se incrementa entre 1,6 y 25,1 veces dependiendo de la
situacién clinica particular de cada paciente (12).

Entre los métodos paraclinicos de deteccién de casos de tuberculosis,
se encuentran la prueba de intradermorreaccion a la tuberculina y la de
QuantiFERON™. La primera, denominada aqui como prueba de tuberculina
(Purified Protein Derivative, PPD), es poco especifica en pacientes que
han recibido la vacuna BCG (bacilo de Calmette Guérin) y poco sensible
en aquellos que estan en estado de inmunosupresién (13). La prueba de
QuantiFERON™ y la T-SPOT TB™ miden la reaccion de los linfocitos T in vitro
frente a los antigenos que no estan presentes en la vacuna BCG e, incluso, en
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varias de las cepas de Mycobacterium no tuberculosas, por lo que constituyen
pruebas mas especificas que la de tuberculina (14); no obstante, con ellas se

ha reportado un mayor nimero de casos de conversion de pruebas negativas a
falsos positivos y de positivas a falsos negativos, que con la de tuberculina (15).

La prueba de tuberculina es la tipica prueba de sensibilidad retardada,
cuya célula efectora es el macréfago mononuclear. Tiene varias etapas: la
de reconocimiento mediada por células T CD4 y CD8 de antigenos extrafnos
en las células presentadoras de antigeno; la fase de activacion en que las
células T proliferan y liberan citocinas proinflamatorias; la fase efectora en
que las células inflamatorias migran al tejido que contiene el antigeno, y la
fase de resolucion en que los macréfagos eliminan el antigeno (16). Es por
este mecanismo fisiopatoldgico que su lectura debe interpretarse teniendo en
cuenta los siguientes factores: integridad del sistema inmunitario, presencia
0 no de M. tuberculosis, factores socioeconémicos y epidemiolégicos del
huésped, caracteristicas clinicas y radioldgicas del paciente y, por ultimo,
verificacion de la presencia de una “reactivacion” o “reinfeccion” (17).

A partir de estas precisiones, se han establecido varios puntos de corte
utiles para la interpretacién de la prueba: la reaccion cutanea negativa
(induracion menor de 5 mm) que se interpreta como un resultado negativo
en pacientes adultos que no han tenido contacto con casos de tuberculosis
activa en los tres meses anteriores y no tienen factores de riesgo por
inmunosupresion; la reaccion cutanea intermedia (induracion de 5 a 10 mm)
que se interpreta como prueba positiva en personas con factores de riesgo
alto para tuberculosis, por ejemplo, aquellos con infeccion por HIV, en quienes
han tenido contacto con pacientes con tuberculosis activa, tienen evidencia
radioldgica de lesiones previas de tuberculosis, o han recibido trasplantes o
medicamentos inmunosupresores como glucocorticoides en dosis de mas de
15 mg durante mas de tres meses; y, la reaccion cutdnea mayor (induracion
mayor de 10 mm) que se interpreta como prueba positiva en pacientes con
induracién entre 5 y 9 mm pero con condiciones médicas que incrementan
el riesgo de tuberculosis (diabetes mellitus y enfermedades hematoldgicas o
reticuloendoteliales como leucemia o enfermedad de Hodgkin), usuarios de
drogas endovenosas o con factores de riesgo para adquirir el HIV, aquellos
con carcinoma de cabeza, cuello y pulmén, enfermedad renal terminal,
pérdida de peso mayor de 10 % en los seis meses anteriores, y gastrectomia
o derivacion yeyuno-ileal (18).

En el ejercicio médico, la prueba de tuberculina es la que con mayor
frecuencia se usa para la tamizacion de pacientes con enfermedades
reumatoldgicas que van a recibir terapias bioldgicas, entre ellas, inhibidores
del TNF. Se considera que los pacientes con artritis reumatoide tienen
inmunosupresién porque la enfermedad altera el normal funcionamiento
del sistema inmunoldgico y reciben tratamiento con glucocorticoides que,
asociados con otros medicamentos, entre ellos el metotrexato, amplifican ese
efecto depresor en el sistema inmunoldgico.

En Colombia, son escasos los estudios en que se evalla la prevalencia
de positividad de la prueba de tuberculina en pacientes con enfermedades
inflamatorias crénicas, y es urgente determinarla en nuestro contexto clinico.
Por ello, se propuso como objetivo de este estudio evaluar la frecuencia de
positividad de la prueba de tuberculina en una cohorte de seguimiento de
pacientes con diagnéstico de artritis reumatoide antes del inicio de la terapia
bioldgica o de la modificacion del tratamiento.
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Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal en el que se
documentaron y analizaron los datos de un grupo de pacientes de una
cohorte en seguimiento clinico en el programa de artritis reumatoide. Se
selecciond a aquellos que ya habian recibido la prueba de tuberculina segun
el registro en la historia clinica antes del inicio de la terapia bioldgica o en el
momento del cambio.

La muestra fue no probabilistica, por conveniencia y secuencial, a partir
de la cohorte de los individuos que asistian regularmente a la consulta de
reumatologia. Se definio el valor de 6 o mas milimetros como punto de corte
para considerar positiva la prueba de tuberculina, puesto que se trataba de
pacientes que en el momento de la prueba venian recibiendo tratamiento
inmunomodulador con antirreumaticos modificadores de la enfermedad o con
terapia bioldgica, y cuya enfermedad era moderada a grave, por lo que en
ese momento eran candidatos para el inicio o el cambio de terapia biolégica.
A todos los pacientes se les tomaron, ademas, radiografias de térax y se
les hizo el examen fisico para detectar adenopatias cervicales, axilares o
inguinales como parte de la tamizacién que rutinariamente se hace para
tuberculosis latente.

Los datos sobre los pacientes provenian de la historia clinica electronica

de seguimiento en la consulta de reumatologia. Se disefé una base de datos
para recopilar la informacion consolidada cada cuatro semanas para detectar
datos erréneos o faltantes y garantizar un adecuado control de calidad. El
programa usado fue Access, que permite eliminar los datos repetidos y hacer
las validaciones de los valores de los registros. Se hizo el andlisis descriptivo

de cada una de las variables de estudio, y se utilizaron medidas de tendencia
central y variabilidad para describir las caracteristicas de la poblacién. En cuanto
al manejo estadistico de los datos, se utilizé el programa Stata™, versién 12.

Consideraciones éticas

Por tratarse de un estudio descriptivo sin intervencion ni modificacion
de las variables bioldgicas, fisioldgicas, psicoldgicas o sociales de los
pacientes, la investigacion se considerd de bajo riesgo y no fue necesario el
consentimiento informado por escrito. Los datos se mantuvieron en absoluta
confidencialidad en cumplimiento de los principios establecidos en el Cddigo
de Nuremberg, la Convencion de Helsinki (1964) y la Resolucién 008430 de
1993 del Ministerio de Salud y Proteccién Social de la Republica de Colombia.
El almacenamiento de la informacién en la base de datos se ajusté a lo
previsto en la Ley 1582 de 2012 y solo los investigadores principales tuvieron
acceso a la base de datos.

Resultados

Se analiz6 la informacién de 261 pacientes, 91,9 % de ellos eran
mujeres (n=240), la edad promedio fue de 55,06 afhos (DE=13,92) y
el tiempo promedio desde el diagndstico de artritis reumatoide fue de
12,28 afos (DE=8,54 afios). La frecuencia de positividad de la prueba de
intradermorreaccion a tuberculina para este grupo fue de 15,71 % (n=41).
El resultado de la prueba medido en milimetros para los casos positivos fue
variable, con un rango entre los 6 y 25 milimetros (figura 1).
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Figura 1. Valor de la tuberculina (PPD) en milimetros (mm) en el grupo de pacientes con
tuberculosis latente

Del total de pacientes con resultado negativo (n=199), la prueba ya se habia
aplicado a 41 (entre 1 y 5 afos antes) y, en todos ellos, habia sido negativa.
De los 41 pacientes con resultado positivo en la prueba de estudio, nueve
ya habian sido sometidos a esta en el pasado (entre 1 a 6 afos antes), con
resultado negativo en todos ellos. En el momento de la prueba de tuberculina,
19 pacientes del grupo de aquellos con tuberculosis latente habian recibido,
por lo menos, un producto biolégico previamente y estaban a la espera
del cambio de la terapia bioldgica; los 22 casos restantes correspondian a
pacientes que venian en tratamiento con antirreumaticos modificadores de la
enfermedad y la prueba de tuberculina se solicitaba para iniciar el tratamiento
bioldgico. De los 19 pacientes que habian recibido bioldgicos previamente,
10 habian recibido dos y tres habian recibido tres (figura 2). En cuanto al uso
de glucocorticoides, se encontré que, de los 41 pacientes con tuberculosis
latente, 18 (43,9 %) venian recibiendo glucocorticoides (prednisona en dosis
de 10 a 40 mg dia) y todos ellos (100 %) recibian tratamiento modificador de la
enfermedad con metotrexato.
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Figura 2. Numero de pacientes en quienes se detecto tuberculosis latente por uso previo de
terapia bioldgica y por uso de tratamientos de primera, segunda o tercera linea
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En cuanto a la radiografia de térax, se encontraron 10 casos con hallazgos
anormales en el grupo de los pacientes con tuberculina negativa y ningin
caso en el grupo de aquellos con tuberculosis latente. Los pacientes con
alteraciones en la radiografia de térax fueron remitidos a neumologia, pero
no se detectaron casos de tuberculosis pulmonar. Los pacientes con prueba
de tuberculina positiva recibieron un tratamiento profilactico con 300 mg
de isoniacida al dia durante nueve meses, con suplemento de piridoxina,

y contindan en seguimiento clinico en el programa. En el examen fisico,
ninguno de los pacientes con prueba de tuberculina positiva presenté
adenopatias cervicales, axilares o inguinales.

Discusion

El principal objetivo del presente estudio fue evaluar la frecuencia
de resultados positivos en la prueba de tuberculina en una cohorte de
seguimiento de 261 pacientes con diagndstico de artritis reumatoide. En este
grupo de pacientes, la prueba fue solicitada antes del inicio o cambio de
tratamiento con terapia biolégica, siguiendo las recomendaciones de gestion
de riesgo para la prescripcidn de este tipo de tratamiento (19). Se encontro
que la frecuencia estimada de positividad de la prueba de tuberculina para
este grupo fue de cerca del 16 % y en ninguno de los casos hubo hallazgos
clinicos o radiograficos de relevancia en el térax.

La artritis reumatoide se ha asociado con un incremento del riesgo
de infecciones debido a su fisiopatologia y al uso de tratamientos
inmunosupresores. La reactivacion de la infeccion latente de tuberculosis es
un problema grave en estos pacientes, especialmente después de recibir
terapia anti-TNF. La inhibicion del TNF impide la formacion del granuloma
tuberculoso y fomenta el crecimiento de las micobacterias. Después de una
infeccion de tuberculosis, la recomendacién es suspender el tratamiento con
inhibidores de TNF hasta que la infeccion se haya resuelto, a pesar de su
efecto favorable para suprimir la inflamacion (20,21).

La prueba de tuberculina detecta la intradermorreaccion a antigenos
micobacterianos producto de la precipitacién proteica a partir de la filtracion
del cultivo de M. tuberculosis (PPD). Se la considera la prueba de referencia
para el diagnéstico de tuberculosis latente al detectar la hipersensibilidad por
exposicion previa al bacilo. Es positiva cuando la induraciéon es mayor de 5 mm
en personas con mayor riesgo de tuberculosis activa por estar en tratamiento
con inmunosupresores en dosis equivalentes a 15 mg por dia de prednisona
0 mas o con antagonistas del TNFa (22). La gran frecuencia de positividad de
la tuberculina encontrada en el presente estudio refleja lo esperado en un pais
endémico para tuberculosis. Segun datos del Instituto Nacional de Salud, durante
el 2014 se reportaron 10.849 casos nuevos de tuberculosis en todas sus formas,
es decir, una incidencia de 23,02 casos por 100.000 habitantes (23). Esta cifra
se ha incrementado en la ultima década, con un reporte de 14.446 casos en el
2018, para una incidencia de 26,9 casos por 100.000 habitantes (10).

La gran mayoria de individuos expuestos a M. tuberculosis desarrolla
la forma latente, en la que la infeccion es contenida en granulomas a partir
de los cuales puede reactivarse la enfermedad. En el presente estudio, se
encontrd que el 44 % de los pacientes con tuberculosis latente venia recibiendo
glucocorticoides (prednisona en dosis de 10 a 40 mg dia) y el 100 % recibia
tratamiento modificador de la enfermedad con metotrexato. Esta circunstancia
se relaciona con un incremento del riesgo de este tipo de infeccion y constituye
una variable que debe considerarse en pacientes que reciben dichos
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tratamientos, dada la gran probabilidad de reactivacion de la tuberculosis. En
ese sentido, es claro que la deteccién de tuberculosis latente antes de iniciar la
terapia biologica puede minimizar complicaciones posteriores. En linea con lo
anterior, en varios estudios se han evaluado biomarcadores adicionales y otros
procedimientos para la deteccién temprana de la infeccion (24).

La frecuencia reportada de la prueba de tuberculina en este estudio es
concordante con estudios previos realizados en otros paises latinoamericanos.
Se reporté una frecuencia del 12,4 % en pacientes argentinos con
artritis reumatoide sometidos a la prueba de tuberculina, asociada con la
administracion de altas dosis de glucocorticoides (25). En un estudio chileno
en 41 pacientes con esta condicion, se reportd una positividad de la prueba
mayor de 5 mm en el 36 % de los participantes (Gil G, Neira O, Marcone P,
Sabagh E. Tuberculine reactivity in Chilean RA patients. Abstract XIVth Congress
of the Pan-American League of Associations for Rheumatology: CATEGORY:
Epidemiology. J Clin Rheumatol. 2006;12(Suppl 4): S8). Segun otro estudio en
Latinoamérica, que incluyé pacientes colombianos tratados por otra enfermedad
inflamatoria crénica, la espondiloartritis, la prevalencia de tuberculosis activa
fue del 3,3 % (IC,,,, 1,8-5,7), significativamente mayor que la de la poblacion
general (0,32 %). El riesgo relativo estandarizado para esta poblacién fue de
10,3 comparado con la poblacion general (26). Hasta donde se pudo comprobar,
este es uno de los primeros estudios en que se determind la frecuencia de
positividad de la prueba de tuberculina en un grupo significativo de pacientes
colombianos con artritis reumatoide en seguimiento clinico.

El estudio tuvo varias limitaciones. En primer lugar, debido a diferencias
entre los paises, los resultados sobre la reactividad de la prueba no pueden
ser extrapolados (ni siquiera a otros paises de la regidn) y, por lo tanto, deben
interpretarse en este contexto.

En segundo lugar, el efecto booster no pudo verificarse en todos los
pacientes del estudio. La prueba de dos pasos y reaccién reforzada para
determinarlo consiste en la administracion de una segunda prueba entre
una y cinco semanas después de una primera prueba falsamente negativa.
La prueba se hace en algunos pacientes en quienes la capacidad para
reaccionar al antigeno de la tuberculina disminuye con el tiempo, lo que da
lugar a una reaccion falsamente negativa (por ejemplo, cuando la infeccién
tuberculosa es muy antigua) (27). Sin embargo, la utilidad de esta prueba ha
sido cuestionada en otros estudios (28).

En tercer lugar, la prueba confirmatoria de QuantiFERON TB™
(considerada la de referencia) no se utilizé en los pacientes que fueron
reactivos en la prueba de tuberculina. La solicitud de esta prueba
confirmatoria no es habitual en la practica clinica de los reumatélogos
colombianos, especialmente porque no esta incluida en el plan basico de
atencién en salud por su alto costo.

En cuarto lugar, no se recolecté la informacion relacionada con el estrato
socioecondmico y las condiciones de hacinamiento de la vivienda de los
pacientes de la cohorte, aspectos estos que se han establecido como
factores de riesgo para el desarrollo de tuberculosis y podrian ofrecer un
contexto adicional desde el punto de vista socioeconémico para estratificar
el riesgo de estos pacientes. Dado que no se tuvo la informacion previa de la
prueba de tuberculina, no es posible hablar de porcentaje de pacientes con
viraje en el resultado, ya que solo se registraron los datos de 9 pacientes del
grupo de positivos y 41 del de negativos.
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Aunque no se incluyeron otras variables Utiles para estratificar el riesgo
(tratamientos farmacoldgicos previos, resultado de prueba de tuberculina
previa, estrato socioeconémico, hacinamiento y contacto epidemioldgico),
estos resultados reflejan una realidad objetiva del impacto de la tuberculosis
latente en pacientes con artritis reumatoide y constituyen la linea de base
para el desarrollo de estudios posteriores que permitan estratificar el riesgo
de desarrollar tuberculosis en pacientes candidatos a terapia bioldgica y, por
consiguiente, minimizar el impacto de esta infeccién en un pais endémico
como el nuestro. Asimismo, los estudios futuros permitirian determinar el
rendimiento operativo de la prueba de tuberculina Vs. el QuantiFERON™ en
pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas, con el fin de disefar e
implementar algoritmos y diagramas de flujo para la adopcion de decisiones
en nuestro contexto clinico.

Por ultimo, los resultados aportan informacion relevante sobre el
comportamiento de la tuberculosis en una cohorte de pacientes con artritis
reumatoide y permitira el disefo, implementacion y optimizaciéon de procesos
de atencién, lo que hoy se dificulta por la escasa informacion disponible. En
conclusion, la gran frecuencia de positividad de la prueba de tuberculina en
estos pacientes reclama estrategias que optimicen la deteccién de dicha
condicion y el inicio oportuno del tratamiento para disminuir el riesgo de
reactivacion de la tuberculosis.
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Articulo original

Efecto de la inmunoterapia con alérgenos
especificos en pacientes pediatricos con asma
atendidos en una institucion de salud de Colombia

Jorge Andrés Puerto, Susana Uribe, Victor Calvo, Ricardo Cardona

Grupo de Alergologia Clinica y Experimental, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia

Introduccioén. El asma es una enfermedad crénica y potencialmente grave. El 80 % de los
casos es de origen alérgico, por lo cual la inmunoterapia especifica con alérgenos es una
alternativa terapéutica que modula el curso natural de la enfermedad.

Obijetivo. Evaluar el impacto de la inmunoterapia en pacientes pediatricos con asma
atendidos en una institucion de salud de Colombia.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional descriptivo con componente
analitico de corte transversal. Se incluyeron 62 pacientes con diagndstico de asma
alérgica sensibilizados a acaros del polvo y en tratamiento, minimo, con seis dosis de
inmunoterapia contra &acaros. El efecto del tratamiento se evalué mediante la escala de
puntuacion del ACT (Asthma Control Test), la escala de tratamiento de la GINA (Global
Initiative for Asthma) y la espirometria.

Resultados. La puntuacion de la prueba ACT antes del inicio de la inmunoterapia,
correspondia a 30 % de pacientes con asma no controlada, 28 % con buen control y 4 %
con asma totalmente controlada. Entre los pacientes con asma no controlada, el 46,7 %
logré un buen control y el 23,3 % alcanzé un control total. En cuanto a la percepcion de los
pacientes sobre la mejoria con la inmunoterapia, el 9,75 % percibié una mejoria menor del
50 %, el 45,2 %, una entre el 50 y el 90 %, en tanto que el 41,9 % refirié una igual o mayor
del 90 %. No se encontraron cambios significativos en los valores del volumen espiratorio
forzado en un segundo (VEF1) en las espirometrias.

Conclusiones. Se observaron cambios significativos en los puntajes del ACT y en la
percepcidn de mejoria de la enfermedad en la poblacién tratada con inmunoterapia
especifica para acaros, es decir, que esta tendria un efecto beneficioso en el curso natural
de la enfermedad

Palabras clave: inmunoterapia; asma; pediatria; acaros; espirometria; rinitis.

Impact of the allergen-specific immunotherapy in pediatric patients with asthma
treated at a health institution in Colombia

Introduction: Asthma is a chronic and potentially serious disease and 80% of the cases
have an allergic etiology. In this sense, allergen-specific immunotherapy is an alternative
that modulates the natural course of the disease.

Obijective: To evaluate the impact of immunotherapy in pediatric asthma patients treated at
a health institution in Colombia.

Materials and methods: We conducted an observational descriptive study with an
analytical cross-sectional component. Sixty-two patients diagnosed with allergic asthma
sensitized to dust mites and treated with at least 6 doses of mite immunotherapy were
included. We assessed the impact of immunotherapy using the Asthma Control Test (ACT),
the Global Initiative for Asthma (GINA) treatment scale, and spirometry values.

Results: The ACT score before the start reported 30% of patients with uncontrolled
asthma, 28% with good control, and 4% with totally controlled asthma. Of the patients with
uncontrolled asthma, 46.7% achieved good control and 23.3% total control. Regarding
patients’ perception of improvement with the immunotherapy, 9.75% perceived a response
of less than 50%, 45.2% one between 50% -90%, and 41.9% reported response equal to or
greater than 90%. No significant changes in FEV1 values were found in spirometry.
Conclusions: Significant changes in the ACT scores and the perception of disease
improvement were observed in the population evaluated with specific mite immunotherapy,
i.e., it had a positive impact on the natural course of the disease.

Keywords: Immunotherapy; asthma; pediatrics; mites; spirometry; rhinitis.
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El asma es un problema de salud mundial, una enfermedad crénica
y potencialmente grave que afecta, aproximadamente, a 300 millones de
personas de todas las edades, paises y grupos étnicos (1). En Colombia, la
prevalencia aumentod del 10 % en el 2004 (2) al 12,1 % en el 2010 (3).

Sus sintomas incluyen disnea, tos, opresion en el pecho y sibilancias
asociadas con disminucién del flujo de aire espiratorio con reversibilidad
en la espirometria previa al uso de broncodilatadores y la posterior (4).
Hay diferentes factores asociados con el desarrollo de la enfermedad y
su variabilidad en el tiempo y segun la poblacion, entre ellos, los factores
genéticos que, sin embargo, por si solos no son determinantes (5).

La atopia se reconoce como el principal factor de riesgo no modificable para
el desarrollo del asma. Se estima que entre el 60 y el 80 % de los pacientes
asmaticos puede tener una sensibilizacién mediada por la inmunoglobulina
E (IgE) a alguna sustancia del medio ambiente, lo cual sugiere una fuerte
relacion entre dicha sensibilizacién y el desarrollo de la enfermedad (6).

Esta reaccién inflamatoria mediada por IgE de tipo 2 es crucial en el
asma alérgica (7), por lo que la inmunoterapia con extracto alergénico es la
Unica que modifica el curso natural de la enfermedad, cambiando la reaccidn
inflamatoria a una mediada por Th1 (8), con lo que se logra una mejoria
clinica duradera hasta en el 70 % de los pacientes tratados, porcentaje que
varia segun el érgano afectado y el extracto de alérgeno utilizado (9).

En Colombia, ya se hizo un estudio para evaluar el impacto de la
inmunoterapia en pacientes con asma alérgica, sin embargo, al afo de
seguimiento hubo limitaciones debido al reducido tamafo de la muestra (10).
En este contexto, en este estudio se evalud el impacto de la inmunoterapia
subcutanea en una muestra de pacientes pediatricos con asma atendidos en
un servicio hospitalario de referencia en alergologia.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio observacional descriptivo con componente analitico de
corte transversal. Se reclutaron 62 pacientes del proyecto Research About
Tropical Trends in Asthma (RATTA) (11) llevado a cabo en el 2016, el cual
incluyé 150 pacientes de Medellin con edades entre los 6 y los 17 afios y
diagnéstico clinico de asma basado en la escala de la Global Initiative for
Asthma, (GINA) (4) y confirmado mediante espirometria antes y después de
usar el broncodilatador.

El estudio buscaba hacer una caracterizacion clinica y sociodemografica
de los pacientes con asma y de los factores asociados con la enfermedad,
como la cuantificacion de IgE y la sensibilizacion a alérgenos. Dicho
estudio se continué para determinar cudles de estos pacientes recibian
inmunoterapia y cual era su impacto en la enfermedad, por lo que la
seleccién de los pacientes obedecio a la conveniencia clinica (12).

Se hizo un analisis retrospectivo de las historias clinicas de los
participantes en el proyecto RATTA,; los criterios de inclusion fueron el haber
recibido, por lo menos, seis dosis de inmunoterapia con extracto de dos
acaros (Dermatophagoides farinae y Dermatophagoides pteronyssinus)
de polvo doméstico (House Dust Mite, HDM) o de tres (D. farinae, D.
pteronyssinus y Blomia tropicalis), administradas por via subcutanea.
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Figura 1. Estudio RATTA (Research About Tropical Trends in Asthma)

Se usaron extractos alergénicos polimerizados inyectables (Alxoid®) o
extractos alergénicos glicerinados por via sublingual (Oraltek®), ambos de
Inmunotek. Para la evaluacion de las historias clinicas, se usé el Asthma
Control TestTM (ACT) en la version pediatrica para los pacientes de 4 a 11
anos de edad.

Este consiste en cinco preguntas relacionadas con la frecuencia de los
sintomas asmaticos (sibilancias, tos nocturna y diurna, tos con la actividad
fisica, despertares nocturnos) y el uso de medicacion de rescate requerida
por el paciente en las cuatro semanas previas; un puntaje de 25 corresponde
al asma totalmente controlada, uno entre 20 y 16, a la bien controlada, y uno
de 5 a 15, a la no controlada (13).

La puntuacion en la escala de tratamiento de la GINA evalida la
medicacion necesaria para el control del asma y clasifica a los pacientes
en cinco grados con un puntaje de 1 a 5. Los grados 1 y 2 corresponden
a pacientes con medicacion para controlar el asma leve y, el grado
5, a aquellos que necesitan medicamento para el asma grave. Los
datos obtenidos de las historias antes de empezar la inmunoterapia se
superpusieron a los de las escalas y asi se asigné el puntaje en el ACT
y el grado de tratamiento de la GINA, segun lo explicado. Los pacientes
seleccionados debian tener datos de espirometria previos a la inmunoterapia.

El estudio RATTA (Research about Tropical Trends in Asthma) contd con
150 pacientes. Se hizo una revision de las historias clinicas que cumplian
con los criterios establecidos; se encontraron 86 historias evaluables, de
las cuales 24 no tenian datos de espirometria ni nimero minimo de dosis
deinmunoterapia. Es decir, 62 cumplian con los criterios mencionados y
eran evaluables (figura 1), por lo que se les invité a formar parte del estudio
mediante llamadas telefénicas y se evalud su estado de salud en el momento
del estudio. Se excluyeron los pacientes con otras enfermedades pulmonares
y quienes no cumplian con los requisitos mencionados. Se excluyeron los
pacientes con otras enfermedades pulmonares y quienes no cumplian con los
requisitos mencionados. A todos los participantes se les explicaron los riesgos
y beneficios, se les pidié el consentimiento informado y sus respuestas al
cuestionario modificado y abreviado del Departamento Administrativo Nacional
de Estadisticas (DANE) para obtener informacion sobre las condiciones de la
vivienda y la interaccién con factores como el tabaquismo. Se midié la talla, el
peso y se calculd el indice de masa corporal (IMC).

La evaluacion y clasificacion de la rinitis se hizo segun la puntuacion
de la Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA) (14). La reaccion a
la inmunoterapia se evalud con base en los puntajes del ACT y la escala
de tratamiento de la GINA y los resultados de la espirometria previos a su
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inicio y en el momento de la evaluacion clinica del estudio para determinar
el nimero de dosis que llevaban hasta ese momento. Se les pregunto por
su percepcion de la reaccion a la inmunoterapia mediante una escala visual
analoga y se clasificaron como, sin mejoria, cuando el puntaje era menor del
50 %, como mejoria parcial, cuando era del 50 al 90 % y, como mejoria total,
cuando era de mas del 90 %.

Se evalud el efecto de la inmunoterapia especifica con alérgenos,
teniendo en cuenta la variable del tiempo para un minimo de seis dosis y un
maximo de 54 dosis. El efecto positivo de la inmunoterapia se definié como
un aumento en el puntaje del ACT y una disminucién en el grado de la GINA
entre el momento de evaluacion del paciente y lo registrado en la historia
clinica antes de iniciar la inmunoterapia. El efecto negativo se determiné
cuando no se registré ningun cambio en el puntaje del ACT o el grado de la
GINA o cuando hubo una disminucién en el puntaje del ACT y un aumento en
el grado de la GINA.

Por ultimo, la espirometria previa al broncodilatador y la posterior
estuvieron a cargo de personal entrenado utilizando un espirémetro Easy
on-PC™ previamente calibrado y con un equipo capaz de definir los valores
de limite inferior de normalidad y los parametros del estudio PLATINO
(Suramérica). Todos los datos se consignaron en la historia clinica del
paciente. La recoleccién de datos, el analisis de las historias clinicas que
cumplian con los criterios de inclusion y las pruebas, se realizaron entre
mayo del 2018 y enero del 2020.

Este estudio fue aprobado por el comité de ética de la IPS Universitaria,
sede Medellin, en el 2018, y se ajusta a las normas éticas estipuladas en
la Declaracién de Helsinki, ademas de las de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Proteccion
Social. Dado que los procedimientos hacen parte de la evaluacion
clinica rutinaria, el estudio no representd un riesgo adicional al que tiene
comunmente un paciente que asiste a la consulta de alergologia clinica.

Plan de anadlisis estadistico

Para el analisis descriptivo de los aspectos sociodemograficos y clinicos
de los pacientes, se utilizaron distribuciones absolutas y relativas, e
indicadores de resumen como la media aritmética, la desviacion estandar,
y valores minimos y maximos. Se establecio el criterio de normalidad de
algunas variables mediante la prueba de Shapiro-Francia.

Para evaluar el impacto de la inmunoterapia por medio de la puntuacién
del ACT, de los grados de la GINA y de la espirometria previa y la posterior
al broncodilatador, se utilizé la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
complementada con el tamafio de efecto del coeficiente de correlacion
biserial, antes y después de la inmunoterapia.

Para evaluar la decisidn clinica basada en el ACT, se utiliz la prueba de
McNemar-Bowker; se considerd estadisticamente significativo un valor de
p<0,05.

En cuanto a la relacion de las condiciones de la inmunoterapia segun
la mejoria del paciente después de aplicarla, se utilizé la prueba de ji al
cuadrado de independencia de la razén de verosimilitud, y la fuerza de
asociacion se evalué con base en la razén de proporcion (RP), con sus
respectivos intervalos de confianza del 95 % (1C95%).
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Resultados
Aspectos sociodemograficos

De los 62 asmaticos incluidos, 74 % eran hombres y 25 % eran mujeres; y
la edad promedio fue de 11,3+2,8 afios, con un rango entre 6 y 16. El 96,8 %
de los participantes vivia en zonas urbanas y el 3,2 % en zonas rurales. En
cuanto al IMC, se observé que el 78,3 % de los pacientes estaba en los rangos
de la normalidad, el 6,7 % tenia bajo peso y, el 15,0 %, sobrepeso; no se
encontraron pacientes con obesidad. Solo el 16,7 % de los pacientes informd
convivir con fumadores.

Aspectos clinicos de los pacientes pediatricos tratados con
inmunoterapia

El 96,8 % de los pacientes sufria rinitis asociada con el asma, el 27,4 %, de
dermatitis atdpica, y el 61,3 %, de conjuntivitis alérgica. El promedio de edad
al inicio de los sintomas respiratorios era de 1,7 afos, y habia antecedente de
bronquiolitis en 27,4 % de ellos, definida esta como la presencia de sibilancias
antes de los tres afos; en el andlisis de este subgrupo de pacientes, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Al inicio de la inmunoterapia, la sensibilizacién predominante fue con
D. pteronyssinus y D. farinae, en ambos casos con el 93,6 %, seguida por
sensibilizacion con B. tropicalis en el 58, 1 %. El 62,9 % de los pacientes
estaba en inmunoterapia con dos alérgenos y el 33,9 % con tres, en tanto
que el 3,2 % habia comenzado con dos y habia cambiado a tres alérgenos
después de las primeras seis dosis. La via subcutanea se empleaba en
el 90,3 % de los casos, y dos de los pacientes evaluados habian iniciado
con administracién sublingual y pasaron a la subcutanea en el curso de la
aplicacion de las seis primeras dosis.

Se evalud la percepcion de la la mejoria con la inmunoterapia en un rango
de 0 a 100 %, usando la escala visual analoga: 0 % correspondia a ausencia
de mejoria y 100% a una completa mejoria de los sintomas bronquiales. Se
encontré que el 9,75 % (n=6) de los pacientes tuvo una mejoria por debajo
del 50 %, el 48,4 % (n=30), una entre el 50 y el 80 %, y la mejoria en el 41,9
% (n=26) de los pacientes fue igual o mayor del 90 %. El promedio de dosis
de inmunoterapia recibidas hasta el momento de la evaluacion fue de 28 +
12,5, con un rango entre 6 y 54.

Efecto de la inmunoterapia segun el ACT, la GINA y la espirometria

Al evaluar el efecto clinico de la inmunoterapia en el puntaje del ACT, se
encontrd que, antes de iniciarla, 30 pacientes tenian asma no controlada,
28 tenian un buen control y en 4 pacientes la enfermedad estaba totalmente
controlada. El 30,0 % (n=9) de los 30 pacientes con asma no controlada
continud en esta condicion después de la inmunoterapia, el 46,7 % (n=14) logré
un buen control y el 23,3 % (n=7) alcanzd un control total de la enfermedad.

El 10,7 % (n=3) de los 28 pacientes con buen control del asma
empeoraron después de la inmunoterapia segun el puntaje del ACT, que los
calificaba con asma no controlada, el 42,9 % (n=12) continué con un buen
control, en tanto que el 46,4 % (n=13) logrd un control total del asma.
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Cuando se evaluo a los cuatro pacientes que tenian un control total
del asma al inicio, se encontrdé que ninguno de ellos presentd asma no
controlada, en tanto que el puntaje del ACT del 50 % (n=2) disminuyd y
llegaron a un buen control, y el 50 % (n=2) continué con un control total.

El 19,4 % (n=12) de los 62 pacientes evaluados después del tratamiento
con inmunoterapia, tuvo puntajes del ACT correspondientes a asma no
controlada, el 45,2 % (n=28) logré un buen control del asma y el 35,5 % (n=22)
alcanzé un puntaje de 25, es decir, un control total del asma (cuadro 1). Estos
resultados fueron estadisticamente significativos (p=0,00006) (figura 2A).

Efecto de la inmunoterapia en el puntaje del ACT segun subgrupos

Se hizo un analisis por subgrupos con base en el nimero de dosis de
inmunoterapia recibidas hasta el momento de la evaluacion, siguiendo criterios
establecidos en la literatura especializada que sugieren que la respuesta
clinica a mejoria clinica con la inmunoterapia se aprecia principalmente entre
las 12 y las 18 dosis (15). Los pacientes se agruparon en aquellos con menos
de 18 dosis y aquellos con mas de 18 dosis.

Cuadro 1. Efecto de la inmunoterapia segun la puntuacion del ACT

Después del tratamiento con inmunoterapia

Puntuacion del ACT Antes de la inmunoterapia Asma no controlada Buen control del asma Control total del asma

(McNemar-Bowker; n (%) n (%) n (%)

=0,096 i 4 i - 4 i 4 i 4
p 18nc:g/3|s Mas d:(l/i:)dosm d60;8s Ma:odsties18 6-18 dosis Ma:oc:iesw 6-18 dosis Ma:oc:iesw
Asma no controlada 9 (100) 21 (100) 2 (22,2) 7 (23,3) 4 (44,4) 10 (476) 3(33,3) 4 (19)
Buen control del asma 11 (100) 17 (100) 2(18,2) 1(5,9) 4 (36,4) 8 (471) 5(45,5) 8 (47,1)
Control total del asma 1 (100) 3 (100) 0 (0,0 0 (0,0) 1 (100) 1(33,3) 0 (0) 2 (66,7)
Total 21 (100) 41 (100) 4 (19) 8 (19,5) 9 (42,9) 19 (46,3) 8(38,1) 14 (34,1)

A.

Antes Después

Paso GINA

B o- L Prusba de los ranges con signo de Wilcaxon
b p: < 0.001

Figura 2. Efecto de la inmunoterapia segun: A. el puntaje del ACT y B. el de la GINA
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Efecto de la inmunoterapia en la condicion clinica segun el ACT en
pacientes con 6 a 18 dosis

Un total de 21 pacientes habia recibido menos de 18 dosis hasta el momento
de la evaluacion. De ellos, nueve tenian diagndstico de asma no controlada
segun el ACT vy, de estos, el 22,2 % (n=2) mantenia esta condicion en el
momento de evaluar la inmunoterapia, el 44,4 % (n=4) logré un buen control del
asma y el 33,3 % (n=3) tuvo puntajes indicativos de un control total del asma.

Se encontrd que 11 de los 21 pacientes tenian un buen control del asma
antes de iniciar la inmunoterapia y, de ellos, el 18,2 % (n=2) presentaba asma
no controlada en el momento de evaluar la inmunoterapia, 36,4 % (n=4)
continuaba teniendo un buen control del asma y un 45,5 % (n=5) logro el
control total.

Un solo paciente con menos de 18 dosis de inmunoterapia tenia control
total de asma antes de iniciarla y, en el momento de la evaluacién, tuvo
puntajes del ACT que indicaban un buen control del asma.

El 19 % (n=4) de los 21 pacientes con menos de 18 dosis no logro el
control del asma segun los puntajes del ACT en el momento de la evaluacién
de la inmunoterapia, el 42,9 % (n=9) tuvo un buen control y el 38,1 % (n=8),
un control total del asma. Estos resultados no fueron estadisticamente
significativos (p=0,096) (cuadro 1).

Efecto de la inmunoterapia segun la puntuacion del ACT en pacientes
con mas de 18 dosis

De los 62 pacientes del estudio, 41 habian recibido mas de 18 dosis hasta
el momento de la evaluacion, 21 de ellos con asma no controlada. De estos
21, el 23,3 % (n=7) continuaba en la misma condicién en el momento de
la evaluacion, el 47,6 % (n=10) alcanzé un buen control del asmay el 19 %
(n=4) logré su control total.

Del grupo de 41, en 17 pacientes con un buen control del asma segun el
puntaje del ACT previo a la inmunoterapia, en el momento de la evaluacion,
se encontrd que: en 5,9 % (n=1), disminuyeron los puntajes del ACT y el
asma se consideré como no controlada; en 47,1 % (n=8), continué el buen
control del asma, y en 47,1 % (n=8), se logré el control total del asma.

De los 41 pacientes evaluados en este subgrupo, el 19,5 % (n=8) tenia
asma no controlada en el momento de la evaluacion, el 46,3 % (n=19) un
buen control de la enfermedad y el 34,1 % (n=14) alcanzé el control total
del asma. Los resultados fueron estadisticamente significativos (p= 0,001)
(cuadro 1).

Efecto clinico de la inmunoterapia segtn el puntaje de resultados
terapéuticos de la GINA

Al evaluar el tratamiento para el asma segun el grado de la GINA, se
encontré que ningun paciente se encontraba en el paso 1 de tratamiento,
19,4 % (n=12) estaba en el paso 2, el 46,8 % (n=29) en el paso 3, el 33,8 %
(n=21) en el paso 4 y ningun paciente estaba en el paso 5. En la evaluacion
posterior al inicio de la inmunoterapia, el 3,22 % (n=2) no recibia ningun
medicamento para el asma, el 22,6 % (n=14) estaba en el paso 1, el 45,2 %
(n=28) en el paso 2, el 22,6 % (n=14) en el paso 3, el 4,8 % (n=3) en el paso
4yel1,6 % (n=1) en el paso 5 (cuadro 2). Se observé que antes del inicio de
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la inmunoterapia la mayoria de los pacientes evaluados (80,6 %) estaba en
los pasos 3 y 4 de gradacion de la GINA, y en el momento de la evaluacion
posterior, la mayoria (67,6 %) estaba en los pasos 1, 2 y 3. Estos resultados
fueron estadisticamente significativos (p=0,001) (figura 2B).

Efecto de la inmunoterapia segtin la espirometria antes y después del
uso de broncodilatador

Segun el volumen espiratorio forzado en un segundo (VEF1) y el
porcentual, la mediana de los valores anteriores al uso de los agonistas beta-
2 antes de la inmunoterapia era de 1,52 L y, después, de 1,87 L, con un valor
de p<0,0001 y un tamafo de efecto de -0,34 (-0,48 a -0,17). Los valores del
VEF1 posteriores al uso de los agonistas beta-2 fueron de 1,66 L antes del
inicio de la inmunoterapia y, después, de 1,87 L, con un valor de p=0,0005 y
un tamafo de efecto de -0,28 (-0,43 a -0,11). Al evaluar los valores de VEF1
porcentual antes y después de la inmunoterapia, no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas y los tamafios del efecto fueron casi nulos.

El cambio en el VEF1 tanto porcentual como numeérico (litros) después de
la inmunoterapia no fue estadisticamente significativo al compararlo con los
valores previos (cuadro 3).

Evaluacion del efecto de la inmunoterapia en la poblacion de estudio

Esta evaluacion tuvo en cuenta dos variables: el puntaje del ACT y el
grado de la GINA. El 79 % (n=49) de los pacientes mostré mejoria después
de la inmunoterapia segun la puntuacién del ACT y el grado de la GINA,
es decir, esta tuvo un impacto positivo. En la evaluacién por subgrupos, los
menores de 10 afios no presentaron cambios significativos en los puntajes
comparados con los mayores de 10 afos. En cuanto a las comorbilidades,
el 80 % de los pacientes con rinitis registraron mejoria en el puntaje del ACT
y el grado de la GINA, como también sucedié en el 76,5 % de aquellos con
dermatitis atdpica y en el 79,8 % de aquellos con conjuntivitis. El 72,2 % de
los pacientes sensibilizados con B. tropicalis y un 81 % de los sensibilizados
con D. pteronyssinus presentaron mejores puntajes en el ACT y la GINA, y
aunque el porcentaje de cambio en ambos casos fue menor en los pacientes
sensibilizados con B. tropicalis frente a los sensibilizados con D. pteronyssinus,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (cuadro 4).

Cuadro 2. Efecto de la inmunoterapia segun el escalén terapéutico de la estrategia de la GINA

Escaldn terapéutico Antes de la Después del tratamiento con inmunoterapia

estrategia de la GINA inmunoterapia Paso0 Paso1 Paso2 Paso3 Paso4 Paso5
(p<0,001) n (%) n(%) n(%) n (%) n(%) n(%) n(%)
Paso 2 12 (100) 0(0,00 5(41,7) 3(250) 4(333)0 (0,00 0(0,0)
Paso 3 29 (100) 2(6,9) 6(20,7) 13(44,8) 7(24,1)0 (0,0) 1(3,4)
Paso 4 21 (100) 0(0,0) 3(14,3) 12(571) 3(14,3) 3(14,3) 0(0,0)
Total 62 (100) 2(3,2) 14 (22,6) 28 (45,2) 14(22,6) 3 (4,8) 1(1,6)

Cuadro 3. Efecto de la inmunoterapia segun la espirometria previa y posterior al
uso de broncodilatador

Antes Después Tamano del efecto

Me(Rl)  Me (RI) P rbis (1.C. 95%)
VEF, previo (L) 1,52 (0,70) 1,87 (1,07) <0,0001 -0,34 (-0,48 a -0,17)
VEF, posterior (L) 1,66 (0.64) 1,87 (1.13) 0,0005 -0,28 (-0,43 a -0,11)
VEF, previo % 96 (15) 96 (19) 0,8393 0,01 (-0,17 a 0,19)
VEF, posterior % 99 (16) 98,5(17)  0,8022 0,07 (-0,11 a 0,24)

% cambio en el VEF, 35 (9) 45 (10)  0,7862 0,04 (-0,14 a 0,22)

Me: mediana; RI: rango Intercuartilico; rbis: correlacion biserial
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Cuadro 4. Evaluacion del efecto de la inmunoterapia en poblacion pediatrica con diagndstico de asma

Impacto de la inmunoterapia

Variables Efecto positivo Efecto negativo p RP(IC,,)
(%) (%)
Sexo Hombres 38 (82,6) 8 (174) 0,255 1,20 (0,84 a 1,71)
Mujeres 11 (68,8) 5(81,3)
Grupo de edad (afios) <10 20 (76,9) 6 (23,1) 0,730 0,95 (0,73 a 1,24)
>10 29 (80,6) 7 (19,4)
Estrato econémico Bajo 16 (76,2) 5(283,8) 0,696 0,95 (0,71 a 1,26)
Medio-alto 33 (80,5) 8(19,5)
Rinitis Si 48 (80,0) 12 (20,0) 0,355 1,60 (0,40 a 6,43)
No 1 (50,0) 1 (50,0)
Dermatitis Si 13 (76,5) 4(23,5) 0,763 0,96 (0,71 a 1,29)
No 36 (80,0) 9 (20,0)
Conjuntivitis Si 30 (78,9) 8 (21,1) 0,984 0,99 (0,77 a 1,30)
19 (79,2) 5(20,8)
Sensibilizacién con B. Si 26 (72,2) 10 (27,8) 0,111 0,82 (0,64 a 1,04)
tropicalis No 23 (88,5) 3(11,5)
Sensibilizacion con D. Si 46 (79,3) 12 (20,7) 0,841 1,06 (0,59 a 1,89)
farinae No 3 (75,0) 1(25,0)
Sensibilizacion con D. Si 47 (81,0) 11 (19,0) 0,181 1,62 (0,60 a 4,35)
pteronyssinus No 2 (50,0) 2 (50,0)
Tipo de inmunoterapia Con dos alérgenos 32 (82,1) 7 (17,9) 0,592 1,07 (0,81 a 1,43)
Con tres alérgenos 16 (76,2) 5(23,8)
Discusion

Las personas con asma alérgica a los acaros del polvo doméstico, uno de
los alérgenos mas comunes involucrados en esta enfermedad (16), presentan
exacerbaciones recurrentes, aumento de la gravedad y disminucion de la
funcién pulmonar. La inmunoterapia con alérgenos especificos es la unica
que ha demostrado eficacia en la modulacién persistente del curso natural
de esta enfermedad, por lo cual se recomienda en varias guias para tratar el
asma alérgica (4).

En el presente estudio se seleccionaron 62 participantes que cumplian
con los criterios de seleccion entre los 150 pacientes del estudio RATTA.
La seleccidn se hizo por conveniencia (12) porque se apuntaba mas a una
inferencia cientifica que a una de representatividad poblacional estadistica;
por ello, los participantes debian cumplir con criterios muy especificos para
garantizar la calidad de la informacion obtenida. Los resultados se basaron en
tres elementos de verificacion principales: el puntaje del ACT, el grado de la
GINA y los cambios del VEF1 en la espirometria, ademas de la evaluacion de
la percepcion de los pacientes con respecto a la mejoria mediante una escala
visual andloga. La combinacién del puntaje del ACT y el grado de la GINA
buscé determinar el efecto de la inmunoterapia y los andlisis de subgrupos se
orientaron a delimitar el numero de dosis de inmunoterapia hasta el momento
de la evaluacion presencial, ya que este varia en un rango amplio entre 6 y
54 dosis, como ya se mencion6 en la metodologia.

La division en dos grupos se basé en lo establecido en la literatura, es decir,
el nimero de dosis con el que se espera una mejoria clinica es de 12 a 18. De
los 62 pacientes evaluados, 30 tenian asma no controlada antes del inicio de la
inmunoterapia, 7 (23,3 %) habian logrado un control total de la enfermedad en
el momento de la evaluacion, y 10 (47,6), un buen control. De los 28 pacientes
con buen control del asma, 12 (42,9 %) continuaron teniéndolo y 13 lograron
un control total de la enfermedad. Es decir, 50 pacientes de los 62 evaluados
tenian un buen control o control total del asma en el momento de la evaluacion.
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Los resultados fueron estadisticamente significativos y hubo una mejoria
de el puntaje del ACT. Al evaluar los subgrupos segun el nimero de dosis de
inmunoterapia (hasta 18 dosis y mas de 18 dosis), se encontraron diferencias
importantes también con los puntajes del ACT, con una tendencia al buen
control o control total del asma en el momento de la evaluacion. Estos datos
no alcanzaron una significacion estadistica en el subgrupo de hasta 18 dosis.
Sin embargo, debe aclararse que el tamafno de la muestra en este subgrupo
(n=22) era pequefio, lo que pudo ocasionar que no se lograran valores de
p significativos, ello sin menospreciar la mejoria importante de los datos
obtenidos en el subgrupo con mas de 18 dosis de inmunoterapia.

Al evaluar segun la gradacion de la GINA, se encontré que, antes de
la inmunoterapia, el 80 % de los pacientes se encontraba en los grados 3
0 4 de la GINA y que, en la evaluacion posterior, el 67,7 % se encontraba
en los grados 3 0 4 y solo uno (4,8 %) estaba en el grado 4. Estos datos
fueron estadisticamente significativos (p=0,001). Se presentaron cambios
importantes en el porcentaje de pacientes con un resultado terapéutico
de grado 3 (46,8 a 22,6 %) o de grado 4 (33,8 a 4,8 %) (figura 2), y que
avanzaron a los grados 1y 2. Estos cambios en la gradacion del tratamiento
segun la GINA antes y después de la inmunoterapia, se reflejaron en la
disminucién del numero de medicamentos y las dosis utilizadas para controlar
el asma, lo que se correlaciona con la mejoria en el puntaje del ACT en
cuanto a la sintomatologia.

Estos resultados son similares a los de otros estudios, por ejemplo, el
metanalisis de Abramson, et al., en el cual se analizaron 42 estudios clinicos
aleatorizados sobre la inmunoterapia subcutanea contra los acaros del polvo
casero. Se encontré que este tratamiento redujo los sintomas del asma 'y
disminuyd la hiperreactividad bronquial (17). En la revision sistematica de
Dhami, et al., que incluyd 51 estudios sobre las inmunoterapias subcutanea
y sublingual en nifios y adultos, se encontrd que estos tratamientos pueden
reducir en forma significativa el puntaje en las escalas de sintomas a corto
plazo y sin producir reacciones adversas graves, en el asma alérgica inducida
por acaros del polvo doméstico (18).

Cuando se evaluo el efecto de la inmunoterapia combinando la puntuacién
del ACT y la gradacion de la GINA, el 79 % (n=49) de los pacientes evidencio
mejoria, lo que se considera como un impacto positivo. Este resultado no se
vio influenciado por condiciones como la edad, las comorbilidades asociadas
o las condiciones sociodemogréficas. En general, hubo una correlacion de
este efecto positivo determinado de manera objetiva con los datos sobre la
percepcion de la efectividad de la inmunoterapia clasificada por los pacientes
mediante la escala visual analoga, pues el 45,2 % (n=28) respondid que
entre 50y 80 %, y el 41,9 % (n=26) respondié que igual o mayor de 90
%. Por lo tanto, hubo una correlacién con el porcentaje de pacientes que
mostraron mejoria en los puntajes, lo que permite pensar que los resultados
obtenidos mostraron un efecto en general positivo objetivado mediante el
puntaje del ACT y la gradacion de la GINA. No se encontraron cambios
estadisticamente significativos en los valores de VEF1 previos y posteriores
al uso de broncodilatadores y antes de iniciar la inmunoterapia, comparados
con los registrados en el momento de la evaluacion. Asimismo, se observo
que los valores porcentuales del VEF1, previos y posteriores, se mantuvieron
estables en los dos momentos de la inmunoterapia.
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El porcentaje de sensibilizacion a los acaros del polvo casero fue de mas
del 90 % con D. farinae y D. pteronyssinus, lo que coincide con lo reportado
en la literatura mundial (19). Ademas, el 60 % de los pacientes presento
sensibilizacion a B. tropicalis, 1o que es alto comparado con lo reportado en
estudios como el de Sanchez, et al., en el cual el 39 % de los participantes
mostraron sensibilizacion a este alérgeno (20). Solo 33 % de los pacientes
pediatricos en el presente estudio estaba recibiendo inmunoterapia con
extracto de tres alérgenos, el otro 62 % recibia extracto con dos alérgenos.
Se cree que esta prevalencia en la sensibilizacion comparada con la de otros
paises europeos o norteamericanos es mas alta en Colombia por ser un pais
situado en el tropico (21).

En comparacion con otros estudios, el presente es uno de los que mas
pacientes pediatricos ha evaluado (18). Por otra parte, en el estudio de
Yepes, et al., se evalug el efecto de la inmunoterapia con D. farinae y D.
pteronyssinus sobre la calidad de vida de pacientes con rinitis y asma alérgica
en una muestra colombiana mediante dos encuestas validadas. Al afio de
seguimiento, se observé que un porcentaje considerable presentaba cambios
positivos en términos de calidad de vida, aunque no se evaluaron los cambios
en los puntajes de resultados terapéuticos. Este estudio, sin embargo, tuvo la
limitacion de contar con una reducida muestra de pacientes (10).

En cuanto a nuestro estudio, las limitaciones incluyeron el nimero de
pacientes, aunque ya se menciono este apuntaba mas a una inferencia
cientifica que a una inferencia estadistica de representatividad poblacional.
Ademas, tampoco hubo un grupo de control para determinar el efecto de la
inmunoterapia en el asma, y fue amplio el rango de las dosis empleadas hasta
el momento de la evaluacion. Por ultimo, en futuros trabajos de este mismo
tipo, seria importante usar otras escalas diferentes a la del ACT y la GINA,
pues la inmunoterapia subcutanea no solo impacta en la sintomatologia, sino
en la calidad de vida, la disminucion del uso de medicamentos, etc.

La inmunoterapia especifica con alérgenos sigue siendo un tratamiento
relevante que permite disminuir el uso de medicamentos y el nimero de
exacerbaciones en pacientes con asma alérgica. En la poblacién pediatrica
ha demostrado tener un efecto positivo y estadisticamente significativo, con
una mejoria cercana al 60 %. No se logré evidenciar un efecto importante
en la mejoria de los valores del VEF1 en la espirometria asociados con la
inmunoterapia. Sin embargo, debe recordarse que, para que un paciente
pueda iniciarla, debe tener una espirometria con un VEF1 minimo de mas del
70 %. Ademas, se ha establecido, la relevancia de los acaros del polvo casero
como fuente de exacerbacion de la enfermedad. En el presente estudio, se
pudo evidenciar un efecto positivo, segun la escala del ACT y la de resultados
terapéuticos de la GINA.
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Introduccidn. En la actualidad, la diabetes mellitus representa una de las condiciones
médicas que complica el embarazo con mayor frecuencia, lo que afecta el crecimiento y el
desarrollo fetal.

Obijetivo. Determinar las malformaciones esqueléticas y alteraciones en el crecimiento en
fetos de ratas Wistar diabéticas.

Materiales y métodos. Se utilizé6 un modelo de diabetes moderada inducida
neonatalmente con estreptozotocina (STZ 100 mg/kg de peso corporal, por via
subcutanea) en ratas Wistar. En la adultez, las ratas sanas y diabéticas se aparearon con
machos sanos de la misma edad y cepa. El dia 20 de gestacion se practicé la cesarea
bajo anestesia. Se extrajeron los fetos, se pesaron y clasificaron como pequefios (PAG),
adecuados (AEG) o grandes (GEG) para la edad gestacional. Los fetos seleccionados se
procesaron para el analisis de anomalias esqueléticas y sitios de osificacion.

Resultados. En la descendencia de las ratas diabéticas, hubo un mayor porcentaje de
fetos clasificados como pequenos o grandes y un menor porcentaje de fetos con peso
adecuado; el promedio de peso fetal fue menor y habia menos sitios de osificacién. Se
observaron alteraciones en la osificacion de craneo, esternén, columna vertebral, costillas
y extremidades anteriores y posteriores; y también, hubo una correlacion directa entre el
peso y el grado de osificacion fetal.

Hubo malformaciones congénitas asociadas con la fusion y bifurcacién de las costillas, asi
como cambios indicativos de hidrocefalia, como la forma de domo del craneo, una amplia
distancia entre los parietales y la anchura de las fontanelas anterior y posterior.
Conclusiodn. La diabetes moderada durante la gestacién altera el crecimiento y el
desarrollo fetal, que se ve afectado tanto por macrosomia y la restriccién del crecimiento
intrauterino como por malformaciones esqueléticas.

Palabras clave: diabetes mellitus experimental; teratogénesis; anomalias congénitas;
macrosomia fetal; restriccion del crecimiento fetal.

Skeletal malformations and growth disturbances in fetuses of mild diabetic rats

Introduction: Currently, diabetes mellitus represents one of the medical conditions that
more frequently complicates pregnancy affecting the fetus’s growth and development.
Objective: To determine the skeletal malformations and growth alterations in fetuses of
diabetic Wistar rats.

Materials and methods: We used a neonatally streptozotocin-induced mild diabetes
model (STZ 100 mg/kg body weight - subcutaneously) in Wistar rats. In adulthood, healthy
and diabetic rats were mated with healthy males of the same age and strain. On day 20 of
gestation, a cesarean was performed under anesthesia. Fetuses were removed, weighed,
and classified as small (SPA), adequate (APA), and large (LPA) for the gestational age.
Selected fetuses were processed for skeletal anomaly and ossification sites analysis.
Results: In the offspring of diabetic rats, there was a higher percentage of fetuses classified
as small or large and a lower percentage of fetuses with adequate weight; the fetal weight
mean was lower and there were fewer sites of ossification.

Alterations were observed in the ossification of the skull, sternum, spine, ribs and fore and hind
limbs; and also, there was a direct correlation between fetal weight and ossification degree
There were congenital malformations associated with fusion and bifurcation of the ribs, as
well as changes indicative of hydrocephaly, such as the dome shape of the skull, a wide
distance between parietals, and the width of the anterior and posterior fontanels.
Conclusion: Moderate diabetes during pregnancy alters fetal growth and development with
macrosomia and intrauterine growth restriction, as well as skeletal malformations.

Keywords: Diabetes mellitus, experimental; teratogenesis; congenital abnormalities; fetal
macrosomia; fetal growth retardation.
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Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la diabetes se define
como una enfermedad crénica grave que se desencadena cuando el pancreas
no produce suficiente insulina o cuando el organismo no puede utilizar
eficazmente la insulina que produce. La enfermedad se considera un problema
de salud a nivel mundial debido a su gran incidencia y prevalencia (1). En 2019,
se reportaron en el mundo 463 millones de personas adultas con diabetes
mellitus y se estima que para el 2030 esta cifra aumentara a 578 millones (2).

La diabetes representa una de las condiciones médicas que con
mayor frecuencia complica el embarazo. Las alteraciones en el control
de la glucemia afectan a una de cada seis mujeres gestantes (2,3). En el
2019, mas de 20 millones de nacidos vivos fueron hijos de madres con
diabetes mellitus (2). Los fetos de madres diabéticas tienen caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y patoldgicas diferentes debido a que se desarrollan
en un ambiente intrauterino alterado (4). A pesar de los avances actuales
en el cuidado de la mujer gestante con diabetes, la descendencia presenta
hasta cinco veces mayor riesgo de alteraciones en el crecimiento (5,6) y
malformaciones congeénitas (6), siendo estas ultimas una de las principales
causas de muerte perinatal (6,7).

Las principales categorias de malformaciones observadas tanto en
la diabetes clinica (4,8) como en la experimental (9) son las del sistema
nervioso central, el cardiovascular y el musculoesquelético. Estas
alteraciones se consideran secundarias a una diabetes mal controlada
antes de la concepcion o entre la tercera y la octava semanas de gestacion,
periodo embriogénico en que la mayoria de las mujeres gestantes
desconocen su estado de gravidez (6,10).

La etiologia, patogenia y prevencion de las complicaciones inducidas por la
diabetes requieren constantes esfuerzos de investigacion basica y clinica (11).
Los modelos animales de diabetes y gestacién constituyen una importante
herramienta para el estudio del desarrollo embrionario y fetal en la diabetes
materna, dada la complejidad que implican estos estudios en humanos (12) o
el empleo de métodos alternativos que no implican animales vivos (9).

Se han empleado diversos esquemas de induccidn de la diabetes mellitus
para intentar reproducir en animales los efectos de la diabetes moderada
durante la gestacion (11). Los resultados muestran que no siempre se logra
obtener un patrén de dafio como el que se desea evaluar en la descendencia.
Esto se debe a las dificultades propias de un modelo experimental, en
particular, cuando se pretende evaluar el crecimiento y el desarrollo de la
primera generacion (11,13). Con este estudio, nos propusimos estudiar las
malformaciones esqueléticas y alteraciones en el crecimiento en fetos de 20
dias descendientes de ratas Wistar con diabetes moderada.

Materiales y métodos
Diseno experimental

Se utilizaron ratas Wistar adultas virgenes (180 + 20 g de peso) de ambos
sexos producidas en el Centro de Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), en La Habana, Cuba. Para la obtencion de las crias, se aparearon
hembras y machos. Antes del apareamiento, las hembras se dividieron en dos
grupos: aquellas a cuyas crias se les induciria la diabetes en el periodo neonatal
y las del grupo de control. Al nacer, las camadas de las madres en cada grupo
se colocaron en areas separadas y debidamente identificadas. Se mantuvo en
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cada caja a las madres con las crias hembras de la camada, en tanto que los
machos se cedieron para otros estudios en la universidad.

Se indujo diabetes en la crias hembras seleccionadas en el segundo dia
de nacidas (grupo D) mediante inyeccion subcutanea de estreptozotocina
(STZ, Applichem, Alemania) en dosis de 100 mg/kg de peso corporal disuelta
en solucién tampén de citrato de sodio de 0,1 My pH 4,5. El modelo aplicado
permite la obtencion de hiperglucemias moderadas en la adultez (14,15).

Las crias del grupo control (grupo C) recibieron solucién tampén de citrato
sédico en similares condiciones. A todas las crias se les permitié crecer hasta
los 120 dias del nacimiento con suministro de agua y comida ad libitum, y
condiciones controladas de temperatura de 19 a 25 °C, humedad relativa de
45 a 65 % y ciclos de 12 horas de luz y oscuridad, como se establece para
este tipo de experimento. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
de la Investigacion de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara y se
ajustd a la “Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio” (16).

Ambos grupos de ratas (D y C) se aparearon con machos sanos de la
misma edad y cepa. La mafiana en que se observaron espermatozoides en el
lavado vaginal se considero el dia cero de prefez; la glucemia se determind
mediante el uso de un glucémetro y biosensores SUMA a partir de una gota
de sangre de la punta de la cola. Se incluyeron diez ratas prefiadas en el
grupo de control y diez en el grupo experimental con diabetes, y se colocaron
en cajas independientes en el area de gestacion bajo estricta vigilancia y
seguimiento metabdlico hasta el dia en que se practico la eutanasia.

Cesadrea y eutanasia, seleccion de los fetos y andlisis morfoldgico

El dia 20 de gestacion se practico la cesarea bajo anestesia con 50 a 60
mg/kg de tiopental sddico (Farmahealth-Laboratories Rotifarma-SA, India).
La eutanasia se practico por desangrado mediante puncion intracardiaca. Se
extrajeron ambos cuernos uterinos y, después de extirpar la grasa y el tejido
periuterino, se obtuvieron los fetos.

El peso de todos los 193 fetos vivos se determind en una balanza digital
con una sensibilidad de 0,01 g (YAMATO, China): 105 descendientes de
ratas sanas y 88 de ratas diabéticas. Los fetos fallecidos se excluyeron de
la investigacion y, del total de fetos vivos, se seleccion6 un tercio de cada
camada para el examen esquelético; en total, 58 fetos: 28 descendientes de
ratas sanas y 30 de ratas diabéticas.

Los fetos se clasificaron segun los valores percentiles del peso fetal del
grupo control, siguiendo la metodologia de Soulimane-Moktari, et al. (17), de
la siguiente manera: pequefio para la edad gestacional (PEG), feto con peso
menor que el valor del percentil 5; adecuado para la edad gestacional (AEG),
feto con peso entre los valores de los percentiles 5y 95, y grande para la
edad gestacional (GEG), feto con peso mayor que el valor del percentil 95.

El procedimiento para el examen esquelético consistio en la
transparentacion de especimenes y tincién dsea, descrito por Staples, et
al. (18). La observacion se realizé con estereoscopio (BMS, EE. UU.) y se
documentd del con una camara fotografica (Canon, Japdn). Se analizaron los
huesos del craneo, y las vértebras cervicales, toracicas, lumbares, sacras y
caudales, las costillas, el esternén (manubrio, xifoides y centros esternales),
los miembros anteriores (carpos, metacarpos y falanges), los miembros
posteriores (tarsos, metatarsos y falanges) y la pelvis. Se tuvieron en cuenta
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el tamaho, la forma, el nimero, la posicion, la adicion, la ausencia o la fusién
de huesos, asi como el grado de osificacion (19). Todo el procedimiento se
llevé a cabo segun los parametros propuestos por Aliverti, et al. (20).

Analisis estadistico

Debido a la distribucién no gaussiana de las variables cuantitativas,
se utilizo la prueba no paramétrica U de Mann Whitney para determinar si
existian diferencias entre los grupos. La prueba exacta de Fisher se empled
para comparar los valores porcentuales y la relacion entre las variables
se determind mediante la correlacién de Spearman. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas cuando p era menor de 0,05.

Resultados

En el dia inicial de la gestacidn, la glucemia presento valores
significativamente superiores (p<0,05; Mann-Whitney) en las ratas diabéticas
(7,65 = 0,16 mM) comparadas con las sanas (5,14 + 0,09 mM).

Los fetos de ratas diabéticas presentaron un menor peso promedio a los
20 dias de gestacion en comparacién con los descendientes de ratas sanas.
El grupo diabético registrd un mayor porcentaje de fetos PEG y GEG, y uno
menor de AEG con respecto al grupo de control. En la descendencia de las
ratas sanas, predominaron los fetos AEG (cuadro 1).

Los fetos descendientes de ratas diabéticas mostraron menor grado de
osificacion en el craneo, el esterndén, la columna vertebral y las extremidades
anteriores y posteriores, que la descendencia de las ratas de control (cuadro
1). El resto de las regiones del esqueleto se encontraron completamente
osificadas en los descendientes de ambos grupos.

En la descendencia de madres diabéticas, se encontro retardo en
la osificacion en cuatro de los siete huesos pertenecientes a la béveda
craneana. En los huesos parietales, interparietales, frontal y supraoccipital,
se detectd un mayor retardo en la osificacion en los fetos del grupo diabético
que en los de control, aunque en los dos ultimos huesos el retardo en
la osificacion no fue significativo (cuadro 1 y figura 1). Ademas, en seis
descendientes de madres diabéticas, que representaban el 20 % del total del
grupo, se identificaron alteraciones morfoldgicas asociadas con la osificacién
parcial de los huesos parietales, alteraciones descritas como amplia distancia
entre estos huesos y fontanelas anterior y posterior anchas, lo que le confirid
forma de domo al craneo de estos fetos (figura 1).

En la region de las costillas, se detectaron malformaciones en un
descendiente de rata diabética con presencia de bifurcacion en la quinta
costilla derecha y fusion en el extremo distal de las tercera y cuarta costillas
derechas (figura 2).

En la region del esternén, se evidencié retardo en la osificacion de
la primera, tercera y cuarta esternebras en los fetos del grupo diabético.
La ausencia de la cuarta esternebra no fue significativa, sin embargo, la
osificacion parcial o la ausencia de este hueso se observé en el 46,67 % de
los descendientes de ratas diabéticas. La ausencia del xifoides se presenté
en cinco fetos del grupo de ratas diabéticas, en tanto que se observo solo en
un feto del grupo de control. La osificacion parcial del xifoides se evidencio en
un descendiente de madre diabética, lo que representa un 20 % de los fetos
de dicho grupo (cuadro 1y figura 3 A y B). El nimero de vértebras caudales
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fue variable; no obstante, en el grupo de ratas diabéticas se observd un
numero mayor de fetos con ausencia de las vértebras quinta y sexta (cuadro
1y figura 3 C y D). En los descendientes de madres diabéticas, se evidencio
retardo en la osificacién de los huesos de las patas anteriores y posteriores.
En las patas anteriores, el cuarto metacarpo y las falanges, el retardo en la
osificacion era significativo, asi como la ausencia de falanges en las patas
posteriores (cuadro 1y figura 3 E y F).

Cuadro 1. Variables de crecimiento y desarrollo en fetos de ratas diabéticas (D) y

controles (C)

. Grupos
Variabl
ariables C )
Peso y clasificacion acorde al peso fetal
Fetos examinados® 105 88

Peso® 3,70 £ 0,050 3,56 +0,071*
PEG® 5 (4,8) 14 (15,9)%
AEG® 97 (92,3) 65 (73,9)%
GEG° 3(2,9) 9 (10,2)%
Alteraciones esqueléticas
Fetos examinados® 28 30
Craneo®
Osificacion parcial del frontal 1(3,57) 3 (10,00)
Osificacion parcial de los parietales 4 (14,29) 22 (73,33)%
Osificacion parcial del interparietal 0 (0,00) 12 (40,00)%
Osificacion parcial del supraoccipital 0 (0,00) 2 (6,67)
Esternén°
Osificacion parcial de la primera esternebra 0 (0,00) 3 (10,00)
Osificacién parcial de la tercera esternebra 0 (0,00) 1(3,33)
Osificacién parcial de la cuarta esternebra 2 (714) 11 (36,67)%
Ausencia de la cuarta esternebra 0 (0,00) 3 (10,00)
Osificacion parcial del xifoides 0 (0,00) 1(3,33)
Ausencia del xifoides 1(3,57) 5 (16,67)
Regién caudal®
Osificacion parcial de primera vértebra caudal 0 (0,00) 1(3,33)
Osificacion parcial de segunda vértebra caudal 0 (0,00) 1(3,33)
Osificacién parcial de tercera vértebra caudal 0 (0,00) 1(3,33)
Ausencia de la cuarta vértebra caudal 0 (0,00) 3(10,00)
Ausencia de la quinta vértebra caudal 8 (28,57) 14 (46,67)
Ausencia de la sexta vértebra caudal 16 (57,14) 30 (100,00)*
Patas anteriores®
Ausencia del cuarto metacarpo 3(10,71) 10 (33,33)%
Ausencia de falanges 2 (714) 8 (26,67)
Patas posteriores®
Ausencia del quinto metatarso 0 (0,00) 1(3,33)
Ausencia de falanges 1(3,57) 9 (30,00)&
Sitios de osificacion
Fetos examinados® 28 30
Esternon® 5,80+0,08 5,20 +0,19"
Vertebras caudales® 514 +0,16  4,33+0,19*
Metacarpos® 3,89 + 0,06 3,67 + 0,09*
Metatarsos® 5,00 + 0,00 4,97 + 0,03
Falanges anteriores® 3,71+0,20 2,93 +0,33"
Falanges posteriores® 3,86 +0,14 2,80 + 0,34"
Total de sitios de osificacion® 2749 + 0,42 23,90 = 0,90*

PEG: pequefio para la edad gestacional, AEG: adecuado para la edad gestacional, GEG:

grande para la edad gestacional
a Datos presentados como total

° Datos presentados como media + error estandar de la media. * Diferencias significativas con
respecto al grupo de control (p<0,05, prueba U de Mann-Whitney)
¢ Datos presentados como total y porcentaje. & Diferencias significativas con respecto al grupo

control (p<0,05, prueba exacta de Fischer)
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Figura 3. Alteraciones en la osificacion de
esternén, columna vertebral y extremidades.
Sitios de osificacion. A: Esternén en feto del

grupo control. Osificacion completa de los seis
centros del esternén (E) y falanges anteriores
(FA). B: Esterndn en feto del grupo diabético.
Osificacion parcial de la primera esternebra
(17 E), ausencia de la cuarta esternebra (4%
E) y ausencia del xifoides (X). C: Vértebras
caudales en feto del grupo control. Osificacion
completa de las vértebras caudales (VC).

D: Vértebras caudales en feto del grupo
diabético. Ausencia de osificacion de arcos

en las vértebras caudales con osificacion
completa de tres centros de las vértebras
caudales. E: Huesos de las patas anteriores
en feto del grupo diabético. Ausencia de
falanges anteriores (FA) y cuarto metacarpo
(MC). F: Huesos de las patas posteriores en
feto del grupo diabético. Ausencia de falanges
posteriores (FP)
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Figura 1. Alteraciones en la osificacion de los huesos del craneo. A: Feto del
grupo control. Osificacion completa de los huesos parietales (P), interparietales
(1), supraoccipitales (S) y exoccipitales (E). Dimensiones normales de la fontanela
anterior (FA), la fontanela posterior (FP) y la distancia interparietal (DIP). B: Feto
del grupo diabético. Osificacion parcial de los huesos parietales e interparietales.
Fontanelas anterior y posterior anchas, distancia interparietal amplia, craneo en
forma de domo

Figura 2. Malformaciones en costillas. A. Feto del grupo control.
Osificaciéon completa de las costillas (C). B. Feto del grupo diabético.
Tercera y cuarta costillas fusionadas, quinta costilla bifurcada
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En cuanto a los sitios de osificacion, se encontraron carencias en el
esternon, las vértebras caudales, los metacarpos y las falanges anteriores
y las posteriores de los fetos de ratas diabéticas, con respecto a los
descendientes de las ratas de control. Un comportamiento similar se present6
en todos los sitios de osificacion (cuadro 1y figura 3).

El peso fetal se relaciond con el grado de osificacion, pues los fetos con
mayor numero de huesos completamente osificados alcanzaron mayor peso
fetal y viceversa (figura 4 A, B, C).

Discusion

En varios estudios en modelos de roedores de diabetes moderada y
gestacion, se han evidenciado condiciones adversas de mediana magnitud que
conducen a consecuencias de diversa indole sobre la descendencia (9,11).

En este experimento, los niveles de glucosa en ayuno fueron mas altos en
el grupo de ratas diabéticas que en las de control, con valores discretamente
superiores a 7 mM, lo que permitié verificar la presencia de hiperglucemias
moderadas en el dia inicial de la gestacion. La mayor frecuencia de fetos sin
el peso adecuado para la edad gestacional en el grupo de ratas diabéticas,
indicd la incidencia de restriccion del crecimiento intrauterino, asi como de
macrosomia, resultados analogos a los reportados en modelos de diabetes
moderada y gestacion (13,21,22).
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La regulacion del crecimiento fetal en la gestacion diabética es un
proceso complejo que depende de varios factores, como el tipo de diabetes,
la disponibilidad de nutrientes y oxigeno para el feto, una variedad de
factores de crecimiento de origen materno, fetal y placentario, y la unidad
funcional madre-placenta-feto (4,23,24). Los dafhos generados por el entorno
intrauterino hiperglucémico en la placenta afectan su estructura morfoldgica
y su funcién (11) y pueden inducir desviaciones en el peso que afectan de
manera diferente a los fetos de una misma camada (9). Las alteraciones en
la placenta pueden provocar restriccion del crecimiento fetal por condiciones
hipoxicas y afectaciones en el transporte de nutrientes (5), en tanto que
pueden generar macrosomia cuando existe mayor transferencia de nutrientes
asociada con elevados niveles de metabolitos circulantes en la madre y al
limite que posee la placenta para acumular los excesos de sustratos de
origen materno (17,23). Los datos aportados en varios estudios de placenta
en diabetes materna, sugieren una elevada incidencia de inmadurez
placentaria comparada con la de embarazos normoglucémicos (25). Aunque
en el presente estudio no se analizo6 el estado de la placenta, es importante
destacar que los fetos de ratas diabéticas presentaron menor eficiencia
placentaria (calculada como peso fetal dividido por peso placentario) que los
descendientes de ratas sanas.

Los patrones de osificacién son similares en el humano y en la rata, los
huesos se originan por osificacion membranosa o endocondral, procesos
controlados por factores genéticos y ambientales (26). El esqueleto fetal
se considera un indicador util del desarrollo embrionario al reflejar las
alteraciones del ambiente intrauterino (26,27). En fetos de ratas con
enfermedades de origen metabdlico, como la diabetes, se ha comprobado el
retardo en la osificacidon del esqueleto (21,22).

En el presente estudio, se comprobd el retardo en el proceso de
osificacién en varios de los huesos analizados. Los fetos de ratas diabéticas
presentaron alteraciones en los huesos del craneo, con retardo en la
osificacién de los parietales, los interparietales, el frontal y el supraoxipital.
Estos resultados, analizados en conjunto con los hallazgos de mayor
distancia entre los parietales y mayor amplitud de las fontanelas anterior
y posterior, asi como la forma de domo en el craneo, podrian constituir
una novedad del presente estudio. Los trabajos revisados en modelos de
diabetes moderada no reportan modificaciones en la osificacion en los
huesos de la béveda craneana de la descendencia (21,22,28).

Las alteraciones en la osificacion del esternén antes mencionadas
corresponde con lo reportado por otros autores en modelos experimentales
de diabetes moderada (21,22). Se ha observado que, en el dia 20 de
gestacion, varias esternebras y el xifoides aun no se han osificado y que, en
el dia 21, su osificacion es completa. Este trastorno parece ser transitorio,
pues hay estudios que corroboran que se produce una recuperaciéon posterior
durante el periodo neonatal (20,29).

La correlacion directa entre el grado de osificacion y el peso de los fetos
estuvo en concordancia con reportes previos (20,26), o que indica que
el peso fetal se ve afectado cuando no se ha completado el proceso de
osificacion. El retraso en la osificacion en diferentes regiones del esqueleto,
acompanfado del menor numero de sitios de osificacion, contribuyd a un
mayor porcentaje de fetos PEG en el grupo de ratas diabéticas, confirmando
que la gestacién diabética puede causar en los fetos retardo en el
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crecimiento ademas de macrosomia. Resultados similares se han reportado
en este modelo experimental en un estudio en el que las ratas se gestaron a
los 90 dias de evolucion de la diabetes (13), asi como en otros modelos de
diabetes moderada (21,22,28).

Entre los mecanismos involucrados en el efecto teratogénico de la
hiperglucemia, se encuentran el estrés oxidativo y el estrés nitrosativo.
Ambos pueden modificar multiples vias de sefnalizacion, y provocar dafio
celular masivo y eventos apoptéticos que conduce a defectos en el desarrollo
embrionario y fetal (10,30). El estudio del desarrollo de las estructuras
craneo-faciales ha aportado pruebas de que la diabetes durante la gestacion
ejerce un efecto teratogénico sobre las células de la cresta neural cefélica,
precursoras de los huesos de la cara y la béveda craneana, afectando su
migracién y proliferacion (26,31,32). Se ha propuesto que la hiperglucemia
provoca un desequilibrio oxidativo que conlleva a un silenciamiento en
la expresién del gen Pax3, por lo que se produce un incremento de la
apoptosis. Esta situacion induce modificaciones en la migracion de las
células de la cresta neural, de lo que se derivan defectos en el cierre del tubo
neural y en otras estructuras del cerebro, entre otras anomalias (6,31,32).

En los fetos descendientes de ratas diabéticas del presente estudio, el
conjunto de caracteristicas morfolégicas apreciadas en la region craneo-
facial es atribuible a posibles dafos sobre las células de la cresta neural
provocados por la diabetes materna. Estos hallazgos constituyen signos de
dilatacion moderada o extrema de los ventriculos laterales en el cerebro que
podrian sugerir la presencia de hidrocefalia, una de las malformaciones del
sistema nervioso central regularmente observada en la diabetes materna
clinica y experimental (32).

Vale la pena sefnalar que los fetos portadores de alteraciones en las
regiones del craneo y las costillas fueron descendientes de ratas diabéticas
con descontrol glucémico antes y durante la gestacién. El hallazgo de las
malformaciones fetales en este estudio coincide con investigaciones previas
de este equipo de trabajo en las que las malformaciones externas fetales
se asociaron con el descontrol metabdlico materno y la disminucion de la
actividad antioxidante en tejidos fetales y placentarios (13). El incremento
de la incidencia de malformaciones esqueléticas en fetos de ratas
diabéticas podria asociarse al efecto teratogénico del ambiente intrauterino
hiperglucémico, lo que permite comprobar que varias alteraciones
provocadas por la diabetes en la madre, aun con hiperglucemias moderadas,
producen resultados adversos antes y después del nacimiento.

Se concluyé que la diabetes moderada durante la gestacion alterd el
crecimiento y el desarrollo fetal, caracterizados tanto por macrosomia y
restriccion del crecimiento intrauterino, como por malformaciones esqueléticas.
Aunque las principales limitaciones de este estudio se relacionan con las
diferencias entre la gestacion diabética experimental y la humana, los
resultados son comparables a lo observado en descendientes de mujeres
con diabetes materna, en los que el desarrollo prenatal se ve afectado y el
indice de malformaciones se incrementa (11,30) Este modelo experimental
da oportunidades para estudiar intervenciones farmacoldgicas, que
tempranamente aplicadas, permitirian mejorar la salud de futuras generaciones.
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Consumo cronico de edulcorantes en ratones y su
efecto sobre el sistema inmunitario y la microbiota
del intestino delgado
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Ramirez-Saad?®, José Félix Aguirre-Garrido*, Roxana Valdés-Ramos'

' Investigacion en Nutricion, Facultad de Medicina, Universidad Autdnoma del Estado de México,
Toluca, Estado de México, México

2 Microbiologia Médica y Ambiental, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma del Estado de
México, Toluca, Estado de México, México
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Introduccién. Los edulcorantes son aditivos que se consumen en los alimentos. Pueden
ser naturales (sacarosa y estevia) o artificiales (sucralosa). Actualmente, se consumen
rutinariamente en multiples productos, y sus efectos en la mucosa y la microbiota del
intestino delgado aun son controversiales

Objetivo. Relacionar el consumo de edulcorantes y su efecto en el sistema inmunitario y la
microbiota del intestino delgado en ratones CD1.

Materiales y métodos. Se utilizaron 54 ratones CD1 de tres semanas de edad divididos
en tres grupos: un grupo de tres semanas sin tratamiento, un grupo tratado durante seis
semanas y un grupo tratado durante 12 semanas. Se les administr6 sacarosa, sucralosa
y estevia. A partir del intestino delgado, se obtuvieron linfocitos B CD19*y células IgA+,
TGF-B (Transforming Growth Factor-beta) o el factor de crecimiento transformador beta
(TGF-beta), IL-12 e IL-17 de las placas de Peyer y de la lamina propia. De los sdlidos
intestinales se obtuvo el ADN para identificar las especies bacterianas.

Resultados. Después del consumo de sacarosa y sucralosa durante 12 semanas, se
redujeron las comunidades bacterianas, la IgA+ y el TGF-beta, se aumenté el CD19+, y
ademas, se incrementaron la IL-12 y la IL-17 en las placas de Peyer; en la lamina propia,
aumentaron todos estos valores. En cambio, con la estevia mejoraron la diversidad
bacteriana y el porcentaje de linfocitos CD19+, y hubo poco incremento de IgA+, TGF- e
IL-17, pero con disminucioén de la IL-17.

Conclusioén. La sacarosa y la sucralosa alteraron negativamente la diversidad bacteriana
y los pardmetros inmunitarios después de 12 semanas, en contraste con la estevia que
resulté benéfica para la mucosa intestinal.

Palabras clave: edulcorantes; intestino delgado; microbioma gastrointestinal; sacarosa;
estevia.

Chronic consumption of sweeteners in mice and its effect on the immune system and
the small intestine microbiota

Introduction: Sweeteners are additives used in different foods. They can be natural
(sucrose and stevia) or artificial (sucralose). Currently, they are routinely consumed in
multiple products and their effects on the mucosa of the small intestine and its microbiota
are still controversial.

Obijective: To relate the consumption of sweeteners and their effect on the immune system
and the microbiota of the small intestine in CD1 mice.

Materials and methods: We used 54 three-week-old CD1 mice divided into three groups
in the experiments: 1) A group of three weeks without treatment, 2) a group treated for

six weeks, and 3) a group treated for 12 weeks using sucrose, sucralose, and stevia. We
obtained CD19+ B lymphocytes, IgA+ antibodies, transforming growth factor-beta (TGF-b),
and interleukins 12 and 17 (IL-12 and -17) from Peyer’s patches and lamina propria cells
while DNA was obtained from intestinal solids to identify bacterial species.

Results: After 12 weeks, sucrose and sucralose consumption caused a reduction in bacterial
communities with an increase in CD19+, a decrease in IgA+ and TGF-b, and an increase in
IL-12 and -17 in the Peyer’s patches while in the lamina propria there was an increase in all
parameters. In contrast, stevia led to an improvement in bacterial diversity and percentage of
CD19+ lymphocytes with minimal increase in IgA+, TGF-b, and IL-12, and a decrease in IL-17.
Conclusion: Sucrose and sucralose caused negative alterations in bacterial diversity and
immune parameters after 12 weeks; in contrast, stevia was beneficial for the intestinal mucosa.
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Edulcorantes, intestino delgado y microbiota

Keywords: Sweetening agents; intestine, small; gastrointestinal microbiome; sucrose; stevia.

Los edulcorantes son aditivos alimentarios que brindan un sabor dulce a
los alimentos (1). Se clasifican en naturales (sacarosa y estevia) o artificiales
(sucralosa) y, con base en su aporte energético, como nutritivos (sacarosa) o
no nutritivos (sucralosa y estevia) (2). En los ultimos afos, se ha incrementado
el uso de edulcorantes no nutritivos como alternativa para reducir el consumo
de calorias y, asi, combatir la elevada tasa de enfermedades crénicas no
transmisibles, como obesidad, diabetes mellitus e hipertension arterial sistémica
(3). EI metabolismo de los edulcorantes no nutritivos es independiente de
la insulina y estos permiten disfrutar del sabor dulce en los alimentos sin
incrementar el contenido caldrico de la dieta (4). Los edulcorantes con mayor
demanda comercial actualmente son sacarosa, sucralosa y estevia (5).

El encargado de absorber y metabolizar los nutrientes que ingresan al
sistema digestivo es el intestino delgado, el cual los recibe ya digeridos por el
estébmago, los absorbe y los utiliza para proveer de energia al organismo (6).
El intestino delgado esta involucrado en la defensa del organismo mediante
la reaccién inmunitaria local (7) del tejido linfoide asociado al intestino de tipo
encapsulado (placas de Peyer) y el difuso (Ilamina propia) (6). Este tejido esta
separado de la luz intestinal por las células epiteliales (8), las cuales forman
una barrera protectora y son el medio por el cual interactian la microbiota
y las placas de Peyer (9), que permiten el transporte de macromoléculas y
microorganismos intactos que interaccionan con células del sistema inmunitario
en ese sitio. La lamina propia, por su parte, recibe células activadas que han
tenido contacto con los antigenos en las placas de Peyer (10).

Es evidente, entonces, la relacion intima entre el contenido intestinal,
la microbiota y las estructuras linfoides del intestino delgado (11), cuyo
funcionamiento y homeostasis dependen de su adecuado equilibrio, el cual
se modifica segun los nutrientes que se consumen y que alteran, a su vez,
el tipo de microbiota y, por lo tanto, la inmunidad en este sitio. Otro factor que
interviene en el mantenimiento de dicho equilibrio es la adecuada produccién
de IgA+ (12). Se ha observado que su ausencia en ratones altera la microbiota
intestinal (13), es decir, que la microbiota comensal y la IgA+ pueden
regularse entre si promoviendo un “mutualismo pacifico” entre huésped y
anticuerpos (12). Asimismo, este equilibrio permite que los linfocitos B se
activen y migren de las placas de Peyer hacia la ldmina propia del intestino
delgado, permitiendo el cambio de isotipo a células plasmaticas IgA+ (14),
lo que confirma la relacién estrecha y simbidtica entre la composicién de la
microbiota y el desarrollo de la inmunidad del organismo. En pocos estudios
se aborda la composicidn de la microbiota del intestino delgado en humanos
debido a su dificil acceso, por lo que la mayoria se enfoca en la descripcion de
la microbiota del intestino grueso y su relacion con la inmunidad.

En el intestino delgado, sin embargo, hay una estrecha relacién entre el
tipo y la proporcién de nutrientes, el desarrollo de la microbiota y el estimulo
del sistema inmunitario de las mucosas, especialmente de las placas de
Peyer. Esto se ve favorecido por la secrecion de algunas citocinas, como el
TGF-beta, que regula muchas de las funciones celulares en el intestino (15),
ademas de estimular la diferenciacion de los linfocitos virgenes a Th17, con
la consecuente secrecion de IL-17 (16,17). Esta interleucina esta implicada
en la defensa frente a infecciones bacterianas y fungicas que no estan
cubiertas por la respuesta de los linfoitos T ayudadores 1y 2 (Th1 y Th2)
(18). Como se ha demostrado, las citocinas tienen la capacidad de distinguir
la microbiota normal o natural de la patégena. Otro ejemplo de ello es la
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IL-12, la cual contribuye a resolver enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos patégenos, como Listeria monocytogenes, Mycobacterium
tuberculosis, Candida albicans y Leishmania major (19), aunque su actividad
en el intestino delgado aun no es clara.

Todavia son pocos los estudios sobre la microbiota del intestino delgado
y, mas escasos aun, aquellos que explican la influencia del consumo de
edulcorantes. Nuestro grupo ha llevado a cabo estudios previos sobre el
consumo de edulcorantes en ratones jovenes recién destetados (20,21),
para relacionar su efecto con parametros inmunitarios mediante diferentes
métodos de analisis de la microbiota del intestino delgado.

En este contexto, el presente estudio se planteé como objetivo relacionar
el consumo de edulcorantes y su efecto, sobre el sistema inmunitario y la
microbiota del intestino delgado en ratones CD1.

Material y métodos
Diseno de estudio

Se hizo un estudio experimental, controlado y transversal con 54 ratones
machos de tres semanas de edad (recién destetados) de la cepa CD1, libres
de patégenos, alimentados con croquetas Rodent Laboratory Chow™ 5001
de Purina (3,02 kcal/g) (RLChow™ 5001, Saint Louis, MO, USA) y agua
ad libitum. Los ratones fueron alojados en jaulas en grupos de cuatro en
condiciones controladas de temperatura (19 a 21 °C) y ciclos de luz-oscuridad
de 12 horas cada uno. Se cuantificé el consumo de agua y alimento por
semana hasta que concluyd el experimento.

El proyecto fue aprobado por el Comité de ética en investigacion de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma del Estado de México, y
se consideraron las especificaciones técnicas para la produccién, el cuidado
y el uso de animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana, NOM-062-
Z00-1999 (22).

Grupos de estudio

Se conformaron tres grupos de ratones utilizando como variables el
tiempo de tratamiento (6 y 12 semanas) y el consumo de edulcorante
administrado (figura 1): 1) un grupo de tres semanas de edad sin tratamiento
(G3sSTx, n=6); los animales se sacrificaron el dia 21 del destete y sirvieron
de control inicial; 2) un grupo de tres semanas de edad y seis semanas de
tratamiento (G6sTx, n=24) con edulcorantes a partir de la tercera y hasta la
novena semana de vida de los ratones, y 3) un grupo de tres semanas de
edad con 12 semanas de tratamiento (G12sTx, n=24) y administracion de dos
edulcorantes de la tercera a la decimoquinta semana de vida de los ratones.
Los ratones del grupo G3sSTx fueron sacrificados recién destetados, al final
de la tercera semana de vida, y no se les administrd ningun tratamiento. Los
grupos G6sTx y G12sTx fueron subdivididos en cuatro subgrupos (n=6 cada
uno), segun el tipo de edulcorante administrado (figura 1):

G6sTx:
i. de control (CL6sTx), sin administracion de edulcorante;

ii. grupo suplementado con sacarosa (Sac6sTx); iii) grupo suplementado
con sucralosa (Sucr6sTx), y iv) grupo suplementado con estevia
(Est6sTx).
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G12sTx:

i. de control (CL12sTx), sin administracion de edulcorante;
ii. suplementado con sacarosa (Sac12sTx);

ii. grupo suplementado con sucralosa 'y

iv. grupo suplementado con estevia (Est12sTx).

Administracion de edulcorantes

Los edulcorantes diluidos en agua ultrapura segun las recomendaciones
de la Norma Oficial Mexicana NOM-218-SSA1-2011 para bebidas saborizadas
no alcohdlicas, se administraron por via oral a libre demanda (23). La
solucion con el edulcorante se prepard en una concentracion de 41,66 mg/
ml de sacarosa, y 4,16 mg/ml de sucralosa y estevia. Se colocé diariamente
la solucién con edulcorante en las jaulas de los ratones durante cinco horas
en un horario de las 08:00 a las 13:00 pm. Después de las 13:00 horas, se
retiraba la solucién y se sustituia con agua sin edulcorante (de 13:00 p.m. a
08:00 a.m.). Se cuantifico diariamente el volumen de agua con edulcorante
para determinar su consumo en mg/ml, asi como el volumen de agua sin
edulcorante para obtener la media de consumo por semana.

Determinacion del indice de masa corporal

Para determinar el indice de masa corporal (IMC), se cuantificaron el peso
y la longitud (nariz-ano) de los animales semanalmente a partir de la semana
3 y hasta el momento del sacrificio, con ayuda de una bascula pesa raton
Triple Beam 700/800 Series (Ohaus™ Cat. No. 2,729,439). La longitud se
determind de la nariz hasta el ano en los ratones anestesiados con 0,1 ml de
pentobarbital sodico al 1 %, usando una cinta métrica (24).

Tiempo de tratamiento 12 semanas de Tx
15 semanas de edad
Edad Inicio
32 Semana 6 semanas de Tx
9 semanas de edad
3)
G12sTx
1) G3sTx 2) G6sTx n=24
Sacrificados sin Tx n=24
" 1) CL6sTx 1) CL12sTx
2) SacBsTx 2) Sac12sTx
\—y—) 3) SucrésTx 3) Sucr12sTx
4) Est6sTx 4) Est12sTx
Sin administracién n=6 c/grupo n=6 c/grupo

de edulcorante

n total=54 ratones

Con administracion de edulcorante

Figura 1. Distribucion de los grupos de estudio de acuerdo con el tiempo de tratamiento y el tipo de edulcorante administrado
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Cadlculo energético y consumo de alimento

Se cuantifico el consumo de alimento de forma semanal a partir de la
tercera semana de vida de los animales, pesando el alimento colocado en las
jaulas los dias lunes (inicio) y domingo (final) para, asi, calcular el consumo
como la diferencia de cantidad al inicio y final de cada semana. El consumo
energético total se calculé a partir del aporte energético del alimento Rodent
Laboratory Chow™ 5001 de Purina (3,02 kcal/g) y de cada edulcorante:
sacarosa, 4 kcal/gramo, sucralosa, 0 kcal/gramo, y estevia, 4 kcal/gramo.
Una vez obtenidos los datos de consumo de alimento y agua con edulcorante
por semana, se calculd la ingestidon energética total con la férmula: kcal =
(gramos de alimento x 3,02) + kcal de edulcorante (24,25).

Determinacion de glucosa

Semanalmente, se determind la glucosa en sangre periférica tomada de la
cola del ratdn por capilaridad con un glucometro Contour TS™ de Bayer (26).

Obtencion y procesamiento de muestras

Los grupos de ratones fueron sacrificados a la tercera, novena y
decimoquinta semanas de vida, en condiciones de ayuno de 8 horas. El
procedimiento se realizé a las 07:00 a.m. por dislocacion cervical, siguiendo
las recomendaciones de la norma oficial mexicana para uso y manejo de
animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999) y después de anestesiarlos
con 0,1 ml de pentobarbital sddico al 1 %. Una vez sacrificados, se procedio
a disecar y lavar el intestino delgado cuidadosamente con 3 ml de solucién
tampon fosfato-salino (PBS) para eliminar el mesenterio y después extraer
las placas de Peyer (27,28). El liquido obtenido se centrifugd a 4.000 rpm/5
minutos, se recolecto el contenido sélido de heces fecales y se guardé a -70
¢ hasta su procesamiento. Para obtener los linfocitos de las placas de Peyery
la lamina propia, se utilizé la técnica descrita por Reséndiz-Albor, et al. (28),
con algunas modificaciones, como se describe a continuacion.

Aislamiento de linfocitos del intestino delgado (placas de Peyer y lamina
propia)

Placas de Peyer. Una vez obtenidas, se trituraron en una solucion de
suero de ternera fetal (STF) y solucién tampén (PBS) al 3 % en hielo, y se
pasaron por un filtro de acero inoxidable de 300 secciones para células. El
liquido se centrifugd durante 10 minutos a 1.500 rpm y 4° C, para obtener el
botén de células.

Lamina propia. Para la recuperar los linfocitos de la ldamina propia del
intestino delgado, este se evertid introduciendo una aguja de ganchillo
de hierro de 10 cm de largo atada a una cuerda. Se atd el intestino en un
extremo, se retir6 la aguja de ganchillo y se tir6 de la cuerda con cuidado
mientras este se mantenia sumergido en medio RPMI-1640 frio (Sigma-
Aldrich, No. Cat. R6504, Saint Louis, MO, USA). Cada segmento intestinal
evertido se transfirié a un tubo de 50 ml que contenia 25 ml de medio RPMI
con 60 U/ml de colagenasa de tipo IV (Sigma-Aldrich, Cat. No. C5138, Saint
Louis, MO, USA), DTT (1,4 Ditiotreitol, Sigma-Aldrich, Cat. No. 43819, Saint
Louis, MO, USA), 1 % de SFT y 50 pg/ml de gentamicina.

Los tubos se incubaron horizontalmente durante 30 minutos a 37 °C en
un bafio de agua con agitacion a 150 rpm. Los contenidos de cada tubo se
transfirieron luego a placas de Petri y se agregaron 200 pl de SFT. La mucosa
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intestinal se comprimio con un émbolo de jeringa sobre una malla de plastico.
La suspension de cada tubo con células de lamina propia se filtré con una
malla de organza y, después, se centrifugd durante 10 minutos a 1.500 rpm

a 4° C. Las suspensiones celulares se recolectaron y centrifugaron en un
gradiente discontinuo de 40 a 70 % de Percoll a 2.500 rpm durante 25 minutos.
Las células de la interfaz se lavaron y se suspendieron en medio RPMI-1640.

Citometria de flujo

La suspension de células obtenida a partir de las placas de Peyery la
lamina propia se ajustd a 1 x10° células/ml en soluciéon tampén (PBS) para el
analisis citofluorométrico, utilizando la técnica de Arciniega-Martinez (29) con
algunas modificaciones:

i. el fenotipo de superficie de las células B fue detectado utilizando un
anticuerpo monoclonal marcado con fluorescencia anti-CD19 (PE,
Cat. No. 553786, BD Biosciences, New Jersey, USA); las células se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con
(PBS) y se fijaron con paraformaldehido;

ii. el porcentaje de células plasmaticas IgA+ se detectd agregando un
coctel compuesto por anticuerpos anti-CD19 PE, anti-CD138 APC
y anti-IgA FITC (todos de BD Biosciences, New Jersey, USA). Las
células plasmaticas y las células B se fijaron, permeabilizaron y tifieron,
siguiendo el protocolo de BD Bioscience para tincion intracelular;

iii. para el reconocimiento de la produccion de citocinas intracelulares,
los linfocitos se estimularon con una mezcla que contenia miristato de
forbol acetato, ionomicina y brefeldin A (Leucocyte Activation Cocktail
Kit, BD Pharmingen, San José California, USA), y se incubaron
durante 4 horas a 37 °C y 5 % de CO2.

Después, se anadieron anticuerpos contra los marcadores de superficie
celular PerCP anti-CD4 y se incubaron como antes. Para la marca intracelular
de células T CD4+, la fijacidn y la permeabilizacion se hicieron utilizando
Cytofix/Cytoperm Kits (BD Pharmingen, San José California, USA) y siguiendo
las instrucciones del fabricante. Estas células se incubaron con anti-IL-17 APC
(Cat. No. 565163), anti-TGF-beta FITC (Cat. No. 141414) y anti-IL-12 PerCP
(Cat. No. 501821). La intensidad de la sefial fluorescente se registro y analizé
mediante un citometro de flujo FACS Aria (Becton Dickinson). Los eventos se
recogieron de la ventana de linfocitos en el diagrama de puntos FSC/SSC. Se
adquirieron 20.000 eventos cerrados de cada muestra utilizando el programa
de investigacion CellQuest (Becton Dickinson). Los datos se analizaron con el
programa Summit, versién 4,3 (Dako, Colorado Inc.). Se reportaron los datos
de seis ratones por grupo como medias + desviacion estandar (DE).

Extraccion y secuenciacion del ADN

A partir de los sdlidos intestinales obtenidos de cada raton, se extrajo el
ADN metagendmico y se cuantificé por medio de electroforesis en gel de
agarosa al 0,8 %, utilizando como marcador de tamafo molecular el Phago
Lambda DNA/EcoRI y el programa Kodak Electrophoresis Documentation
and Analysis System (EDAS) 290. Para explorar la presencia de genes o
familias génicas en la microbiota intestinal de los ratones de cada grupo
de tratamiento, se hizo una ultrasecuenciacion directa en la plataforma
ILLUMINA del ADN metagendmico de muestras seleccionadas con base en
los datos de diversidad y composicion diferencial. EI ADN metagendmico se
envié al servicio de secuenciacién masiva Integrated Microbiome Resource
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(Canada). La secuenciacion de la regidon V6-V8 del gene 16S ARNr se hizo en
la plataforma MiSeq de lllumina.

Andlisis y clasificacion de secuencias metagenomicas

El andlisis bioinformatico se hizo con el programa MOTHUR (30), asi
como el ensamble de las secuencias Read1 y Read2; para tener una
secuencia aproximada de 450 pb, se verificé que las secuencias cumplieran
con los siguientes criterios: no presentar bases ambiguas, tener una longitud
minima de 400 pb, no contener homopolimeros mayores de 8 pb, y tener una
ampliacion de secuencias de calidad de 50 pb y una puntuacidon media por
secuencia de 35 pb.

Las unidades taxonémicas operacionales (Operational Taxonomic Unit,
OTU) se asignaron utilizando la base de datos Silva, version 119 (31); el
alineamiento de referencia bacteriana se hizo con las secuencias que
presentaran un 97 % de similitud y, ademas, se identificaron y excluyeron las
secuencias quiméricas con el programa UCHIME (32,33).

La diversidad y riqueza de las especies presentes en las muestras
metagendmicas, asi como las curvas de rarefaccion, se calcularon con un 97
% de similitud como parte de los resultados de diversidad alfa obtenidos a
partir del analisis en el programa MOTHUR.

Se utilizaron cinco indicadores para determinar la evolucién de las
comunidades bacterianas, como los indices de diversidad de Shannon y
Pielou, y los estimadores Inv-Simpson y Chao1 para la riqueza de especies,
calculados con base en el numero de unidades taxondmicas operacionales
observadas (34). Estos parametros se calcularon mediante la normalizacion
de todas las bibliotecas con base en la muestra que presentd el menor
numero de secuencias.

El analisis de componente principal y el analisis estadistico multivariado
se hicieron utilizando el programa STAMP, con una agrupacién de 97 % de
identidad (35). Las secuencias obtenidas se depositaron en la base de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI) con el nimero de
acceso SRP149731.

Andlisis estadistico

Para los datos morfométricos, nutricionales e inmunoldgicos, se obtuvieron
medidas de tendencia central, medias y desviacién estandar; se utilizé la
prueba de Kologorov-Smirnov para comprobar la normalidad de los datos con
un valor de significacion de p<0,05.

Una vez comprobada la normalidad de los datos, se procedi6 a aplicar la
prueba de andlisis de varianza ANOVA de una via para comparar los grupos
segun el tipo de tratamiento (control, sacarosa, sucralosa y estevia) a las 6 y
12 semanas de tratamiento, y a una ANOVA de dos vias para comparar los
grupos a la tercera, sexta y duodécima semana por tiempo de consumo y tipo
de edulcorante.

En ambos casos, se hizo la prueba post hoc de Bonferroni con una
significacién estadistica de p<0,05. Los datos obtenidos del analisis de
secuencias metagendmicas mediante MOTHUR, se analizaron y graficaron
en el programa STAMP, version 2,3, utilizando un ANOVA de una viay la
prueba post hoc de Tukey-Kramer.
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Resultados
Consumo de agua y alimento, aporte energético e IMC

El consumo de agua fue menor en el subgrupo Sac12sTx del G12sTx. En
el G3sSTx, se cuantificaron el consumo de agua y alimento, el aporte caldrico
y el IMC después del destete de los animales, los cuales fueron sacrificados
inmediatamente. En el G6sTx, no se apreciaron diferencias en el consumo de
agua (p=0,635), pero en el G12sTx este disminuyd en el subgrupo Sac12sTx
(p<0,042). Al comparar los grupos por tiempo de tratamiento, se encontraron
diferencias significativas (p<0,042) entre el G3sSTx y el G12sTx, con un
incremento en el consumo de agua (cuadro 1).

El consumo de alimento disminuyd en los subgrupos de sacarosa a
las 6 y 12 semanas de tratamiento. En el G6sTx, el consumo de alimento
disminuy6 en los subgrupos Sac6sTx y Est6sTx (p<0,025); en el G12sTx,
se observé disminucién en los subgrupos Sac12sTx y Sucr12sTx (p<0,007)
comparados con sus respectivos grupos de control. La diferencia entre los
grupos segun el tiempo de tratamiento fue significativa (p<0,001) (Verificar
sentido con los autores). El consumo crénico de edulcorantes redujo el
consumo de alimento, segun se comprobd al comparar los resultados de los
subgrupos CL6sTx y Sac6sTx a las 6 (p<0,011) y 12 semanas (p<0,020) de
tratamiento (cuadro 2).

El aporte energético se encontré reducido en los subgrupos de
edulcorantes. En el G6sTx, el aporte energético se redujo en los subgrupos
Est6sTx y Sac6sTx (p<0,049) comparados con su control. En el G12sTx, esta
reduccion se aprecio entre los subgrupos CL12sTx y Sac12sTx (p<0,012)

y Sac12sTx y Est12sTx (p<0,022). La diferencia entre los grupos fue
significativa (p<0,001); el G6sTx tuvo mayor aporte energético comparado
con el G12sTx, lo que significa que el tiempo de consumo si modificd los
habitos de consumo tanto del edulcorante como del alimento (cuadro 2).

El IMC no se modificd con el consumo de edulcorantes. La reduccion en
el consumo de alimento y de edulcorantes con bajo aporte energético pueden
ser la causa de que el IMC no sufriera modificaciones significativas entre los
grupos G6sTx (p<0,408) y G12sTx (p<0,293) (cuadro 2).

Cuadro 1. Composicién de la dieta normal administrada a los
ratones durante 6 y 12 semanas

Porcentaje
Macronutrientes Contenido de la dieta normal
(%)
Hidratos de carbono 48,7
Lipidos 10,7
Proteinas 23,9
Micronutrientes
Vitaminas 4,6
Minerales 7,0
Fibra 51
Total 100
Aporte energético (kcal/g) 3,02

Contenido de la dieta normal: Rodent Laboratory Chow™ 5001 de Purina
administrada a los ratones. El porcentaje total de nutrientes digeribles fue
de 76 % y la dieta aport6 3,02 kcal/g. Se administraron los edulcorantes
a libre demanda durante 6 y 12 semanas en una concentracién de 41,66
mg/ml de sacarosa y 4,16 mg/ml de sucralosa y estevia, en el horario de
las 08 a las 13 horas diariamente (lunes a domingo).
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Cuadro 2. Parametros morfométricos y nutricionales de los grupos que consumieron edulcorantes durante 6 y

12 semanas
G3sSTx
Media + DE
n=6
IMC (g/cm2) 0,192 + 0,2
Consumo de agua (ml) ** 4,4£0,194
Glucemia (mg/l 95 + 8,45
G6sTx
CL6sTx Sac6sTx SucrésTx Est6sTx
Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
n=6 n=6 n=6 n=6 P*
IMC (g/cm2) 0,294 + 0,02 0,286 + 0,013 0,298 + 0,015 0,3+0,016 0,408
Consumo de agua (ml) ** 8,3+0,839 780,248 79 + 0,019 8,2+0,276 0,635
Consumo de alimento (g) ** 39,2+237 374+0,427¢ 38,5+0,066 373+1,362 0,025*
Consumo de edulcorante ** (mg/ml) 0 128 £+ 9,79 227+04 14,3 +1,22 0,001*
Aporte energético (kcal) ** 118 + 7,18 113 £ 1,292 116 + 0,193 112 +4,112 0,028*
Glucemia (mg/dl) 135+ 12 133 +2,7 128 + 9 142 +9 0,689
G12sTx
CL12sTx Sac12sTx Sucri12sTx Est12sTx
IMC (g/cm2) 0,275+ 0,013 0,288+ 0,02 0,289 + 0,014 0,289 + 0,017 0,293
Consumo de agua (ml) ** 8,1+1,14 7,3 +0,267° 77 +0,419 8,2 +0,229 0,042
Consumo de alimento (g) ** 351+287 31,3+1,458 336=+1,06a 348=+271 0,007*
Consumo de edulcorante ** (mg/ml) 0 200+6,68> 28,4 +0,6 29 + 0,644 0,001
Aporte energético (kcal) ** 106 + 8,68 94,9 + 4,392 101 + 3,22 105+ 8,18 0,008*
Glucemia (mg/dl) 136 + 10 134 + 14 130 + 8,9 140 + 3,2 0,648

*ANOVA de una via para comparar los subgrupos por tipo de edulcorante consumido: 2 prueba post-hoc de Bonferroni, con
p<0,05, de los subgrupos que observaron disminucién en su valor comparados con su control. ® prueba post-hoc de Bonferroni,
con p<0,05, de los que presentaron incremento en su valor comparados con su control. ** ANOVA de dos vias entre las
variables 3sSTx, 6sTx y 12sTx con diferencias significativas (p<0,05) comparados en cuanto a tiempo de exposicién a los
edulcorantes

Los valores representan la media + desviacion estandar de los valores morfométricos y nutricionales de los ratones que
consumieron edulcorantes durante 6 y 12 semanas. Los experimentos se realizaron por duplicado. Grupo de tres semanas
sin tratamiento (3sSTx); grupos con 6 semanas de tratamiento (G6sTx): control (CL6sTx), sacarosa (Sac6sTx), sucralosa
(Sucr6sTx) y estevia (Est6sTx); grupos con 12 semanas de tratamiento (G12sTx): control (CL12sTx), sacarosa (Sac12sTx),
sucralosa (Sucr12sTx) y estevia (Est12sTx). IMC: indice de masa corporal

Consumo de edulcorante y glucemia

El edulcorante mas consumido por los ratones fue la sacarosa. Se
comparé el consumo de edulcorantes excluyendo los subgrupos de control
(no consumieron edulcorante) (cuadro 2). Los ratones consumieron la
sacarosa en gran cantidad: 128 mg (6sTx) y 200 mg (12sTx), por lo cual las
diferencias fueron significativas entre los subgrupos Sac6sTx y Sac12sTx
(p<0,001), independientemente del tiempo de consumo en ambos grupos. Por
el contrario, no se observaron diferencias entre los subgrupos de sucralosa
y estevia (p=0,083) a las 6 ni a las 12 semanas de tratamiento (cuadro
2). Al comparar los grupos por tiempo, se encontré que, al final de las 12
semanas, se habia consumido mayor cantidad de edulcorantes (p<0,001) en
comparacion con el G6sTx (cuadro 2).

La glucemia no se modific6 con el consumo de edulcorantes. La
glucemia de los grupos G6sTx y G12sTx se incrementd (p<0,001),
comparada con la del G3sSTx. A pesar de este incremento, al comparar los
grupos G6sTx y G12sTx, no se evidencio diferencia entre ellos (p=0,874),

y la glucemia se mantuvo sin cambios segun el tiempo y el consumo del
edulcorante (cuadro 2).
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Marcadores inmunoldgicos en linfocitos de las placas de Peyer y la
Iamina propia del intestino delgado

En las placas de Peyer, el porcentaje de linfocitos CD19+ se incrementd
paulatinamente con el consumo prolongado de edulcorantes en el grupo
G12sTx. En el G6sTx, este aumento fue significativo en los subgrupos
Suc6sTx y Est6sTx (p<0,001) comparados con el subgrupo CL6sTx. En el
grupo G12sTx, los subgrupos Sac12sTx, Sucr12sTx y Est12sTx registraron
aumento del porcentaje de linfocitos B CD19+ (p<0,001). Al comparar los
grupos G3sSTx, G6sTx y G12sTx, se observd un incremento significativo
(p<0,001) del porcentaje de linfocitos CD19+ después de 12 semanas de
tratamiento (cuadro 3).

El consumo de estevia incremento el porcentaje de células IgA+ en
los grupos G6sTx y G12sTx. El porcentaje de células IgA+ en el grupo
G6sTx se elevd con el consumo de Sac6sTx, Sucr6sTx y Est6sTx (p<0,001)
comparado con el CL6sTx. Por el contrario, en el G12sTx, el porcentaje
de IgA+ disminuyd en los subgrupos Sac12sTx y Sucr12sTx (p<0,001),
pero se incremento en el subgrupo Est12sTx (p<0,001) comparado con
el grupo CL12sTx. El porcentaje de células IgA+ se elevo paulatina y
significativamente en el G6sTx y el G12sTx (p<0,001), comparados con el
G3sSTx (cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de linfocitos obtenidos de las placas de Peyer y la lamina propia del
intestino delgado de ratones CD1 con consumo de edulcorantes por 6 y 12 semanas

G3sSTx

Media +DE

n=6
CD19+PP (%) 55,110,545
IgA+ PP (%) 5,6 + 0,267

CD19+LP (%) 10,1+0577
IgA+LP (%)  16,3+0,176

G6sTx
CL6sTx Sac6sTx SucrésTx Est6sTx
Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
n=6 (%) n=6 (%) n=6 (%) n=6 (%) P

CD19+PP (%) ** 55,7 + 0,481 56,9 £ 0,513 64,8 + 0,49° 59 £ 0,229 0,001*
IgA+ PP (%)** 8,7 £ 0,32 17,7 £ 0,32° 171 +0,267° 10,7 £ 0,347° 0,001*
CD19+LP (%)** 8,07 + 0,085 3,4 +1,192 3,4 +1,09° 8,9+0,759 0,001*
IgA+ LP (%) ** 20,7+0,342 12,2+0,2612 34,6 + 0,55° 79 + 0,545 0,001*

G12sTx

CL12sTx Sac12sTx Sucri12sTx Est12sTx
CD19+PP (%) ** 63,6 + 0,63 71,9 + 0,497° 69 + 0,539 65,1 +1,03° 0,001*
IgA+ PP (%) ** 11,3+0,324 6,08 +0,267% 6,3+0,322 17,6 + 0,267° 0,001*
CD19+LP (%) ** 3,4 + 0,267 3,7 £0,176 4,8 +0,63° 9,1 £0,235* 0,001*
IgA+ LP (%) ** 16,3 + 0,267 26,4 +0,545° 24,3 +0,267° 19,7 + 0,347° 0,001*

*ANOVA de una via para comparar los subgrupos por tipo de edulcorante consumido:  prueba
post-hoc de Bonferroni, con p<0,05, de los subgrupos que disminuyeron el porcentaje de linfocitos

y células IgA* obtenidos de las placas de Peyer (PP) y la lamina propia (LP) al compararlos con su
control. ® Prueba post-hoc de Bonferroni, con p<0,05, que incrementaron el porcentaje de linfocitos y
células IgA* obtenidos de las placas de Peyer (PP) y la lamina propia (LP) comparados con su control.
**Comparacion de los grupos por tiempo de tratamiento con los edulcorantes (3sSTx, 6sTx y 12sTx)
mediante ANOVA de dos vias y con diferencias significativas positivas (p<0,05).

Los valores representan la media + desviacion estandar del porcentaje de linfocitos CD19* e IgA*

de las placas de Peyer y la lamina propia del intestino delgado, obtenidos por citometria de flujo con
anticuerpos monoclonales. Los experimentos se realizaron por duplicado. Clusters de diferenciacion
(CD); inmunoglobulina A+ (IgA*); placas de Peyer (PP), lamina propia (LP). Grupo con tres semanas
sin tratamiento (G3sSTx), grupos con 6 semanas de tratamiento (G6sTx): control (CL6sTx), sacarosa
(Sac6sTx), sucralosa (Sucr6sTx) y estevia (Est6sTx); grupos con 12 semanas de tratamiento
(G12sTx): control (CL12sTx), sacarosa (Sac12sTx), sucralosa (Sucr12sTx) y estevia (Est12sTx)
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Secrecion de las citocinas TGF-beta, IL-12 e IL-17 en las placas de

Peyer. La concentracion de TGF-beta en el G6sTx se incrementd de forma
significativa (p<0,001) con el consumo de Sac6sTx, Sucr6sTx y Est6sTx. El
comportamiento de la secrecion del TGF-beta en el G12sTx fue diferente,
pues en los subgrupos Sac12sTx y Sucr12sTx su secrecion se deprimio
significativamente (p<0,001), en tanto que se elevd en el subgrupo Est12sTx,
comparados con el subgrupo CL12sTx. Al comparar los grupos, se observo
un incremento de la secrecion (p<0,001) del TGF-beta con el consumo de
estevia por tiempo prolongado (cuadro 4).

Cuadro 4. Concentracion intracelular de citocinas obtenidas de linfocitos de las placas
de Peyer y la Iamina propia de ratones CD1 sometidos a consumo de edulcorantes por

6y 12 semanas

G3sSTx
Media + DE
n=6
TGF-B PP (pg/ml) 3,4+ 0,053
IL-12 PP (pg/ml) 3+ 0,069
IL-17 PP (pg/ml) 1,4 + 0,058
TGF-B LP (pg/ml) 10,8 + 0,053
IL-12 LP (pg/ml) 6,7 £ 0,122
IL-17 LP (pg/ml) 2,8 +0,112
G6sTx
CL6sTx Sac6sTx Sucr6sTx Est6sTx
Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE Valor
n=6 (pg/ml) n=6 (pg/ml) n=6 (pg/ml)  n=6 (pg/ml) P
TGF- PP (pg/ml) ** 3,4 +0,053 11,6 +0,106° 12,2 + 0,069 11,2 + 0,096° 0,001*
IL-12 PP (pg/ml) ** 2,1 +0,09 2,2 +0,08 2,7 +0,069° 1,4 +0,058% 0,001*
IL-17 PP (pg/ml) ** 1,1+0,08 2,9+0,074° 3,8+0,058° 3,3+0,074° 0,001
TGF-B LP (pg/ml) ** 11,5+0,0563 9,5+0,106 16,9 +0,069° 5,1 + 0,096 0,001*
IL-12 LP (pg/ml) ** 54+0,096 12,9+0,096> 8,1+0,069° 2,8=+0,09620,001*
IL-17 LP (pg/ml) ** 3,8+0,074 74+0,074° 78=+0,058> 11,1 +0,074° 0,001*
G12sTx
CL12sTx Sac12sTx Sucr12sTx Est12sTx
TGF-B PP (pg/ml) ** 9,3+0,16 1,8+0,162 1,97 +0,16* 18,96 + 0,096° 0,001*
IL-12 PP (pg/ml) ** 2,3+0,09 3,1+0,08° 1,08 +0,069° 726+ 0,058 0,001*
IL-17 PP (pg/ml) ** 1,7 + 0,08 4,4 +0,235° 5+0,053> 5,32 +0,074° 0,001*
TGF-B LP (pg/ml) ** 11,5+ 0,053 17,8 +0,106° 18,7 + 0,069° 16,6 + 0,096° 0,001*
IL-12 LP (pg/ml) ** 4,5+0,096 5,2+0,096° 10,6 +0,069° 1,2 +0,096% 0,001*
IL-17 LP (pg/ml) ** 3,3+0,068 12,2+0,074° 12+0,058° 10,1+ 0,08° 0,001*

*ANOVA de una via para comparar los subgrupos por tipo de edulcorante consumido: a prueba post-
hoc de Bonferroni, con p<0,05, de los subgrupos que disminuyeron la concentracion de citocinas
comparados con su control; b prueba post-hoc de Bonferroni, con p<0,05, que incrementaron

la concentracion de citocinas comparados con su control. **Comparacion entre los grupos por
tiempo de exposicion al edulcorante (3sSTx, 6sTx y 12sTx), con ANOVA de dos vias y diferencias

significativas positivas (p<0,05).

Los valores representan la media + desviacion estandar de la concentracién intracelular de las
citocinas (TGF-B, IL-12 e IL-17), obtenidas por citometria de flujo de linfocitos CD19+ de las placas
de Peyer y la lamina propia. Los experimentos se realizaron por duplicado. Grupo de tres semanas
sin tratamiento (G3sSTx); grupos con 6 semanas de tratamiento (G6sTx): control (CL6sTx), sacarosa
(Sac6sTx), sucralosa (Sucr6sTx) y estevia (Est6sTx); grupos con 12 semanas de tratamiento
(G12sTx): control (CL12sTx), sacarosa (Sac12sTx), sucralosa (Sucr12sTx) y estevia (Est12sTx).
Placas de Peyer (PP); lamina propia (LP); factor de crecimiento transformador (TGF-K); interleucinas
12y 17 (IL-12, IL-17); picogramos por mililitro (pg/ml)
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El consumo prolongado de sucralosa redujo la secrecion de IL-12 pero
esta se incremento con el consumo de estevia. La secrecién de IL-12 de los
subgrupos CL6sTx y CL12sTx disminuyo con respecto al G3sSTx (cuadro 4).
Al comparar los subgrupos del G6sTx, la concentracion de IL-12 disminuyo
significativamente en el subgrupo Est6sTx (p<0,001), y se incrementd con el
consumo de Sucr6sTx comparado con el subgrupo CL6sTx (cuadro 4). En el
G12sTx, la IL-12 se incremento en los subgrupos Sac12sTx, especialmente
en el Est12sTx, a diferencia del Sucr12sTx, en el que hubo una reduccion en
la secrecion de IL-12 (p<0,001) (cuadro 3). Al comparar los grupos G3sStx,
G6sTx y G12sTx, se aprecio que, con el consumo de sacarosa y de estevia,
se elevo la concentracion de IL-12 (p<0,001).

La secrecion de IL-17 se incrementd con el consumo prolongado
de edulcorantes. La secrecion de IL-17 se incrementé en los subgrupos
Sac6sTx, Sucr6sTx y Est6sTx a las 6 semanas de tratamiento (p<0,001),
comparados con el subgrupo CL6sTx. Con 12 semanas de tratamiento, la
secrecion de esta interleucina se encontré fue mas abundante en todos los
subgrupos que consumieron edulcorantes (cuadro 4). Al comparar los grupos,
se aprecid una diferencia paulatina y significativa (p<0,001) pues, cuanto
mayor el tiempo de consumo de edulcorantes, mayor la concentracion de la
interleucina 17.

En la lamina propia, con el consumo de sacarosa y sucralosa (p<0,001),
se disminuy0 el porcentaje de linfocitos B CD19+ a las 6 semanas de
tratamiento (G6sTx) y no hubo cambios en la secrecidn con el consumo de
estevia (p=0,369). En el G12sTx, el incremento se observo en los subgrupos
de estevia y sucralosa (p<0,001) (cuadro 3). Al comparar los grupos segun
el tiempo de tratamiento, se aprecio una reduccidén del porcentaje de
linfocitos (p<0,001) a las 6 (G6sTx) y 12 (G12sTx) semanas de tratamiento,
comparados con el G3sTx (cuadro 3).

El consumo prolongado de edulcorantes modifico el porcentaje de
IgA* en la ldmina propia. A las seis semanas de tratamiento, el porcentaje
de IgA* disminuyd con el consumo de Sac6sTx y Est6sTx (p<0,001) y se
incrementé significativamente con la Sucr6sTx, comparado con el subgrupo
CL6sTx. En cambio, a las 12 semanas de consumo, se elevé en todos los
subgrupos el porcentaje de IgA+ (cuadro 3). Al comparar los grupos segun
el tiempo de exposicién al edulcorante (6 y 12 semanas), se observaron
diferencias (p<0,001) que disminuyeron con el consumo de sucralosa, pero
se incrementaron con el de estevia comparados con sus controles, por lo
cual la diferencia se puede atribuir al tipo de edulcorante y no al tiempo de
exposicién (cuadro 3).

Secrecion de citocinas TGF- beta, IL-12 e IL-17 en la lamina propia. El TGF-
beta en el G6sTx se encontro elevado en el subgrupo Sucr6sTx y disminuido
en el subgrupo Est6sTx (p<0,001) al compararlos con el subgrupo CL6sTx.
Sin embargo, en el G12sTx, se elevd en todos los subgrupos: Sucr12sTx,
Sac12sTx y Est12sTx, en ese orden (cuadro 4). Al comparar los grupos por
tiempo de tratamiento, no hubo diferencia entre el G3sSTx y los controles
de los grupos G6sTx y G12sTx (p=0,873), pero si entre los controles y los
subgrupos de edulcorantes, por lo cual las diferencias dependieron del
consumo del edulcorante y no del tiempo de exposicién, como sucedié con la
IgA* (cuadros 3y 4).

La secrecién de IL-12 se encontrd elevada con el consumo de sacarosa
y sucralosa, pero disminuyd con la estevia. En sincronia con lo anterior, la
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secrecion de IL-12 en los G6sTx y G12sTx se elevé de forma significativa
con el consumo de sacarosa y sucralosa (p<0,001), pero la secrecién de
IL-12 disminuyd en ambos grupos con el consumo de estevia (p<0,001). Al
comparar los grupos por tiempo de tratamiento, se observé que la IL-2 se
incrementé (p<0,001) a las 6 y 12 semanas de consumo de edulcorantes,
comparados con el grupo G3sSTx (cuadro 4).

La IL-17 se elevé en todos los subgrupos suplementados con
edulcorantes a las 6 y 12 semanas. En el G6sTx, la IL-17 se elevo con el
consumo de los tres edulcorantes (cuadro 4). En el caso del G12sTx, el
incremento fue similar en todos los subgrupos. Al comparar los grupos por
tiempo de tratamiento, la IL-17 aumentd (p<0,001) en los grupos G6sTx y
G12sTx, comparados con el G3sSTx.

Diversidad bacteriana

La estructura de las comunidades bacterianas derivadas de la
secuenciacion del gen 716S se abordaron mediante la normalizacion del
numero de secuencias en las bibliotecas antes del calculo de los parametros
de cobertura, diversidad, riqueza y uniformidad de Good. En cuanto al primer
parametro (Good), se observé una alta proporcion de unidades taxonémicas
operacionales con relacion a las esperadas (90-99 % de cobertura) en
todas las librerias (cuadro 5). En las muestras del grupo G3sSTx, los
grupos bacterianos con el porcentaje de abundancia relativa mas alto
correspondieron a Pseudomonas, Lactobacillus y Clostridium (cuadro 6).

Las muestras de los subgrupos expuestos al consumo de edulcorantes
CL6sTx, Sucr6sTx, EstésTx y CL12sTx, presentaron una mayor riqueza segun
el indice de Shannon (H). Las muestras de los animales sometidos a consumo
de edulcorante por 6 semanas (G6sTx), presentaron mayor diversidad segun
el indice inverso de Simpson. El subgrupo méas abundante segun el estimador
de Chaof1, fue el Est6sTx. La distribucidon de las unidades taxondmicas
operacionales fue uniforme segun el indice de Pielou (J) (cuadro 5).

Cuadro 5. Numero de lecturas calificadas para la diversidad, riqueza y uniformidad del ADN de las comunidades bacterianas
presentes en los solidos intestinales de ratones CD1 sometidos a consumo cronico de edulcorantes

Grupo Nuimero de OTU® Cobertura  Inv. Simpson°® Chao1° H* Je
secuencias? de Good° (inferior/superior) (inferior/superior) (inferior/superior)
G3sSTx 58.350 270 0,99 1,965 (1,94/1,98) 1.691,1 (1.770,17/2.808,11) 0,75 (0,74/0,76) 0,93
CL6sTx 35.283 510 0,99 13,59 (13,28/13,92) 1.215,40 (1.006,39/1.524,73) 3,06 (3,04/3,08) 0,99
CL12sTx 36.357 340 0,99 5,09 (5,02/5,17) 1.090,6 (830,35/1.498,58) 2,24 (2,22/2,26) 0,99
SAC6sTx 28.979 849 097 7,084 (6,92/724) 2.893,9 (2.502,5/3.406,9) 2,67 (2,65/2,70) 0,99
SAC12sTx 72.818 232 0,99 1,06 (1,05/1,06) 1.106,5 (762,07/1.675,9) 0,159 (0,153/0,165) 0,95
SUCBsTx 33.594 216 0,99 15,63 (15,30/15,98) 1.525,58 (1.323,1/1.799,04) 2,92 (2,90/2,94) 0,98
SUC12sTx 51.654 727 0,98 1,29 (1,28/1,29) 1.268,3 (805,6/2.099,2) 0,45 (0,44/0,46) 0,97
EST6sTx 21.037 2510 0,90 14,14 (13,77/14,54) 8.904,9 (8.030,3/9.918,35) 4,13  (4,10/4,17) 0,99
EST12sTx 24.650 281 0,99 7,01 (6,85/7,17) 760,7 (582,6/1.049,9) 2,52 (2,49/2,54) 0,99

' El nimero de secuencias se obtuvo después de eliminar las secuencias de baja calidad (N =2; homopolimeros =8) y las secuencias cortas
(<250 nt).

® El nimero de unidades taxondémicas operacionales (OTU) observadas se definié sobre la base de una distancia maxima del 3 %.

¢ La biblioteca mas pequefa (21.037 secuencias) se utilizé para la normalizacién de datos. Los resultados presentados son el promedio de
1.000 repeticiones. Los parametros se estimaron utilizando MOTHUR. Los parametros indican el nimero de lecturas calificadas, el nimero
estimado de OTU y la cobertura, los estimadores de riqueza de especies (Good, Inv-Simpson), la diversidad de muestras (Chao 1), la
diversidad (H’) y la uniformidad (J’) del ADN de las comunidades bacterianas presentes en los solidos intestinales de ratones CD1 sometidos a
consumo crénico de edulcorantes.
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Cuadro 6. Abundancia relativa de los géneros bacterianos predominantes en las
secuencias del gen de 16S rRNA de muestras intestinales sélidas de ratones CD1
sometidos al consumo de edulcorante por 6 y 12 semanas de tratamiento

Control Sacarosa Sucralosa Estevia

Clase o filo Género % % % %
G3sSTx
y-proteobacteria  Pseoudomonas 78,76 - - -
Firmicutes Lactobacillus 2,25 - - -
Clostridium 1,74 - - -
G6sTx
a-proteobacteria Devosia - 1,63 - 6,20
Caulobacter - 1,60 - 5,80
Rhizobium - 1,08 - 4,21
B-proteobacteria  Methylotenera - 11,05 - 41,39
Polaromonas - 2,25 - 8,74
Brevundimonas - - - 2,18
Albidiferax - - - 2,16
Massilia - - - 1,83
8- proteobacteria - Stigmatella - - - 1,23
s-proteobacter!as Helicobacter 9,56 2,94 2,53 -
y-proteobacteria  pseoudomonas - 6,13 16,50 8,94
Firmicutes Lactobacillus 13,42 18,13 20,30 -
Clostridium 38,77 2751 36,80 -
Turicibacter 2,67 - 1,45 -
Desulfosporosinus - - - 2,79
Tenericutes Mycoplasma 2,25 5,04 2,80 -
Actinobacteria Arthrobacter - - - 1,62
G12sTx
g-proteobacterias Helicobacter 1,98 - - 17,38
y-proteobacteria  Pseudomonas - 99,1 96,46 1,17
Firmicutes Lactobacillus 42,18 - 233 1714
Clostridium 25,99 - - 3727
Turicibacter 9,75 - - 6,77
Desulfosporosinus - - - -
Streptococcus - - - 2,09
Tenericutes Mycoplasma 6,24 - - 10,08

En el cuadro se muestra el porcentaje (%) de la abundancia relativa de los géneros
bacterianos predominantes segun tiempo y tipo de tratamiento. Todos los géneros
presentaron diferencias significativas y una abundancia relativa >1.

En el grupo de ratones sometidos a consumo de edulcorante durante 6
semanas, se registraron diversos géneros. En el grupo CL6sTx, la abundancia
relativa mas alta correspondié a Clostridium, Lactobacillus, Helicobacter,
Turicibacter y Mycoplasma. En los subgrupos Sac6sTx y Sucr6sTx, hubo un
mayor porcentaje de abundancia relativa de Clostridium y de Lactobacillus.
En el subgrupo Est6sTx, hubo una mayor abundancia de Methylotenera,
con presencia de otros géneros como Devosia, Caulobacter, Rhizobium,
Desulfosporosinus y Albidifereax, entre otros (cuadro 6) (figura 2). En el
G12sTx, el subgrupo CL12sTx mostré mayor abundancia de Lactobacillus
con presencia de otros géneros como Clostridium, Turicibacter, Mycoplasma
y Helicobacter. Hubo una disminucién significativa en la diversidad bacteriana
de las muestras de Sac12sTx, con una mayor abundancia relativa del género
Pseudomonas, en tanto que, en el subgrupo Sucr12sTx, hubo presencia
de Pseudomonas y Lactobacillus (cuadro 6). Por otra parte, en el grupo
Est12sTx, la mayor abundancia correspondid a Clostridium, Helicobacter,
Lactobacillus, Mycoplasma, Turicibacter, Streptococcus y Pseudomonas.
Las frecuencias relativas de los géneros bacterianos predominantes basadas
en las secuencias del gen ARN ribosémico 16S (16S rRNA), se presentan en
el cuadro 6 y la figura 2.
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Los datos obtenidos significan las medias de la secuenciacién masiva de las regiones V6-V8 del gen

16S rRNA. Clasificacion taxondmica con abundancia relativa a nivel de género de la lectura total de las
secuencias. El andlisis se hizo en MOTHUR utilizando la alineacion de referencia bacteriana de Silva.
Grupo de 3 semanas sin tratamiento (G3sSTx); grupos con 6 semanas de tratamiento (G6sTx): control
(CL6sTx), sacarosa (Sac6sTx), sucralosa (Sucrb6sTx) y estevia (Est6sTx); grupos con 12 semanas de
tratamiento (G12sTx): control (CL12sTx), sacarosa (Sac12sTx), sucralosa (Sucr12sTx) y estevia (Est12sTx)

Figura 2. Composicion de la microbiota obtenida de los sélidos del intestino delgado de ratones
CD1 tratados o no con edulcorantes durante 6 y 12 semanas

Ademas, se analizaron los componentes principales para todas las
lecturas de las secuencias del gen 16S rRNA segun el tiempo de tratamiento
para detectar diferencias en la composicion bacteriana en las muestras. En
el grupo de tratamiento G6sTx, los dos componentes principales explicaron
el 70 % de la varianza de la diversidad beta de las muestras. En la figura 3,
se observa que los subgrupos CL6sTx, Sac6sTx y Sucr6sTx se agruparon
de manera positiva para ambos componentes, en tanto que el subgrupo de
Est6sTx se agrupd de manera negativa para el PC2, lo que puede explicar el
17,7 % de la varianza. Ademas, el G3sSTx se agrup6 bajo valores negativos
para el PC1, lo que explicaria el 50,4 % de la varianza. Estas diferencias
indican una mayor heterogeneidad en G3sSTx y Est6sTx (figura 3).

En los grupos tratados durante 12 semanas, los dos componentes
principales explicaron un 81,5 % de la varianza. Los subgrupos Sac12sTx y
Sucr12sTx presentaron una menor diversidad, agrupandose positivamente en
el PC1 y explicando el 80,9 % de la varianza. El subgrupo CL12sTx puntud
negativamente para ambos componentes y el subgrupo Est6sTx se ubicé
positivamente en el PC2, el cual explica unicamente el 8,6 % de la varianza
(figura 3).
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Figura 3. Grafico del analisis coordinado principal (plot ACoP) de comunidades bacterianas presentes en el contenido sélido

del intestino delgado de ratones CD1 que consumieron edulcorantes durante 6 semanas (A: G6sTx) y 12 semanas (B: G12sTx).
G3sSTx. Grupos con 6 semanas de tratamiento (G6sTx): control (CL6sTx), sacarosa (Sac6sTx), sucralosa (Sucr6sTx) y estevia
(Est6sTx); grupos con 12 semanas de tratamiento (G12sTx): control (CL12sTx), sacarosa (Sac12sTx), sucralosa (Sucr12sTx) y
estevia (Est12sTx)

Discusion

Consumo de alimento, agua y edulcorante, aporte energético, peso
corporal e IMC, segun cada edulcorante

Sacarosa. En el G6sTx, los ratones disminuyeron su consumo de alimento
y agua y, por lo tanto, el aporte caldrico, con un incremento sustancial del
consumo de sacarosa y sin cambios en el IMC. Este comportamiento podria
deberse a que el gran consumo de sacarosa pudo ocasionarles sensacion
de saciedad, lo que resulté en la moderacién del consumo de alimento. Ello
coincide con un estudio previo en el que se sefialé cédmo el consumo crénico
de alimentos dulces con sacarosa podria inducir comportamientos adictivos
y desembocar en una mayor ingestion de alimentos dulces y menor consumo
de alimento (36). Tales conductas adictivas se han visto también al administrar
soluciones endulzadas con sacarosa a ratas, con la consecuente disminucién
en el consumo de alimento (37). En otro estudio en el que los ratones
consumieron glucosa, su sensibilidad a la insulina aumentd y el porcentaje de
grasa corporal se elevo (38), aunque no hubo modificaciones en el IMC.

En este sentido, todavia hay controversia sobre si las dietas que contienen
hidratos de carbono, como sacarosa, maltodextrinas y almiddn, inducen
cambios metabdlicos (39). En otro estudio en ratas expuestas a sacarosa, se
observaron reacciones fisioldgicas y conductuales similares a las provocadas
por el abuso de drogas como la cocaina o las anfetaminas (40), lo que explicaria
el gran consumo de sacarosa en este estudio. Lo que es un hecho es que la
exposicion repetida a la sacarosa ocasiona tolerancia a sus efectos, lo cual se
ha comprobado en animales que desarrollaron una reaccién compensatoria
caracterizada por la hiperactividad asociada con su consumo (41).

Sucralosa. En el subgrupo Sucr6sTx, los ratones no modificaron la
cantidad de alimento consumido en comparacion con el subgrupo de control,
sin embargo, disminuyeron su consumo de agua. Los ratones consumieron
mayor cantidad de sucralosa que de estevia (22,7 mg/ml de sucralosa Vs.
14,31 mg/ml de estevia), con escaso aporte energético, pero sin cambios en
el IMC (cuadro 2). En el G12sTx, el consumo de alimento y agua y el aporte
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energético disminuyeron y hubo un mayor consumo de edulcorante (28,47
mg/ml) en comparacion con el G6sTx (22,77 mg/mL), aunque sin cambios en
el IMC (cuadro 2).

Los estudios sobre la sucralosa han suscitado controversias. En uno con
ratas macho, se encontr6é que el consumo de sucralosa durante 12 semanas
aumenté la expresién de la P-glucoproteina y el citocromo P450, lo que
sugiere que el cuerpo podria estar tratando a la sucralosa como una toxina
que requiere ser eliminada (42). La sucralosa es un edulcorante artificial
intenso cuya dulzura se correlaciona con fuertes enlaces de hidrégeno, agua y
azucar (39), lo cual genera preferencia por su consumo, pero con la ventaja de
que no aporta calorias a diferencia de la sacarosa. A pesar de su inocuidad,
hasta ahora continda la controversia frente a su efecto sobre el IMC.

Estevia. El consumo de estevia durante 6 semanas (Est6sTx) disminuy6
el consumo de alimento y no produjo cambios en el consumo de agua,
comparado con el grupo de control. Se consumieron 14,31 mg/semana
de estevia, proporcidn mucho menor que la del consumo de sacarosa y
sucralosa (cuadro 2). El aporte energético fue el mas bajo de los tres grupos
y no hubo cambios en el IMC como sucedid con la sucralosa. En el subgrupo
Est12sTx, no se apreciaron cambios en el consumo de alimento o agua,
en el aporte energético ni el IMC, y los ratones elevaron el consumo de
estevia comparado con el subgrupo tratado por 6 semanas (Est6sTx). Se ha
reportado que el consumo de estevia en el desayuno reduce el consumo de
alimento durante el resto del dia en comparacion con los alimentados con
sacarosa (43). En este estudio el edulcorante se administré en la mafana, lo
que podria explicar este comportamiento.

En cuanto al IMC y su relacién con el consumo de edulcorantes no
nutritivos, esta sigue suscitando controversia, aunque se sabe que es
multifactorial y depende del sexo, la edad, el tipo de dieta, el estilo de vida
€, incluso, la raza (3). Los resultados del presente estudio coinciden con lo
reportado por Figlewicz, et al. y Dhingra, et al., autores que concluyeron que
el consumo de sucralosa y estevia no aumento el peso corporal ni el IMC en
ratas (44,45), aunque también subrayan las diferencias debidas a la especie
0 Sexo.

En este sentido, el contenido de la dieta actia de forma distinta en cada
individuo, como se resalta en el estudio de Nishikawa, et al. Los autores
compararon seis cepas diferentes de roedores que, a pesar de recibir la misma
dieta, se comportaron de forma diferente, pues cada una reguld la cantidad de
alimento consumido (46), situacién que también se aprecié en nuestro estudio,
especialmente con el consumo de sacarosa. Por otro lado, el gusto influye en la
predileccion por uno u otro nutriente. En el estudio de South, et al., se observé
que cada cepa de ratones prefirié un tipo particular de alimento que, en este
caso, fue la sacarosa frente a la sucralosa y la estevia (47). Se han descrito,
ademas, cepas resistentes a la dieta, ya que no ganan peso aun cuando se les
brindan dietas elevadas en grasa o hidratos de carbono (48).

En el presente estudio, el IMC no se modificd en ningin subgrupo, ni
siquiera cuando los animales tuvieron un consumo prolongado de edulcorantes.
En el caso de la sucralosa y la estevia, esto puede explicarse por su bajo
indice caldrico, pero la sacarosa, a pesar de su alto indice glucémico, ocasion6
una disminucidn en el consumo de alimento, lo que permitié que el IMC no se
incrementara. Asimismo, resulta benéfico reducir la exposicién al sabor dulce
en la dieta, ya que los edulcorantes artificiales, aunque reducen el consumo de
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calorias, fomentan la ansiedad y la dependencia (49). Otro factor que explica
este fendomeno es el hecho de que los edulcorantes activan sefales intestinales
y gastricas que ocasionan un efecto sinérgico sobre la saciedad, ademas de
modular el consumo de alimento (2,37).

Se considera que el aumento de peso en los individuos es de origen
multifactorial (genético, ambiental, conductual, etc.). Las dietas ricas en
glucosa y calorias influyen en el apetito de los animales, ya que disminuyen
el consumo de alimento (50), situaciéon que se observé con el consumo de
sacarosa en el presente estudio. Asi pues, la dieta por si sola no produce un
aumento significativo de peso. La controversia sobre los efectos del consumo
de edulcorantes bajos en calorias en la salud continua, pues se ha asociado
positivamente con la ganancia de peso y la diabetes, pero también con
un IMC bajo y pérdida de peso, ademas de casos sin relacién con el peso
corporal y ciertos parametros metabdlicos (51).

Consumo de edulcorante y glucemia. La glucemia no se modificé con el
consumo de edulcorantes. Aunque la sacarosa tiene un mayor aporte caldrico
(4 kcal/g), los niveles de glucemia no fueron estadisticamente diferentes a
los de los ratones que consumieron sucralosa (menos de 2 kcal/g). Estos
resultados coinciden con los obtenidos recientemente por Grotz, et al.,
quienes demostraron que el consumo de sucralosa y estevia no aumentaban
la glucemia (52).

Relacion con la microbiota de los marcadores inmunoldgicos en las
placas de Peyer y la Iamina propia

En el intestino delgado residen aproximadamente 104 unidades
formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de contenido intestinal en la parte
superior y 108 UFC/g en la regidn distal del ileon, cifra que aumenta (1014
UFC/g) en el intestino grueso (53). Hay diversos factores que influyen en
la composicién de las comunidades bacterianas, como las modificaciones
en los gradientes quimicos o en la disposicion de nutrientes, y la situacién
inmunitaria del huésped (54). Sucede igual en la homeostasis de las
comunidades bacterianas, especialmente en el estado nutricional del
individuo (55). Cuando este equilibrio se pierde, se producen modificaciones
en el tipo de especies y su abundancia (56), y se altera su comunicacion con
las vias inmunitaria y nerviosa. Por ejemplo, se ha descrito, que interfieren
en la elaboracion de moléculas de senalizacion y el reconocimiento de
compuestos bacterianos por parte de las células inmunitarias del epitelio
y de la lamina propia (57). El estudio de la microbiota del intestino delgado
tiene gran importancia para el funcionamiento endocrino y del tejido linfoide
asociado al intestino, pues en él se lleva a cabo cerca del 90 % de la
extraccion de energia proveniente de la dieta (56); ademas, la absorcion
de nutrientes depende del buen funcionamiento e integridad de la mucosa,
incluida la microbiota (58). La mayoria de las investigaciones en este campo
se enfocan en el estudio de la microbiota derivada de heces fecales del
intestino grueso (59), por lo que es la que cuenta con la descripcion mas
completa hasta el momento.

Sacarosa. Al comparar los parametros inmunitarios por compartimiento, se
pudo observar que la sacarosa tuvo un efecto importante cuando su consumo
fue prolongado (12 semanas), ya que elevd el porcentaje de linfocitos
CD19+ y disminuyd el de las células IgA+ en las placas de Peyer, debido,
quiza, a la falta de cambio del isotipo de linfocitos a células plasmaticas al
reducirse la secrecion de TGF-beta, principal estimulador de este proceso.
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En la lamina propia, no se modificé el porcentaje de linfocitos CD19+ y las
células IgA+ se incrementaron quiza por el aumento en la migracion desde
las placas de Peyer y el cambio de isotipo por la estimulacion del TGF-beta
elevado. En ambos compartimientos se incrementaron las interleucinas IL-12
e IL-17 (cuadro 4), lo que permite concluir que la sacarosa podria actuar
como estimulador de los linfocitos B virgenes para transformarlos en células
plasmaticas productoras de IgA+.

La diversidad bacteriana fue mayor en el grupo G6sTx que en el G12sTx
(figura 2) (cuadros 5 y 6). La gran diversidad bacteriana observada a las 6
semanas de tratamiento pudo deberse a la estimulacion de la sacarosa en las
placas de Peyer, con la consecuente elevacion de la IL-12 y la IL-17 (60). La
estimulacién del compartimiento inductor (placa de Peyer) podria explicarse
por el incremento del porcentaje de células IgA+ y de las citocinas TGF-beta,
IL-12 e IL-17 en la lamina propia. Por el contrario, la diversidad bacteriana
se redujo con el consumo de sacarosa durante 12 semanas, ya que solo
se encontraron proteobacterias del género Pseudomonas. Esta reduccién
en las comunidades bacterianas puede explicarse también por la reduccion
en el porcentaje de células IgA+, lo que ocasiona una transiciéon incompleta
a una microbiota madura y, por lo tanto, mayor propension a las lesiones
intestinales (61). La produccion elevada de citocinas IL-12 e IL-17 podria ser
la consecuencia de una reaccion protectora para mantener la homeostasis
y la integridad de la barrera intestinal y, quiza, un intento de estimular a la
poblacién bacteriana y revertir su reduccion.

Se puede inferir, entonces, que el tiempo prolongado de consumo de
sacarosa modificaria el comportamiento de los linfocitos de las placas de
Peyer y la lamina propia, y alteraria a largo plazo la composicion microbiana,
ocasionando una disbiosis. Se ha reportado que los edulcorantes artificiales
ocasionan disbiosis microbiana y efectos metabdlicos adversos en los
roedores (62) y, a pesar de que la sacarosa no es un edulcorante artificial,
podria tener un efecto similar. Por otro lado, los niveles elevados de IL-12 e
IL-17 pueden ser una reaccién protectora para mantener la homeostasis y la
integridad de la barrera intestinal (60) (figura 2) (cuadro 6).

Este efecto coincide con un reporte que indica que las dietas ricas en
hidratos de carbono simples, como la sacarosa, reducen notablemente
el ecosistema bacteriano (63). Si se toma en cuenta que los azucares y
edulcorantes se absorben activamente en el intestino delgado a través de
transportadores de azucar, y que unicamente entre el 5y el 30 % de estos
llega al intestino grueso (64), resulta congruente que exista mayor interaccion
en la mucosa y la luz del intestino delgado que en el intestino grueso. Estos
azucares son sustratos muy utilizados que enriquecen a los microbios del
intestino delgado en comparacién con los del intestino grueso (65). Otro
ejemplo es el de los hidratos de carbono, como la fructosa, los alcoholes
de azucar y algunos edulcorantes, entre ellos la sucralosa, que son poco
0 pasivamente absorbidos en el intestino delgado, por lo que la variacion
de los microbios encontrados depende de la variacidon de los azucares o
edulcorantes presentes alli (64).

Sucralosa. A las 6 semanas de tratamiento (G6sTx), los linfocitos
CD19+ de las placas de Peyer aumentaron significativamente, al igual que
las células IgA+, el TGF-beta, la IL-12 y la IL-17. En la ldamina propia, en
cambio, los linfocitos CD19+ disminuyeron, con un incremento de las células
IgA+, el TGF-beta, la IL12 y la IL-17. Estas ultimas se incrementaron en



Biomédica 2021;41:504-30

Edulcorantes, intestino delgado y microbiota

ambos compartimientos, quiza como consecuencia de su interaccién con la
microbiota modificada constituida por proteobacterias, firmicutes y tenericutes,
y géneros diversos como Helicobacter, Pseudomonas, Lactobacillus,
Clostridium, Turicibacter y Mycoplasma.

En el grupo G12sTx, en cambio, se mantuvo en las placas de Peyer el
incremento de los linfocitos CD19+ y la secrecion de IL-17, pero se redujo la
cantidad de células IgA+ y la secrecion de TGF-beta e IL-12. En la Idmina
propia, se observo incremento de CD19+ e IgA+, quizéa por el aumento en
su migracién desde la placa de Peyer y su estimulacion por parte del TGF-
beta elevado. Como se puede apreciar, a las 12 semanas los cambios en
los parametros inmunitarios en ambos compartimientos podrian indicar que
el consumo crénico de sucralosa si afectd la inmunidad de la mucosa del
intestino delgado.

La elevacion de los linfocitos BCD19+ y la IL-17 en las placas de Peyer
podria ser un mecanismo compensatorio, con una marcada disminucion de
IgA+, lo cual indicaria que no hubo una activacion de los linfocitos BCD19+
hacia células plasmaticas productoras de IgA+, o cambio de isotipo, o que
las células migraron aceleradamente hacia la lamina prima, donde su numero
aumentd. El incremento de TGF-beta, IL-12 e IL-17 puede explicarse por una
mayora migracion de los linfocitos BCD19+ de las placas de Peyer hacia
la lamina propia, con estimulacion in situ de los linfocitos BCD19+ para la
activacion y el cambio de isotipo, y con la consecuente estimulacion en la
secrecién de IL-12 e IL-17 en la ldmina propia.

Esto puede deberse a la reduccién de la diversidad bacteriana que
ocasiono poca estimulacion de la mucosa intestinal, ya que Unicamente se
encontraron dos clases de organismos, proteobacterias y firmicutes, y dos
géneros, Pseudomonas y Lactobacillus. Se puede inferir, entonces, que
cuanto mas prolongado es el tiempo de consumo de la sucralosa, mayor es el
dano a la diversidad de la microbiota del intestino delgado y, por ende, mayor
la modificacion de la poblacion de linfocitos BCD19+ y células IgA+. El tiempo
prolongado de consumo si afecta la composicion bacteriana.

No obstante, los resultados aun son contradictorios, ya que ahora se
pone en duda que la sucralosa no se metabolice y se excrete sin cambios.
Se ha descrito en ratas que la sucralosa se metaboliza en compuestos que
son menos polares y, por lo tanto, mas lipofilicos que el compuesto original.
Se encontré que la sucralosa se retuvo en el tejido adiposo dos semanas
después del cese de la ingestion (66). Por lo tanto, el concepto de su
inocuidad, no absorcion y los posibles efectos crénicos del consumo habitual,
se han cuestionado. Los resultados de varios estudios recientes plantean
una serie de problemas con respecto a la seguridad potencial de la ingestion
cronica de la sucralosa en humanos (67).

Otro hallazgo sugiere que esta tiene mayor tendencia a unirse con bolsas
hidrofébicas en las superficies de las proteinas, lo cual podria provocar su
interaccién débil con ellas y la desestabilizacién de sus estructuras (68). Este
mecanismo podria influir en la desestabilizacién de las membranas celulares
de algunos tipos de bacterias de la microbiota intestinal y, con ello, disminuir la
poblacién bacteriana, lo que ocurrié en este estudio. Se ha documentado que
dicho desequilibrio y la reduccion en la composicion de la microbiota intestinal,
son parcialmente responsables de enfermedades como alergias, cancer
gastrico, enfermedad de Crohn, obesidad y enfermedad inflamatoria intestinal
(67). Sin embargo, no se ha reportado una relacion directa entre el consumo
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de sucralosa y estas enfermedades, y se reconoce, mas bien, como uno de los
factores causales, especialmente en la enfermedad inflamatoria intestinal (69).

En la obesidad si se ha demostrado que la sucralosa altera la relacién
huésped-microbio en el intestino (70), pero sigue siendo un hecho que
los estudios todavia son contradictorios en este aspecto. Por ejemplo, en
el estudio de Abou-Donia, et al., en ratas macho suplementadas durante
12 semanas con Splenda, edulcorante que contiene sucralosa, se reporté
una reduccién de las bifidobacterias, lactobacilos, Bacteroides, clostridios
y las bacterias aerdbicas totales, con pérdidas de hasta 79,7 % en los
lactobacilos. Los autores concluyeron que la sucralosa administrada como
Splenda reduce el numero de bacterias intestinales autéctonas y promueve
una mayor supresion de anaerobios usualmente benéficos (lactobacilos
y bifidobacterias), con menos inhibicién para bacterias perjudiciales
(enterobacterias) (70).

En el presente estudio, la composicidn bacteriana en el G6sTx se redujo
y modificd, y solo se registraron los géneros Helicobacter, Pseudomonas,
Lactobacillus, Clostridium, Turicibacter, y Mycoplasma, en tanto que,
en el G12sTx, se evidencié una pérdida casi total de las comunidades
bacterianas, con presencia unicamente de Pseudomonas y Lactobacillus.
La controversia persiste, ya que segun Brusick, et al., los resultados en
cuanto a la modificacién de la microbiota con el consumo de sucralosa no
son concluyentes (71), pues se asevera que esta también ocurre como
resultado de una variacion bioldgica normal (72). Por ultimo, se plantea
que la perturbacidn de Bacteroides por consumo de sucralosa aumenta la
posibilidad de afectar la estabilidad de todo el ecosistema bacteriano en
el tubo digestivo, ya que esta tiene un papel critico en la estabilidad y la
resistencia de la colonizacion intestinal (66).

Estevia. El comportamiento de los grupos tratados con estevia fue
completamente diferente al de los tratados con sacarosa y sucralosa. En el
G6sTx, la estevia se comportd como un estimulador de las placas de Peyer,
ya que se incrementd el porcentaje de linfocitos BCD19+, IgA+, TGF-beta e
IL-17, lo cual también explicaria la gran diversidad bacteriana que se encontrd
en este grupo (figura 2). La IL-12 disminuyd significativamente, quiza por no
reconocer a la estevia como un patdgeno, sino porque permite una adecuada
relacién simbidtica entre la microbiota y la mucosa del intestino delgado. Ahora
bien, en la lamina propia se incrementaron los linfocitos BCD19+ y la IL-17, pero
disminuyeron las células IgA+, tal vez debido a que las células de la placa de
Peyer no migraron en abundancia, ya que el estimulo no fue reconocido como
nocivo, lo que también redujo la secrecién de TGF-beta e IL-12.

La diversidad bacteriana incluyd, principalmente, proteobacterias,
firmicutes y actinobacterias, con 13 géneros diferentes, entre ellos: Devosia,
Caulobacter, Rhizobium, Methylotenera, Polaromonas, Brevundimonas,
Albidiferax, Masilia, Stigmatella, Pseudomonas, Desulfosporosinus,
Mpycoplasma y Athrobacter (figura 3). El mismo comportamiento se pudo
apreciar en el G12sTx (cuadro 6), aunque con modificaciones en la diversidad
bacteriana con respecto al G6sTx, ya que continuaron apreciandose las
proteobacterias y firmicutes, pero no asi las actinobacterias; en su lugar,
aparecieron tenericutes y siete géneros: Helicobacter, Pseudomonas,
Lactobacillus, Clostridium, Turicibacter, Streptococcus y Mycoplasma.

Entre las propiedades de la estevia estudiadas hasta el momento,
se encuentran su actividad antidiabética, anticariogénica, antioxidante,
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hipotensiva y antihipertensiva, antiinflamatoria y antitumoral. Como parte
de su actividad antimicrobiana, Estevia rebaudiana inhibe el crecimiento
de ciertas bacterias patdgenas, por lo cual se utiliza para tratamiento de
heridas, llagas y enfermedades de encias (73). Su actividad bactericida
se ha estudiado en extractos acuosos que resultaron efectivos contra
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y su variedad
enterohemorragica, y Salmonella typhimurium (74).

La estevia aparentemente no afecta la microbiota intestinal endémica,
lo que se explicaria porque favorece su abundante proliferacién y no dana
o compite por los sustratos de las bacterias, favoreciendo su abundancia
y diversidad. Asimismo, es un hecho que los fructanos derivados de la
planta mejoran el crecimiento de cepas microbianas seleccionadas como
las bifidobacterias y los lactobacilos, importantes para la funcién intestinal
(75). Los organismos de Bacteroides son abundantes en el tubo digestivo y
pueden hidrolizar eficientemente el estevidsido y el rebaudidsido A a esteviol,
lo que no sucede con los lactobacilos, las bifidobacterias, Clostridium, y
las especies de coliformes y enterococos, ya que no utilizan glucésidos de
esteviol como sustrato (62).

En el presente estudio, no se registro la presencia de Bacteroides en
ninguno de los tres grupos de estudio, por lo tanto, se puede aseverar que
es una especie propia del colon que no es abundante en intestino delgado.
Lo cierto es que la estevia aumenta el indice de diversidad de Shannon
en el colon debido a su efecto sobre la uniformidad de la comunidad de
microbiomas, mas que por un impacto en la riqueza de unidades taxonémicas
operacionales (75).

Se encontraron, en el presente estudio, proteobacterias del género
Methylobacteria, las cuales se utilizan como acelerador del crecimiento y
estan presentes de forma habitual en las hojas de la planta de E. rebaudiana
(76). La presencia de esta bacteria no se detectd en el grupo de sucralosa,
pero si en el de sacarosa (G6sTx). Ademas, se ha observado en muestras de
heces fecales de ratones de la misma edad y condicion una gran proporcién
de firmicutes y actinobacterias y, en menor proporcién, proteobacterias y
tenericutes (77). A pesar de que las muestras en este estudio proceden
del contenido sélido del intestino delgado, la presencia de firmicutes y la
dominancia de proteobacterias fueron constantes, como se ha reportado
en otros estudios (78). La elevada prevalencia de proteobacterias se ha
interpretado como un posible marcador de disbiosis y, por lo tanto, de riesgo
de enfermedad (79).

Lo que se ha podido comprobar, en general, es que el uso de
edulcorantes no caldricos puede alterar la proliferacion de las proteobacterias
en el intestino, particularmente en el colon, comportamiento que en este
estudio también se observo en el intestino delgado (80). Otro ejemplo de esta
disbidsis es el incremento de las betaproteobacterias, que se relaciona con
alteraciones metabdlicas como la diabetes mellitus de tipo 2 (81). Lo dicho
deja claro el hecho de que el tipo de dieta modifica la composicion de la
microbiota en ambas porciones del intestino.

El consumo de agua y alimento, y el aporte energético disminuyeron con el
consumo de sacarosa a las 12 semanas, sin cambios en el IMC ni la glucemia.
El edulcorante mas consumido por los ratones fue la sacarosa. Después
de 12 semanas de consumo de sacarosa y sucralosa, se incrementaron en
las placas de Peyer los porcentajes de CD19+ e IL-17, con disminucién de
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IgA+ y de TGF-b, asi como de la diversidad bacteriana, especialmente con

el consumo de sucralosa. Por el contrario, la estevia mejoro el porcentaje de
linfocitos BCD19+, IgA+, TGF-b, IL-12 e IL-17, y mantuvo niveles favorables de
diversidad bacteriana. La estevia interactud de forma saludable con la mucosa
intestinal, comparada con la sacarosa y la sucralosa.
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Articulo original

Subtipos del carcinoma luminal de mama segun el
consenso de Saint Gallen en un grupo de pacientes

venezolanas

Angel Fernandez-Tortolero'2, Aldo Reigosa-Yaniz'

' Centro de Investigaciones Médicas y Biotecnolégicas, Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad de Carabobo, Valencia, Venezuela

2Departamento de Ciencias Fisiologicas, Escuela de Ciencias Biomédicas y Tecnolégicas,
Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo, Valencia, Venezuela

Introduccién. El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en las mujeres
de todo el mundo. Los distintos subtipos intrinsecos tienen prondsticos diferentes y su
prevalencia varia significativamente segun los criterios establecidos en el Consenso de
Saint Gallen.

Obijetivo. Clasificar los subtipos luminales del carcinoma de mama en una poblacién de
pacientes venezolanas segun los consensos de Saint Gallen del 2009, 2011, 2013 y 2015.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio retrospectivo en 209 pacientes con carcinoma
ductal infiltrante de mama, atendidas en el Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez
Carrefio” de Valencia, Venezuela.

Resultados. La distribucion de los subtipos luminal A y B cambié después de reclasificar
los casos segun los consensos de 2011, 2013 y 2015; el subtipo luminal B fue el mas
comun en la serie de estudio.

Conclusiones. Mediante la clasificacion basada en los ultimos criterios de Saint Gallen,
se determind un numero mayor de tumores luminales B, lo que ayudaria a seleccionar

a aquellas pacientes que no requieran la quimioterapia adyuvante y a quienes puedan
beneficiarse de la terapia hormonal adyuvante en la practica clinica.

Palabras clave: adenocarcinoma; neoplasias de la mama; Venezuela.

Subtypes of luminal breast carcinoma according to the Saint Gallen Consensus in a
group of Venezuelan patients

Introduction: Breast cancer is the most frequent malignancy in women worldwide. Different
intrinsic subtypes have different prognoses and their prevalence varies significantly
according to the criteria established in the Saint Gallen Consensus.

Obijective: To classify the luminal subtypes of breast carcinoma according to Saint Gallen
2009, 2011, 2013, and 2015 consensuses in a group of Venezuelan patients.

Materials and methods: We conducted a retrospective study in 209 patients with infiltrating
ductal carcinoma of the breast followed up at the Institute of Oncology “Dr. Miguel Pérez
Carreno” in Valencia, Venezuela.

Results: The distribution of the luminal A and B subtypes changed after the reclassification
of the cases according to 2011, 2013, and 2015 Saint Gallen Consensuses. The luminal B
subtype was the most common in the study series.

Conclusions: With the use of a classification based on the latest Saint Gallen criteria we
identified more luminal B tumors. This could contribute to selecting those patients who can
avoid adjuvant chemotherapy and/or benefit from the adjuvant hormonal therapy in clinical
practice.

Keywords: Adenocarcinoma; breast neoplasms; Venezuela.

El carcinoma de mama es el cancer mas comun en las mujeres a nivel
mundial. En la practica clinica se usa ampliamente la clasificacion de los
subtipos intrinsecos del carcinoma de mama determinados mediante
inmunohistoquimica. Los tumores de mama poseedores de receptores de
estrégeno (RE) o de progesterona (RP) se clasifican como luminal A o luminal
B, y con expresion del receptor HER2 o sin ella. El subtipo luminal A se
caracteriza por expresar gran cantidad de receptores de estrdgeno y tener un
prondstico favorable, mejor que el del subtipo luminal B (1).

Los carcinomas luminales representan alrededor de dos tercios de
todos los carcinomas de mama a nivel mundial. Este tipo de cancer es muy
heterogéneo e incluye perfiles de expresion génica y patrones de mutacion
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cuyo curso clinico y respuestas al tratamiento sistémico son muy variadas.

En la actualidad, se han propuesto varias terapias individualizadas segun las
caracteristicas bioldgicas de cada subtipo luminal. Por lo tanto, la diferenciacién
de los tumores luminales conlleva importantes implicaciones terapéuticas (2).

La caracterizacion fenotipica de estos tumores se basa en los criterios del
consenso de Saint Gallen, a partir del andlisis de la expresion de RE, RP y
HER2, y la medicién del indice de proliferaciéon (Ki-67), un marcador nuclear
de la proliferacion celular que se expresa en todas las fases del ciclo celular,
excepto en la GO (3). En el consenso de Saint Gallen del 2009, se enfatizd
sobre la importancia de los marcadores de proliferacion y se sugirieron para
guiar la eleccion de la quimioterapia adyuvante en el tratamiento de pacientes
con receptores hormonales positivos. Sin embargo, hay muchas limitaciones
asociadas con la interpretacion del marcador y las diferencias en los valores
de corte, asi como en los métodos de interpretacion, la variabilidad entre
observadores y la heterogeneidad de la expresion de Ki-67 (4,5).

Los resultados variables de la interpretacién inmunohistoquimica de
Ki-67 pueden deberse, principalmente, a la falta de consenso en torno a la
metodologia. Por esta razén, en el consenso de Saint Gallen del 2011 se
sugirieron diferentes pautas para la diferenciacion inmunohistoquimica de los
carcinomas luminales A y B. El punto de corte de Ki-67 por debajo del 14 %
fue el que mejor se correlaciond con la determinacion de la expresion génica
del subtipo luminal A. Por otra parte, se consideré un indice Ki-67 de 14 % o
mas para caracterizar el subtipo luminal B negativo para HER2 (5).

En el consenso de Saint Gallen del 2013, el panel de expertos recomendd
que la distincion entre los tumores de subtipo luminal A y B podria mejorarse
con la inclusion de una expresion del RP=20 % como criterio para definir
el subtipo luminal A. Asimismo, se eliminé el valor de umbral para el “Ki-67
alto” en la definicién del subtipo luminal B. Se propuso un Ki-67 de 14 % o
mas para distinguir entre los tumores luminal B y los A, pero al considerar los
estudios génicos, la mayoria del panel voté por un punto de corte de =20 %,
aunque no lo recomend6 explicitamente (6). En el ultimo consenso de Saint
Gallen, en el 2015, la mayoria del panel aceptdé un umbral con un rango de 20
a 29 % para distinguir entre los subtipos luminal Ay B (3).

Considerando que los carcinomas luminales de mama conforman al menos
la mitad de todos los nuevos diagndsticos, determinar si un tumor es luminal
A o By cual es la mejor forma de abordar el tratamiento, resulta clinicamente
importante (7). Cabe destacar que el subtipo luminal A presenta una alta tasa
de mejoria con el tratamiento hormonal y, en general, no se beneficia del uso
de agentes quimioterapéuticos. Por otra parte, el tratamiento hormonal es
menos efectivo en el subtipo luminal B, aunque estos tumores si mejoran con
la quimioterapia convencional y con aquella contra la HER2 (2,4).

En este contexto, en el presente estudio se analizé una serie de
mujeres venezolanas con carcinoma de mama y se clasificaron los casos
de acuerdo con las definiciones de los subtipos intrinsecos propuestas en
los consensos internacionales de cancer de mama de Saint Gallen, con el
propésito de contribuir a identificar aquellas pacientes que podrian evitarse la
quimioterapia adyuvante o beneficiarse de la terapia hormonal adyuvante, en
la practica clinica.
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Materiales y métodos

El estudio se llevo a cabo en mujeres atendidas en el Instituto de
Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio” (IOMPC) de Valencia, Venezuela entre
el 2014 y el 2016. Con la aprobacién del Comité de Etica y de la Comisién
de Investigacion del IOMPC, se conformé una serie no aleatoria, de tipo
intencional, de 209 pacientes con diagnéstico de carcinoma de mama
con fenotipo luminal. Los tumores se clasificaron segun los criterios de los
consensos de Saint Gallen de 2009, 2011, 2013 y 2015 (cuadro 1).

Los datos de interés para la investigacion se tomaron de las historias
clinicas, establecidas por el Servicio de Patologia Mamaria del IOMPC. Para
la supervivencia global en meses, se consideré como punto de corte un
seguimiento de hasta 60 meses (5 afos) y un minimo de 36; la supervivencia se
evaluo estableciendo el tiempo transcurrido desde el diagnostico hasta la fecha
de la muerte en caso de haber ocurrido antes de los 60 meses. En cuanto a los
estudios de supervivencia y su relacion con las variables clinico-patolégicas y
los marcadores inmunohistoquimicos, se tuvo en cuenta la definiciéon de tumores
luminales establecida en el consenso de Saint Gallen del 2009.

Construccion de la matriz de tejidos

Las muestras tisulares se fijaron en formol y se incluyeron en parafina,
siguiendo los métodos convencionales. De los bloques de parafina se
obtuvieron secciones histoldgicas de 4 um de espesor que, posteriormente,
se tifieron con hematoxilina y eosina. Se revisaron las preparaciones
histoldgicas y se seleccionaron cuidadosamente las zonas con tumor,
marcandolas en el bloque de parafina para construir las matrices de tejido
segun lo descrito en la literatura (8,9).

Inmunohistoquimica

La ‘desparafinacion’ de los cortes histoldgicos, su incubacion con el
anticuerpo primario (cuadro 2) y el posterior procesamiento de las muestras,
se hicieron de acuerdo con lo establecido en investigaciones previas (8,9).
Cada anticuerpo fue comparado con los controles adecuados, positivo o
negativo, segun lo establecido por la marca comercial. Para los receptores
hormonales se considerd positivo cualquier tipo de inmunoexpresion, y
se refirid el resultado como positivo o negativo para efectos del analisis
estadistico. La expresion de la HER2 se evalud segun el patron establecido
en el estuche comercial Herceptest™.

Cuadro 1. Definicién del subtipo luminal por inmunohistoquimica segun los consensos de Saint Gallen

Consenso de

Saint Gallen Luminal A Luminal B
2009 RE (+), RP (+) y HER2 (-) RE (+), RP (+) y HER2 (+)
2011 RE (+), RP (+), HER2 (-) RE (+), RP (+), HER2 (+) y cualquier Ki-67
y Ki-67 (<14 %) RE (+), RP (+), HER2 (-) y Ki-67 (=14 %)
2013 RE (=1 %), RP (=20 %), HER2 (-) RE (=1 %), HER2 (+) y cualquier RP y Ki-67
y Ki-67 (<14 %) RE (=1 %), HER2 (-) y Ki-67 (=14 %) o RP (<20 %)
2015 RE (=1 %), RP (=20 %), HER2 (-) RE (=1 %), HER2 (+) y cualquier RP y Ki-67
y Ki-67 (<20 %) RE (=1 %), HER2 (-) y Ki-67 (=20 %) o RP (<20 %)

RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
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Para la cuantificacion del Ki-67, se tomaron cuatro microfotografias de cada
caso, dos de cada cilindro, en un microscopio Zeiss Axiostar plus con camara
Canon incorporada y conectada al ordenador con el programa Axiovision.
Luego se contaron los nicleos positivos y negativos en cada imagen, utilizando
el programa Bronce, disefiado por el ingeniero Victor Barrios de la Universidad
de Carabobo. Se sumaron las cifras de los cuatro conteos y se obtuvo el indice
de proliferacion como promedio del porcentaje de positividad en cada caso.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante el paquete estadistico SPSS™,
version 22. La asociacién entre las variables se analizé con la prueba de
ji al cuadrado y el test exacto de Fisher. El estudio de supervivencia se
hizo mediante el método de Kaplan-Meier y se prob¢ utilizando la prueba
de log-rank. En los analisis multivariantes, se empled el modelo de riesgo
proporcional de Cox. Se consideraron significativos los valores de p<0,05.

Resultados

La edad media de las pacientes en el momento del diagndstico era de 51,6
anos. El estadio clinico mas frecuente fue el lll e, histolégicamente, la mayoria
de los tumores fue moderadamente diferenciada. La mayoria de las pacientes
continuaba con vida al final del seguimiento. Los principales datos clinico-
patolégicos de las pacientes incluidas en este estudio se detallan en el cuadro 3.

Cuadro 2. Dilucién, clon y fuente de anticuerpos utilizados

Marca Localizacion

Marcador Dilucién Clon - -
comercial del marcaje

RE 1/50 GF 11 Novocastra Nuclear
RP 1/100 636 Dako Nuclear
HER2 Prediluido Herceptest Dako Membrana
Ki-67 1/100 MIB-1 Dako Nuclear

RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano 2

Cuadro 3. Caracteristicas clinico-patologicas de la serie

Variable n (%)
Edad (afios): media (rango) 51,6 (27-85)
Numero total de casos 209 (100)
Edad en afios <50 84 (40,2)
=50 125 (59,8)
Estadio clinico | 6 (2,9
I 84 (40,2)
1] 110 (52,6)
v 9 (43
Grado histolégico | 49 (23,4)
Il 121 (57,9)
1l 39 (18,7)
RP <20 % 57 (27.3)
>20 % 152 (72,7)
HER2 Negativo 182 (87,1)
Positivo 27 (12,9)
Ki-67 <14 % 74 (35,4)

14-19 % 37 (177)
>20 % 98 (46,9)

Supervivencia global (meses) 50,1
Estado Viva 109 (52,2)
Fallecida 100 (478)

RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona; HER2:
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
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Cuadro 4. Distribucion del subtipo luminal segun lo establecido en los consensos de Saint Gallen

Subtipo molecular
Luminal A Luminal B

Consenso de
Saint Gallen

n (%) n (%)
2009 152 (72,7) 57 (273)
2011 61(29,2) 148 (70,8)
2013 56 (26,8) 153 (73,2)
2015 78 (373) 131 (62,7)

Cuadro 5. Cambios en la supervivencia global de pacientes con tumores luminales segun lo
establecido en los consensos de Saint Gallen

Supervivencia global

g:i:i%:l?en (media de meses + DE) p
Luminal A Luminal B

2009 51,0£1,9 49,711 0,227

2011 579+0,9 46,9+1,2 <0,001

2013 58,109 471+12 <0,001

2015 571+0,9 459=+1,3 <0,001

DE: desviacion estandar

Cuadro 6. Supervivencia global de pacientes con tumores luminales segun lo establecido en el
consenso de Saint Gallen del 2009 y en relacién con los marcadores inmunohistoquimicos

Supervivencia global
Marcador (media de meses + DE)

Luminal A p Luminal B p
Ki-67 <20 56,6 +1,1 <0,001 54,7+1,6 0,019

>20 44017 40,8 £ 3,2

RP <20 489+38 0,780 48,0+x2,5 0,735
>20 51,5+1,1 453 + 3,8

HER2 Negativo 50,1 +2,6 0,015
Positivo - 428 + 3,3

RP: receptor de progesterona; DE: desviacion estandar; HER2:
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2

Las distribuciones de los subtipos luminal A y B cambiaron segun lo
establecido en los consensos de Saint Gallen. Con base en los criterios
del 2009, los tumores luminales A fueron los mas comunes. Sin embargo,
después de la reclasificacion de los casos segun los consensos del 2011,
2013 y 2015, la proporcién de los tumores del subtipo luminal A disminuy6
drasticamente, en tanto que la de los de subtipo luminal B tuvo un aumento
significativo (cuadro 4). A pesar de ello, en el estudio de supervivencia se
evidencio que el subtipo luminal A se relaciond con una mayor supervivencia
global que el luminal B, independientemente del criterio de clasificacion, pero
con significacion estadistica segun lo establecido en los consensos de Saint
Gallen del 2011, 2013 y 2015 (cuadro 5).

Para verificar si las modificaciones individuales habian mejorado la
clasificacion inicial de los tumores, en los siguientes analisis se tuvieron en
cuenta los criterios de clasificacion del subtipo luminal del consenso de Saint
Gallen del 2009. Se evalu¢ la categorizacion de las pacientes en funcion
de la supervivencia global con los valores de Ki-67 (<20 % Vs. =20 %) y
receptores de progesterona (<20 % Vs. =20 %) en los tumores luminales Ay,
ademas, el estado de la HER2 en los casos del subtipo luminal B. Solo el Ki-
67 (luminales Ay B) y la HER2 (luminal B) tuvieron significacion estadistica
en la subclasificacion de los tumores (cuadro 6), con un valor independiente
del resto de las variables clinico-patoldgicas valoradas (cuadro 7).

Por ultimo, en la figura 1 se muestra la relacién entre la supervivencia
global y los tumores del subtipo luminal A, segun el porcentaje de expresion
del Ki-67 con el punto de corte en 20 %. Por su parte, en la figura 2 se
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evidencia la relacion estadisticamente significativa entre la supervivencia
global y los tumores del subtipo luminal B (negativos o positivos para HER2),
segun si el porcentaje de expresion de Ki-67 es menor o mayor del 20 %,
pero sin significacion estadistica (figura 3).

Cuadro 7. Andlisis multivariante de la supervivencia global de pacientes
con tumores luminales establecido en el consenso de Saint Gallen del
2009, y variables clinico-patologicas y moléculas estudiadas

Supervivencia global
(media de meses + DE)

Variable

Luminal A

Luminal B

CR (IC al 95 %) P CR(IC al 95 %)

Ki-67 20 % 4,487 (2,619-7687) <0,001 3,172 (1,445-6,964) 0,004

RP20% 1,221 (0,572-2,606) 0,605 0,975 (0,0446-2,133) 0,950
HER2 -- 2,428 (1,136-5,188) 0,022
Edad 0,842 (0,520-1,364) 0,485 0,909 (0,436-1,895) 0,799
GH 1,263 (0,828-1,927) 0,279 2,246 (1,192-4,232) 0,012
EC 1,951 (1,196-3,183) 0,007 4,537 (1,962-10,492) <0,001

CR: cociente de riesgo; IC: intervalo de confianza; RP: receptor de progesterona;
HER2: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2; DE: desviacion
estandar; GH: grado histolégico; EC: estadio clinico
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Figura 1. Relacién entre la supervivencia global y la de
pacientes con el subtipo luminal A, segun el consenso de Saint
Gallen del 2009 y el porcentaje de expresion de Ki-67 con el
punto de corte en 20 %
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Discusion

En el presente estudio, se observd que el fenotipo molecular predominante
fue el luminal A frente al luminal B, segun los criterios previos al consenso
de Saint Gallen del 2011. Este predominio ha sido reportado ampliamente
en la literatura médica, aunque con discrepancias en los porcentajes que
representan cada subtipo molecular; posiblemente, esto se deba al método
de clasificacién utilizado, pues en varios de los estudios solo se consideraron
como luminal B los casos que coexpresaban receptores hormonales y la
HERZ2, o, también, al tipo de poblacion incluida en dichos estudios (9,10). En
este sentido, en un estudio se evidencié que los hispanos y latinos tenian una
prevalencia relativamente baja de tumores del subtipo luminal A comparados
con los afroamericanos, y un aumento de las tasas de los tumores del subtipo
luminal B y positivos para HER2 (11).

En consonancia con lo expuesto y después de la reclasificacion de los
tumores de este estudio, el subtipo luminal B fue el mas comun segun los
criterios de los consensos de Saint Gallen del 2011, 2013 y 2015. En dos
estudios recientes se encontré una mayor prevalencia del subtipo luminal B
en mujeres europeas (57,1 %) y chinas (68,5 %), al clasificar el cancer de
mama siguiendo las recomendaciones de Saint Gallen del 2013 (6,12). En
otros estudios en ltalia, se registraron hallazgos similares (34 % de luminal
Ay 36 % de luminal B), asi como en Arabia Saudita (3,9 % de luminal A y
16 % de luminal B) (13,14). En Latinoamérica, Gémez, et al. (15) reportaron
en su estudio que el luminal B representaba mas del 50 % de los subtipos
intrinsecos y Serrano-Gomez, et al. (16) informaron una frecuencia de 26,2 %
para el luminal Ay de 37,2 % para el luminal B.

Asimismo, los estudios de supervivencia revelan que la clasificacién
basada en los consensos de Saint Gallen se relaciona con la biologia
del tumor, pues ambos subtipos moleculares mostraron patrones de
supervivencia similares a los descritos en los estudios pioneros de Perou y
Sorlie (17-19), validados por la gran mayoria de las publicaciones posteriores.
En este estudio, el subtipo molecular luminal A presenté un mejor pronéstico
frente al luminal B, con una diferencia estadisticamente significativa segun lo
establecido en las reuniones de expertos del 2011 al 2015 y en consonancia
con otros estudios previos (15,16).

Es importante destacar que la aplicacién de los criterios de Saint Gallen
del 2013 en este estudio, y en otros, resultd en una mayor frecuencia de
tumores del subtipo luminal B después de emplear un valor de corte para
el indice de proliferacion Ki-67 de =14 % y una expresion de RP de <20 %
en el subtipo luminal B negativo para HER2. En la serie se encontraron dos
grandes factores de discriminacion del valor de prondstico de la evolucion.
El indice de proliferacién ya se ha reportado como un importante factor
de prondstico (20,21), tanto asi que, en estudios previos, ya se habia
sugerido que aquellos casos con un indice mayor a 14 % debian clasificarse
como luminal B en lugar de luminal A (21,22). Se observaron diferencias
significativas en la evolucidn, tanto con un punto de corte de 14 % como con
uno de 20 %. En relacion con el luminal A, se establecieron dos subgrupos
con significado prondstico independiente: el grupo con expresion Unicamente
de RE y RP y Ki-67 <20 % presentaba un mejor prondstico, y los grupos de
luminal A con Ki-67 =20 %, un peor prondstico.

Por su parte, en el subtipo luminal B, la expresion del Ki-67 también
demostré tener un valor prondstico independiente con el punto de corte en
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20 %, similar a lo reportado en otro estudio (23). Los diferentes subtipos de
esta clase, establecidos segun la expresién de HER2, también mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia a los cinco
afnos, resultados similares a los de otros autores que han reportado

un peor pronostico para los casos con expresion de HER2, aunque
independientemente del estado del Ki-67 (22,24-26).

Asimismo, en la reunién del consenso de Saint Gallen del 2013, se
agregé la expresion de PR con el punto de corte en 20 % para distinguir
entre los tumores de subtipo luminal A y luminal B negativos para HER2. A
este respecto, en otro estudio se encontrd que la expresion de receptores
de progesterona era significativamente mayor en el subtipo luminal A'y
que la presencia de mas del 20 % de células tumorales poseedoras de
estos receptores tenia un valor estadisticamente significativo para predecir
diferencias en la supervivencia de los pacientes con este subgrupo de
tumores (27). En los carcinomas de subtipo luminal B, autores como Konecny,
et al. (28), y Kim, et al. (29), han informado hallazgos similares, los cuales
difieren de lo encontrado en el presente estudio, en el que la expresion
de receptores de progesterona con el punto de corte en 20 % no registrd
diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia de las mujeres
incluidas en la serie.

En resumen, los hallazgos del estudio indican que el uso de una
clasificacion basada en los criterios de Saint Gallen del 2013, y no
exclusivamente en los marcadores RE, RP y HER2, de pacientes
venezolanas, permitié clasificar mas tumores del subtipo luminal B, los
cuales estan asociados con un mal prondstico, lo que permitiria que se
beneficiaran de un tratamiento mas agresivo para reducir la probabilidad
de recurrencias. Si la gran prevalencia de tumores del subtipo luminal B
es una caracteristica intrinseca de nuestra poblacion, el desarrollo de
esquemas quimioterapéuticos especificos para estas pacientes mejoraria su
supervivencia.

Estos hallazgos deben interpretarse en el contexto de las limitaciones del
estudio, entre ellas, el hecho de que las pacientes eran tratadas en un solo
centro de salud (IOMPC) en Venezuela, asi como el tamafo de la muestra
considerada para los analisis de supervivencia global.
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public health perspective: A systematic review
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Introduction: According to the World Health Organization (WHO) global estimates for 2017,
9.6% of children under 5 years old are stunted. Worldwide evidence shows that actions

for preventing stunting and catching-up growth are relevant if addressed by all the sectors
involved. Therefore, there is a need to identify ‘intersectoral actions’ to address the risk of
stunting during pregnancy and the first 2 years of life.

Obijective: To identify and describe worldwide evidence for prevention, nutritional
interventions, and ‘intersectoral collaboration’ efforts against stunting in infants.

Materials and methods: We conducted a systematic review in 2019 (PROSPERO
CRD42019134431). The search included PubMed, OVID, and Web of Science, as well

as WHO and the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) official
documents and expert recommendations.

Results: We selected 231 studies: 86.1% described prevention-related factors, 30.7%,
nutritional interventions, and 52.8% intersectoral collaboration efforts; 36.4% of the

studies were conducted in multiple regions; 61% of the studies described the importance
of interventions during pregnancy, 71.9% from birth up to 6 months old, and 84.8% from

6 months up to 2 years old. The most frequent variables described were antenatal care,
nutritional counseling for the mother and the newborn, and counseling on micronutrient
supplementation.

Conclusions: Evidence-based understanding of actions geared towards monitoring the risk
of stunting-associated factors from pregnancy up to 2 years old is critical.

Keywords: Child development, failure to thrive, malnutrition, intersectoral collaboration,
health status indicators, primary prevention

Evidencia mundial sobre el retraso del crecimiento infantil desde una perspectiva de
salud publica: revision sistematica

Introduccién. Segun estimaciones mundiales de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) para el 2017, el 9,6 % de los nifios menores de cinco afios padecen retraso del
crecimiento. La evidencia mundial ha demostrado que las acciones para prevenir el retardo
del crecimiento o para tratarlo adquieren relevancia si las abordan todos los sectores
involucrados. Por lo tanto, es necesario determinar las acciones intersectoriales para atender
el riesgo de retraso del crecimiento durante el embarazo y los dos primeros afnos de vida.
Objetivo. Rastrear y describir la evidencia mundial para la prevencion, las intervenciones
nutricionales y los esfuerzos de colaboracién intersectorial contra el retraso del crecimiento
en los lactantes.

Materiales y métodos: Se hizo una revisién sistematica en el 2019 (PROSPERO
CRD42019134431). La busqueda incluyé PubMed, OVID y Web of Science, asi como
documentos oficiales de la OMS y la Organizacién para la Agricultura y la Alimentacién de
Naciones Unidas (FAO) y recomendaciones de expertos.

Resultados. Se selecciond un total de 231 estudios: 86,1 % describian factores
relacionados con la prevencion, 30,7 %, intervenciones nutricionales, y 52,8 %, esfuerzos
de colaboracion intersectorial; 36,4 % de ellos se llevaron a cabo en multiples regiones. Del
total, el 61 % de los estudios se enfocaba en la importancia de las intervenciones durante
el embarazo, el 71,9 % desde el nacimiento hasta los seis meses y el 84,8 % desde los
seis meses hasta los dos afios. Las variables descritas con mayor frecuencia fueron la
atencién prenatal, el asesoramiento nutricional para la madre y el recién nacido, y el
asesoramiento sobre la suplementacion con micronutrientes.

Conclusiones. La comprensién basada en la evidencia de las acciones orientadas a
monitorear el riesgo de factores asociados al retraso del crecimiento desde el embarazo
hasta los dos afios, es fundamental.

Palabras clave: desarrollo infantil, insuficiencia de crecimiento, desnutricion, colaboracion
intersectorial, indicadores de salud, prevencioén primaria.
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Stunting is a form of malnutrition. It is an important limitation to human
development during the first crucial 1,000 days of life from pregnancy to 2
years of age. According to the World Health Organization (WHO), stunting
affects around 162 million children under the age of 5 globally. Stunting in O
to 59 month-old infants is defined as a height/length-for-age less than two
standard deviations (-2 SD) below the median of reference (1,2). According
to WHO global estimates for 2017, 9.6% of children under 5 are stunted (3).
Furthermore, projections indicate that 127 million children in this age group
around the world will be stunted by 2025. Thus, intersectoral actions are
necessary to accomplish the 2025 target of a 40% global reduction in the
number of stunted children under 5 (1).

Several studies have shown that stunting has negative effects on the life
course of children from pregnancy to adulthood with short-term consequences
such as increased susceptibility to infectious diseases like acute diarrheal
disease and acute respiratory infection both of which contribute to infant
mortality (4). Studies have also shown that stunting can affect learning
potential preventing adequate cognitive development and limiting learning
capacity (5), which in turn increases the probability of late incorporation to
school, school failure, dropout, and low academic performance (6). Stunting
can lead to the loss of 2 or 3 years of schooling and a subsequent income
reduction of 23% in adulthood compared to children with adequate growth (7).
An association with an increased risk of chronic non-communicable diseases
such as diabetes, hypertension, and cardiovascular disease has also been
reported (8). As for national development, stunting reduces the gross domestic
product by up to 3% (9).

Based on the available evidence on highly cost-effective actions in the
prevention and management of stunting, various measures have been
proposed to reduce the irreversible physical and cognitive effects of the deficit
in height gain in the first years of life. Bhutta, et al. demonstrated the potential
effect of 10 specific nutritional actions on children’s health that could limit
growth and severe acute malnutrition. Examples of the interventions that could
reduce stunting by 20.3% if scaled up to a 90% coverage include folic acid
supplementation in the preconception period, maternal food supplementation,
maternal calcium supplementation, maternal multiple micronutrient
supplementation, and the promotion of breastfeeding, among others (10).

Worldwide evidence shows that these actions for the prevention of stunting
and promotion of catch-up growth are relevant if addressed by all the sectors
involved. The WHO defines intersectoral actions as:

a recognized relationship between part or parts of the health sector and
part or parts of another sector, that has been formed to take action on an
issue or to achieve health outcomes in a way that is more effective, efficient or
sustainable than could be achieved by the health sector working alone. (1)

Therefore, there is a need to identify actions under way to monitor
prevalence, nutritional interventions, and intersectoral collaboration to address
the risk of stunting during pregnancy and the first 2 years of life. Prevention of
and interventions against stunting and contributing risk factors depend upon
the identification of those actions that improve a child’s age-related growth
and height/length gain based on an inter-sector coordination approach (11).
Through a systematic review of the literature, we aimed at identifying and
describing evidence about infant stunting prevention, associated factors,
nutritional interventions, and intersectoral collaboration efforts worldwide.
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Materials and methods

We conducted a systematic review following the Preferred Reporting ltems
for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines registered at
the International Register of Systematic Prospective Reviews (PROSPERO)
and approved under registration number CRD42019134431.

Search strategy

The search was conducted on February 27, 2019, in MEDLINE (using the
free access tool PubMed® and OVID) and Web of Science. The search terms
were “Malnutrition/prevention & control*” OR stunting, AND “infant” OR “child;
AND “prevention” OR “treatment” OR “intervention” OR “primary care” selected
from the Medical Subject Headings (MeSH) and Health Sciences Descriptors
(DeCS). Terms could be found anywhere in the article, title, or abstract. We
refined the search by including the term “birth-23 months”

We also conducted a search of gray literature to identify the evidence on
intersectoral collaboration and stunting. We searched in MEDLINE (using
the free access tool PubMed® and OVID), Web of Science, and Google for
eligible studies using the terms Malnutrition/prevention & control* OR stunting
OR undernutrition AND public-private OR Public Health* OR Public Sector*
OR Public-Private Sector Partnerships* OR inter-sectoral OR multi-sectoral
AND partnerships OR collaboration OR consolidation OR cooperation OR
planning AND infant OR child. We searched as well secondary data sources
such as the WHO, FAO, World Bank, and the United Nations International
Children’s Emergency Fund (UNICEF) websites to find eligible documents
using the terms “stunting” and/or “chronic undernutrition.”

We did not restrict the search by language or year of publication.
The search equations used for each of the databases are included in
Supplementary document 1. We used the EndNote X7 software to manage
references, remove the duplicates, and obtain full documents to review.

Inclusion and exclusion criteria

Original articles were included using the following criteria: (a) any study
on stunting prevention, associated factors, or nutritional interventions; (b) any
study on stunting intersectoral collaboration; (c) evidence on interventions was
restricted to infants (children under 2 years old), and (d) documents on public
health policies, national guidelines, infographics, systematic reviews, meta-
analyses, observational studies, and experimental studies. No language or
country restrictions were applied.

Exclusion criteria included: (a) clinical studies; (b) interventions in
children older than 2 years, and (c) studies that did not explain intersectoral
collaboration among sectors, or that were not oriented towards stunting
prevention or catch-up growth.

Three researchers conducted the screening process independently (AR,
NB, and PR), applying pre-established inclusion and exclusion criteria to
select studies for complete reading; they also conducted the extraction. The
senior researcher (AR) solved doubts while disagreements were resolved
through consensus.
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Data extraction

The three independent researchers extracted the data from the studies
using a standardized data extraction format. Characteristics included: (a)
publication (title, author[s], journal, year, study site [country]); (b) study
characteristics (design, sample size); (c) stunting prevention, nutritional
interventions, or intersectoral collaboration; (d) evidence on health, social
assistance, caregivers’ education, community empowerment for stunting
prevention, catch-up growth, or intersectoral collaboration. We grouped the
study countries according to WHO regions.

Variables of interest

The main outcome was infant stunting defined as height/length-for-age at
least two standard deviations below the median of reference.

Independent variables included stunting-associated protective and
risk factors, prevention strategies, nutrition interventions, and intersectoral
collaboration along the life course. Table 1 shows study characteristics by
stunting prevention or management strategies. Data syntheses were done
for the following topics: (a) Poor nutrition during pregnancy and the first
2 years of life; (b) lack of breastfeeding; (c) poor complementary feeding;
(d) micronutrient supplementation; (d) poor health services for antenatal
care; (e) child development and growth consultations including height-for-
age assessment and documentation of risk or chronic undernutrition in
children under 2; (f) community, parent, and caregiver education on chronic
undernutrition in children under 2, and (g) social and health workers training
on chronic undernutrition in children under 2.

Study quality evaluation

Study quality was measured according to the checklist proposed by Downs
and Black (1998). We evaluated reporting, external validity, internal validity
bias, internal validity confounding, and power of studies based on 27 items if
applicable (Supplementary table 1). Reviewers independently assessed the
risk of bias while disagreements were resolved through consensus.

Table 1. Characteristics of the studies included according to the strategies to
prevent or treat stunting by life-course

Prevention Interventions Intersectoral
collaboration

n % n % n %

Pregnancy 111 48 26 11 80 35
Health attention 101 44 18 8 61 26
Social attention 37 16 5 2 49 21
Health education or counselling 45 19 7 3 30 13
Empowerment community 36 16 10 4 49 21
Up to 6 months old 135 58 51 22 92 40
Health attention 106 46 32 14 68 29
Social attention 45 19 10 4 51 22
Health education or counselling 65 28 25 1 37 16
Empowerment community 46 20 15 6 53 23
Up to 1 year old 166 72 55 24 115 50
Health attention 142 61 35 15 86 37
Social attention 65 28 14 6 61 26
Health education or counselling 87 38 22 10 45 19
Empowerment community 57 25 17 7 75 32

N=231
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Table 2. Characteristics of the studies included in the systematic review

Prevention Interventions Intersectoral
collaboration

n % n % n % n %
Total studies 231 199 86.1 71 30.7 122 52.8
World Health Organization region covered
The Americas-PAHO 28 121 26 131 6 8.5 1 9.0
Africa-AFRO 51 221 41 20.6 18 254 21 17.2
Western Pacific-WPRO 15 65 14 7.0 4 5.6 6 4.9
Europe-EURO 2 09 2 1.0 1 14 0 0.0
Eastern Mediterranean-EMRO 7 3.0 3 1.5 2 2.8 4 3.3
Southeast Asia-SEARO 44 19.0 39 19.6 20 28.2 22 18.0
Multiple regions 84 364 74 372 20 28.2 58 475
Study design
Cross sectional 54 23.4 53 98.1 18 35.3 25 46.3
Cohort 7 3.0 6 857 4 571 1 14.3
Case control 2 09 1 50.0 0 0.0 2 100.0
Intervention 53 229 45 849 18 34.0 15 28.3
Systematic review 10 43 10 90.9 5 455 3 273
Theoretical and conceptual document 65 28.1 56 86.2 20 30.8 46 70.8
Qualitative study 12 52 9 75.0 3 250 8 66.7
Other: Health policies, infographics, 27 11.7 20 76.9 4 154 23 88.5
national guidelines
Lifecycle stages
Pregnancy 141 61.0 112 794 25 17.7 80 56.7
Birth to 6 months 166 719 137 825 50 30.1 93 56.0
6 months to 24 months 196 84.8 165 84.2 55 28.1 116 59.2

Data analysis

Descriptive statistics (i.e., frequencies, means, ranges, and percentages)
were used to report the variables of interest. Table 2 shows the characteristics
of the documents included in the review.

Results
Data synthesis

The search strategy resulted in 11,851 titles to examine. After removing
duplicates (n=136 documents) and excluding 11,119 by title and abstracts,
a list of 596 unique citations was assessed for eligibility. We identified 231
articles for full-text review (figure 1).

The characteristics of the documents included in the review are presented
in table 2. Most of the studies were conducted in multiple regions (n=84),
followed by those in Africa (n=51) and Southeast Asia (n=44). The most
frequent topics were stunting prevention (n=199), intersectoral collaboration
(n=122), and nutritional interventions (n=71). Regarding the type of study,
interventions were the most frequent (n=53), followed by cross-sectional
(n=51), cohort (n=7), and cases and controls (n=2) studies. The sample size
of the observational studies ranged from 48 to 699,686 participants. Data also
included systematic reviews (n=10), qualitative studies (n=12), theoretical and
conceptual documents (n=65), and health policies, infographics, and national
guidelines (n=27).

Among life-course risk factors and interventions to prevent stunting, the
most frequent was from 6 to 24 months (n = 196), followed by birth to 6
months (n=166), and pregnancy (n=141). We present here the results on
stunting prevention, nutritional interventions, and intersectoral collaboration
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efforts evidenced in the literature. Table 3 shows study characteristics and life-
course stages from pregnancy up to 24 months by region.

c
o . e
= References identified in References identified in References recomended
o databases
= secondary sources by experts
= PubMed (n=5,341) (n=1,011) (n=97)
H OVID (n=5,013) =b =
=
\ [ I
v
g
c Total r_eferengeg be_fore Removed duplicates (n=136)
7] duplicate elimination )
g (h=11,851) Excluded titles and abstracts (n=11,119)
(7]
= A Excluded documents
% Text assessed for eligibility Clinical treatments (n=45)
= (n=596) Children older than 2 years (n=79)
& - Intersectoral collaboration not explained (n=38)
Studies did not refer to stunting (n=160)
Y
K
-g Included documents
B (n=231)
=

Note: Taken from PRISMA (2009)
Figure 1. Flowchart of studies selection
Table 3. Prevention of stunting in children under 2 years of age by life-course stage

N=231 AFRO (1) EMRO EURO PAHO (4) SEARO WPRO Multiple
(2) (3) (5) (6) regions

n % n % n % n % n % n % n % n %
Pregnancy 141 610 24 170 4 28 0O 00 15 106 33 234 7 5.0 58 411
Antenatal care 33234 2 61 1 30 0 00 7 212 8 242 4 121 11 333
Education or counseling in 45319 8 178 1 22 0 00 1 22 12 267 3 6.7 20 444
nutrition for mothers and newborns
Mother’s height 1 78 1 91 0 00 0O 00 1 91 4 364 0 00 5 455
Micronutrient supplements 556390 5 91 0 00 0O 00 6 109 13 236 4 73 27 49.1
Adequate weight gain 15106 4 267 0 00 O 00O O 00 3 200 1 67 7 467
Birth until 6 months of age 166 719 29 175 4 24 1 06 17 102 33 19914 84 68 410
Low birth weight 19 14 3 158 0 00 O 00 3 158 3 158 2 105 8 42.1
Low height for age 6 36 0 00 O 00 O 00 1 167 2 333 1 167 2 333
Breastfeeding practices 71428 9 127 3 42 0 00 6 85 16 225 3 42 34 479
Counseling in breastfeeding and 62 373 11 177 1 16 0 00 4 65 12 194 3 48 31 50.0
nutrition
Micronutrient supplements 33199 6 182 1 30 0 00 3 91 5 152 5 152 13 394
Early detection of infants at riskor 17102 1 59 0 00 1 59 3 176 6 353 1 59 5 294
with low HAZ
Growth and development control 33199 4 121 0 00 1 30 6 182 8 242 2 6.1 12 36.4
Vaccines 21127 3 143 2 95 0 00 1 48 4 190 2 95 9 429
6 to 24 months of age 196 848 37 189 6 31 2 10 22 112 36 18413 6.6 80 4038
Complementary feeding 100 510 16 160 2 20 1 10 6 6.0 19 19.0 7 70 49 49.0
Counseling in nutrition 83423 15 181 1 12 1 12 5 6.0 12 145 7 84 42 50.6
Breastfeeding 52265 8 154 1 19 0 00 5 96 12 231 3 58 23 442
Micronutrient supplements 7236.7 13 181 2 28 0 00 8 11115 208 5 69 29 403
Deworming 12 61 2 167 0 00 0 0.0 1 83 3 250 1 83 5 417
Early detection of infants atriskor 17 87 3 176 0 00 0 00 3 176 4 235 3 176 4 235
with low HAZ
Growth and development control 41209 8 195 0 00 1 24 7 171 8 195 4 98 13 317
Vaccines 23 117 3 130 1 43 0 0.0 1 43 3 130 4 174 11 478

HAZ: Height for age
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Stunting prevention

Out of the studies reviewed, 199 discussed stunting prevention factors and
were mainly documented in Africa (n=41), Southeast Asia (n=39), and the
Americas (n=26) (table 2).

Table 3 shows the evidence-supported strategies for stunting prevention
during the window of opportunity known as the first 1,000 days of life, from
gestation up to 2 years old. The topics mostly addressed in studies discussing
stunting prevention during pregnancy were micronutrient supplements
(n=55); education or counseling in nutrition for mothers and newborns (n=45);
antenatal care (n=33) with more than 23.6% of the evidence originated in
Southeast Asia, and adequate maternal weight gain (n=15) Africa being the
region with the highest number of strategies focusing on adequate gestational
weight-gain to prevent stunting. The least-reported topic was maternal height
(n=11). From birth up to 6 months, studies on stunting prevention mostly
focused on the following topics: breastfeeding practices (n=71); counseling
on breastfeeding and nutrition (n=62), and growth and development control
(n=33) again with the largest amount of evidence originated in Southeast
Asia. The least-reported topic was low height for age (n=6). Finally, studies
discussing stunting prevention from 6 to 24 months were mostly concerned
with the following topics: complementary feeding (n=100); counseling in
nutrition (n=83), and micronutrient supplements (n=72) with the largest
amount of studies conducted in Africa.

Nutritional interventions to address stunting and achieve catch-up growth

Seventy-one of the studies reported evidence on nutritional interventions
to address stunting (table 2); those discussing catch-up growth were mainly
documented in Southeast Asia (n=20), Africa (n=18), and the Americas (n=6).
Studies on nutritional interventions during pregnancy were mostly concerned
with micronutrient supplements (n=55) and antenatal care (n=33). From birth
to 6 months, studies were mostly concerned with breastfeeding practices
(n=71) and micronutrient supplements (n=33) while from 6 to 24 months they
were mostly focused on complementary feeding (n=100) and micronutrient
supplements (n=72).

In addition, 122 studies reported on intersectoral collaboration for stunting
prevention and nutritional interventions. Intersectoral collaboration studies
were mainly from Southeast Asia (n=22), Africa (n=21), and the Americas
(n=11). It was also evident in these studies that intersectoral actions during
pregnancy, in children under 6 months and under 2 years are necessary for
stunting prevention. It was also evident in these studies that intersectoral
actions during pregnancy in children under 6 months and under 2 years are
necessary for stunting prevention (Table 4).
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Table 4. Intersectoral collaboration to address stunting or its risks by sectors.

Agriculture  Improve nutrition messages by coordination between community workers from
the health and agriculture sectors
Guarantee food security

Health Implement antenatal control to prevent stunting
Surveillance of linear growth and development
Guarantee micronutrient supplementation
Develop programs for adequate breastfeeding practices in coordination with
the social assistance sector

Education  Develop health literacy and nutrition knowledge
Develop strategies to reduce adolescent pregnancy and promote higher
education and women’s empowerment

Social Implement conditional cash transfers to increase the use of health services
assistance  and stunting surveillance
Offer nutritional complementation for vulnerable homes with food insecurity

Economic Promoting community workers for stunting surveillance
development

Government Integrate nutrition into the national development agenda
Develop national nutritional policies and/or dietary guidelines
Implement policies for the protection, promotion, and support of optimal
breastfeeding practices
Ensure a common understanding between sectors regarding the severity of
stunting
Ensure a mechanism for local delivery of nutrition services
Promote and support local ownership of nutrition programs and their outcomes
Monitor intersectoral collaboration with indicators at national, provincial, and
district levels

Private Participate in public-private partnerships aligned with policies to improve child
growth and development
Integrate nutrition in company policies
Provide experience in communication and financial support for a
communication plan aimed at reducing stunting

Discussion

This systematic review of the literature is the first one to identify and
describe stunting prevention strategies, associated factors, nutritional
interventions, and intersectoral collaboration in children up to 2 years of age
worldwide. It is useful for informing public health and policy decision-makers.
Key findings indicated that:

* Most stunting prevention strategies, nutritional interventions, and
intersectoral collaboration were conducted in low- and middle-income
countries, mainly in the Africa (AFRO), Southeast Asia (SEARO), and
the Americas (PAHO) WHO regions.

* The evidence on stunting prevention in children up to 2 years by life-
course stage and region showed the need to wage actions to strengthen
the design and implementation of nutritional interventions.

* The specific interventions for catch-up growth were the least prevalent
topic in this review.

There are knowledge gaps on intersectoral coordination for stunting
prevention and/or intervention.

The strengths of this study are twofold: First, we complemented the
collection and analysis of the most updated and high-quality data available
with the revision of WHO, PAHO, and FAO official documents, as well as expert
recommendations. Second, we characterized the evidence according to the
life course from pregnancy to 2 years of age focused on prevention strategies,
nutritional interventions, and intersectoral collaboration against stunting.
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It has been suggested that stunting is an accurate indicator of inequalities
in human development and that height-for-age is the best indicator of children’s
well-being (12). The evidence found in this systematic review came mostly
from the AFRO, SEARO, and PAHO regions where most interventions were
conducted. Our findings show a region-specific description of actions to
address stunting, where relevance and use depend on the country-specific
context. Stunting tendencies from 1990 to 2012 showed that the number of
stunted children under 5 was halved in Asia and the Latin America/Caribbean
region, but its burden in Africa increased by 24% (1). As various authors
have argued, factors contributing to stunting correlate with poverty and socio-
economic development (13-16). Black, et al., for example, concluded that
in most countries, the prevalence of stunting among children under 5 was
2.5 times higher in the low-wealth quintile compared with the highest wealth
quintile (8). Moreover, studies have demonstrated that a one-dollar increase
in the per capita GDP was associated with a 0.003-unit decrease in stunting
(p<.001) (17) and previous research using these platforms concluded that
low stunting magnitudes were found in low- and middle-income countries
with strong nutrition governance (17), which might be due to the existence of
an intersectoral mechanism to address nutrition, the existence and adoption
of a nutritional strategic plan, and national nutritional policies and/or dietary
guidelines. These programs counted with resource allocation for the national
nutrition plan, strategies, or policies, as well as the inclusion of nutrition
monitoring and surveillance components in health budgets (17).

Critical sectors mentioned for stunting interventions were agriculture,
health, education, social assistance programs, employment, and government
(18). Several studies identified intersectoral coordination between health
and other sectors. As an example of coordination between health and social
sectors, conditional cash transfers were found to increase the use of health
services and stunting surveillance (19) while social assistance programs
allowed nutritional complementation for vulnerable homes with food insecurity
(20) and were considered helpful to reduce some of the limitations of
families to invest optimally in their children. Such programs improved parents’
knowledge about ideal practices to promote parenting and, also, had large
impacts on parental behaviors and children’s development in various contexts.

In some cases, social assistance programs including nutrition-specific
objectives aligned with local needs and health services to increase access to
food and nutritional supplements (21). Health literacy and nutrition knowledge
were documented as activities where different sectors could participate and
government actions geared towards the promotion of breastfeeding (20).
Researchers also evidenced coordination between community workers from
the health and agriculture sectors to improve nutrition messages (22).

As for the evidence on stunting prevention by life-course, stage, and region,
studies have shown that actions are required to strengthen the design and
implementation of nutritional interventions. Stunting often begins in utero,
according to India’s National Family Health Survey 20052006 (12). Antenatal
control constitutes one of the most important factors to reduce stunting risk, as a
pregnant woman who has at least one antenatal control has a 4.11% reduction
in stunting odds (23). Antenatal control is also a critical action to control adequate
weight gain during pregnancy; its inadequacy is a strong predictor of low birth
weight and other conditions related to malnourishment (23).
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The importance of adequate weight gain to prevent stunting was
documented in pregnant women in Mozambique in the framework of research
coordinated by the Ministries of Health and Women and Social Action. These
recommendations are supported by scientific evidence and, furthermore, they
are inexpensive and easy to implement at the primary healthcare level in any
country. Micronutrient supplementation for pregnant women (i.e., iron and folic
acid) has been found to prevent micronutrient deficiencies and contribute to
linear growth improvement in many studies (20,24-26).

A prevalent topic was adequate breastfeeding practices, particularly
exclusive breastfeeding, during the first 6 months of life. Global strategies,
such as Scaling Up Nutrition, 1000 Days, the Zero Hunger Challenge, and
the Nutrition for Growth Summit, have demonstrated that early introduction
of breastfeeding in the first hour after birth is a determinant factor for stunting
prevention (27,28). Individual or group-based counseling sessions to promote
exclusive breastfeeding were reported as important interventions to scale up
(29). Other studies described the importance of the protection, promotion,
and support of optimal breastfeeding practices, such as the initiation of
breastfeeding within 1 hour of birth, exclusive breastfeeding counseling, lay
support for breastfeeding through community-based and facility-based contacts,
and additional control of the marketing of breastfeeding substitutes (30).

Other important interventions, such as the surveillance of low birth weight
and low birth height/length, were important for the early detection of infants
at risk, as were low height for age, vaccination status, and close growth
monitoring (9). Maternal health literacy and education (31,32), as well as
family nutrition practices based on the WHO infant and young child feeding
guidelines (33), prevented stunting.

Researchers have acknowledged the difficulties associated with the
diagnosis of stunting despite the global consensus on how to define and
measure it (12). In some communities, short stature is the norm and linear
growth is not routinely assessed in primary healthcare settings (12). In this
context, surveillance of stunted infants is critical because they are seemingly
healthy. For this reason, the literature supports raising awareness and
informing caregivers that short stature is a nutrition-related problem and linear
growth is associated with adequate care (34).

Interventions to address stunting are multifaceted (30); they include
breastfeeding education and counseling, appropriate complementary feeding,
micronutrient supplementation of pregnant women, nutrition counseling
during pregnancy, vitamin A supplementation in infants and children 6 to 59
months of age, and zinc supplementation in the management of diarrhea,
which improves nutrient uptake (35). These interventions often intertwine
and stunting prevention messages take precedent over the specific catch-up
growth messages (13).

The evidence synthesis in this systematic review clearly showed that
a determinant factor in catch-up growth after a period of stunting was
complementary feeding. Appropriate food introduction complementary to
breastfeeding was relevant for catch-up growth with indicators such as
minimum dietary diversity, minimum meal frequency, and minimum acceptable
diet (26,36,37). Intensive counseling and emphasis on dietary diversity
together with the promotion and consumption of animal source foods are
successful interventions to improve complementary feeding (10,38).
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Community workers and community participation were key to identifying
pregnant women suffering from or at risk of food insecurity and helped to
ease their route to health and social services; consequently, they facilitated
the identification of adequate interventions for stunted children (39,40). It has
also been suggested that time constraints, maternal depression, lack of family
support, and breastfeeding while working should all be taken into account and
monitored in the surveillance of stunting or the risk thereof (28).

As for intersectoral collaboration, the evidence highlighted a call to action
from different sectors, but more is needed to develop indicators for the
monitoring and evaluation of these partnerships. Linear growth improvement
was possible through the national coordination of child and maternal nutrition
services (27). Evidence also showed that coordination should be clearly
defined specifying what should be coordinated, how, and by whom (41).
Plans to evaluate intersectoral coordination should also be considered (42).
In Peru, establishing political commitment, cooperation, and coordination
was acknowledged as a social, economic, and health challenge crucial for
reducing stunting (43). Mozambique stands out as an exceptional example, as
specific roles and indicators were assigned to the health, social assistance,
and educational sectors (44). The goal was to qualify advisors in healthy
feeding and nutrition from each of these sectors and monitor the partnerships
with indicators at national, provincial, and district levels (44). The literature
also highlighted the importance of community mobilization and motivation to
undertake initiatives for stunting prevention at the household level and to use
services that improve child growth and development (3).

Sectors other than health have responsibilities in prevention and nutritional
interventions against stunting. The education sector can develop strategies
to reduce adolescent pregnancy and promote higher education and women’s
empowerment, for example (15,45,46).

The economic development sector can aid the health sector by promoting
community workers for stinting surveillance (27); the communication sector
is important for surveillance and intersectoral collaboration (27); studies also
supported the notion that the academic sector should share the responsibility
of integrating the knowledge on breastfeeding and complementary feeding
and their promotion (41). The private sector can contribute its experience in
communications and financial support to develop plans aimed at reducing
stunting at the national, provincial, and district levels (42,44) as shown by the
evidence on its relevance for food fortification in alignment with government
policies (27,42,47). Successful intersectoral collaboration strategies for the
prevention of stunting and nutritional interventions to address it suggest that
multiple sectors can target this public health problem by raising public awareness.

Thus, the recommendations from this review are applicable at multiple
levels. Governments should strengthen national information and surveillance
systems to produce data to support policy-makers response to nutrition priorities
in a timely fashion. Indicators on stunting risks and their prevention, nutritional
interventions, and intersectoral collaboration should all be included in the
surveillance systems. Policymakers should raise awareness and train health
workers on the importance of antenatal control and counseling regarding
adequate weight gain during pregnancy. Lastly, more research is needed on
epidemiologic surveillance indicators for the monitoring of prevention and catch-
up growth in infants from an intersectoral collaboration perspective.
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Stunting is a worldwide concern and one of the Sustainable Development
Goals to be accomplished in the short term. Worldwide evidence about
prevention strategies, nutritional interventions, and intersectoral collaboration
to address stunting and its risk factors highlights the need to strengthen
vigilance and public health interventions. Linear growth is the best indicator of
overall child development during the first years of life and human development
inequalities. Efforts to assess the available information are necessary to
create epidemiologic surveillance indicators, which provide guidance and
individualized support to adopt public policies addressed to this problem and
encourage the involvement of multiple sectors. All countries should promote
the implementation of stunting surveillance and the construction of structured
and standardized indices for international comparability and monitoring.

There were some limitations in the study. The comprehensive search terms
used could reduce some relevant studies as gray literature. The gray literature
may have contained additional information that was not included, and, finally,
we gathered the information from multiple and heterogeneous sources, which
represents a limitation for data standardization in specific variables due to
different measurement methods.
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Evaluation of study quality according to Downs and Black

Yes % No % Doesnot %

(n) (n) apply (n)

Reporting

1. Is the hypothesis/aim/objective of the study clearly described? 228 98.7 2 0.9 0 0.0
2. Are the main outcomes to be measured clearly described in the Introduction or Methods section? 225 974 3 13 2 0.9
3. Are the characteristics of the patients included in the study clearly described? 204 883 5 22 21 9.1
4. Are the interventions of interest clearly described? 128 55.4 39 16.9 63 27.3
5. Are the distributions of principal confounders in each group of subjects to be compared clearly 174 75.3 18 78 38 16.5
described?

6. Are the main findings of the study clearly described? 221 957 3 13 6 2.6
7. Does the study provide estimates of the random variability in the data for the main outcomes? 172 745 13 5.6 45 19.5
8. Have all the important adverse events that may be a consequence of the intervention been 91 39.4 63 273 76 32.9
reported?

9. Have the characteristics of patients lost to follow-up been described? 109 472 20 8.7 101 43.7

10. Have actual probability values been reported (e.g., .035 rather than < .05) for the main outcomes 167 72.3 14 6.1 49 212
except where the probability value is less than .001?

Internal validity — confounding

11. Were the subjects asked to participate in the study representative of the entire population from 152 65.8 10 4.3 68 29.4
which they were recruited?

12. Were those subjects who were prepared to participate representative of the entire population 143 619 15 6.5 72 31.2
from which they were recruited?

13. Were the staff, places, and facilities where the patients were treated representative of the 121 524 31 134 78 33.8

treatment the majority of patients receive?
Internal validity — bias

14. Was an attempt made to blind study subjects to the intervention they have received? 64 27.7 66 28.6 100 43.3
15. Was an attempt made to blind those measuring the main outcomes of the intervention? 64 277 70 30.3 96 41.6
16. If any of the results of the study were based on “data dredging,” was this made clear? 90 39.0 85 36.8 55 23.8

17. In trials and cohort studies, do the analyses adjust for different lengths of follow-up of patients, or 79 342 53229 98 424
in case-control studies, is the time period between the intervention and outcome the same for cases
and controls?

18. Were the statistical tests used to assess the main outcomes appropriate? 162 701 5 2.2 63 27.3
19. Was compliance with the intervention/s reliable? 124 53.7 14 6.1 92 39.8
20. Were the main outcome measures used accurate (valid and reliable)? 174 753 7 3.0 49 212

Internal validity - confounding (selection bias)

21. Were the patients in different intervention groups (trials and cohort studies) or were the cases 46 19.9 29 12.6 155 67.1
and controls (case-control studies) recruited from the same population?

22. Were study subjects in different intervention groups (trials and cohort studies), or were the cases 77 33.3 48 20.8 105 45.5
and controls (case-control studies) recruited over the same period of time?

23. Were study subjects randomized to intervention groups? 88 38.1 47 20.3 95 41.1
24. Was the randomized intervention assignment concealed from both patients and health care staff 77 33.3 57 247 96 41.6
until recruitment was complete and irrevocable?

25. Was there adequate adjustment for confounding in the analyses from which the main findings 137 59.3 19 8.2 74 32.0
were drawn?

26. Were losses of patients to follow-up taken into account? 105 455 28 12.1 97 42.0
Power

27. Did the study have sufficient power to detect a clinically important effect where the probability 125 541 25 10.8 80 34.6

value for a difference being due to chance is less than 5%?
N =231
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Supplementary document
Search equations and terms
Databases

((“Malnutrition/prevention & control®” OR stunting) AND (“infant” OR “child”)
AND (“prevention” OR “treatment” OR “primary care”)) Sort by: Best Match
Filters: Infant: birth-23 months

((((Malnutrition/prevention & control* OR stunting OR undernutrition) AND
(public-private OR Public Health* OR Public Sector* OR Public-Private Sector
Partnerships* OR inter-sectoral OR multi-sectoral)) AND ((partnerships OR
collaboration OR consolidation OR cooperation OR planning)) AND (infant OR
child)))

PUBMED

stunting [Title/Abstract] AND (growth disorders [MeSH Terms] AND
(treatment[Title/Abstract]

oviD

(stunting and primary prevention).af. and infant.sh.
stunting.af. and primary prevention.sh. and infant.sh.
(growth disorders and primary prevention and infant).sh.
stunting.at. and primary health care.sh.

(growth disorders and primary health care and infant).sh.
stunting.af. and growth disorders.sh. and treatment.sh.
(stunting and treatment).af. and infant.sh

Web of Science

TS=(stunting AND “primary prevention”)

ALL=growth disorders AND Tl=primary prevention

ALL=growth disorders AND ALL=primary prevention AND ALL=stunting
ALL=stunting AND TS= “primary health care” AND TS=infant=

ALL=stunting AND TS=growth disorders AND ALL=treatment AND TS=infant=

Secondary Sources
World Health Organization Website

Equation: “desnutricion crénica” OR stunting OR malnutrition) AND (Infant OR
child)

Equation: malnutrition stunting intersectoral partnership infant child
https://globalnutritionreport.org/reports/global-nutrition-report-2018/three-
issues-critical-need-attention/
https://www.who.int/search?page=44&pagesize=10&query=malnutrition%20
stunting%20intersectoral%20partnership%20infant%20child&sort=releva
nced&sortdir=desc&default=AND&f.Countries.size=100&f.Lang.filter=en&f.
RegionalSites.size=100&f.Topics.size=100&f.contenttype.size=100&f.
doctype.size=101&facet.field=RegionalSites&facet.field=Topics&facet.
field=doctype&facet.field=Countries&facet.field=contenttype&facet.field=Lang
&tune=true&tune.0=3&tune.1=2&tune.2=2&tune.3=3&tune.4=180&tune.5=75
Accessed: February 27, 2019

FAO Website

Equation: ((“Malnutrition prevention & control*” OR stunting) AND (infant OR
child) AND (prevention OR treatment OR “primary care”))

Equation: malnutrition stunting intersectoral partnership infant child
http://www.fao.org/search/en/?cx=018170620143701104933%3Aqq82jsfba7w&
g=malnutrition+stunting-+intersectoral+partnership+infant+child&cof=FORID%
3A9&siteurl=www.fao.org%2Fhome%2Fen%2F &ref=&ss=0j0j1

Accessed: February 27, 2019
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World Bank Website

Equation: ((“Malnutrition prevention & control*” OR stunting) AND (infant OR
child) AND (prevention OR treatment OR “primary care”))

Equation: ((((stunting) AND (inter-sectoral OR multi-sectoral) AND (infant OR
child)))
http://www.worldbank.org/en/search?q=%28%28%E2%80%9CMalnutrition+p
revention+%26+control*%E2%80%9D+0OR+stunting%29+AND+%28infant+O
R+child%29+AND+%28prevention+OR-+treatment+OR+%E2%80%9Cprimary
+care%E2%80%9D%29%29
http://www.worldbank.org/en/search?q=%28%28%28%28stunting%29+AND+
%28inter-sectoral+OR+multi-sectoral%29+AND+%28infant+OR+child%29%2
9%29&currentTab=1

Accessed: February 27, 2019

UNICEF Website

Equation: ((“Malnutrition prevention & control*” OR stunting) AND (infant OR
child) AND (prevention OR treatment OR “primary care”))

Equation: malnutrition stunting intersectoral partnership infant child
https://www.unicef.org/search?force=0&query=malnutrition+stunting+intersect
oral+partnership+infant+child&search_date_range_picker=&changed%5Bmin
%5D=&changed%5Bmax%5D=

Accessed: February 27, 2019

GOOGLE and Colombian National Websites
Ministerio de Salud y Secretaria de Salud

https://www.minsalud.gov.co/Paginas/default.aspx
Keywords: Stunting; Retraso en talla; Desnutricidon crénica; Malnutricion
Accessed: February 27, 2019

Instituto Colombiano de Bienestar Familiar - ICBF

https://www.icbf.gov.co/
Key words: Stunting; Retraso en talla; Desnutricion crénica; Malnutricién
Accessed: February 27, 2019

Secretaria Distrital de Integracion Social

http://www.integracionsocial.gov.co/
Keywords: Desnutricién crénica.
Accessed: February 27, 2019
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Actualizacion

Retos y oportunidades en el estudio de vesiculas
extracelulares: contexto institucional a nivel

mundial y situacién actual en Colombia

Susana Novoa-Herran
Grupo de Fisiologia Molecular, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

En la ultima década se ha incrementado el niumero de estudios y publicaciones sobre las
vesiculas extracelulares y los exosomas. En Colombia, ha habido interés y avances en su
estudio, lo que se evidencia en el aumento de publicaciones y proyectos de investigacion.
Sin embargo, este es un campo de investigacion aun en desarrollo, con desafios analiticos
y limitaciones técnicas, por lo cual, en el planteamiento de los proyectos de investigacion

y desarrollo, es necesario considerar cual es el estado del campo cientifico a nivel
mundial en cuanto a la nomenclatura y la clasificacion de las vesiculas extracelulares, las
técnicas, recursos, requisitos y especificaciones de calidad y las instituciones que regulan
el campo. La respuesta a esta pregunta permitira desarrollar estudios que cumplan con
los estandares internacionales, y las exigencias y recomendaciones institucionales. Sin
embargo, la informacion cientifica disponible se encuentra dispersa y no todos los aspectos
son tratados a cabalidad.

En este actualizacion se condensa la informacion disponible y se presentan los términos
oficiales para denominar las vesiculas extracelulares y la nomenclatura aceptada
actualmente, asi como la evolucion del campo, la homogenizacion de los pardmetros
experimentales, el establecimiento de autoridades cientificas, instituciones y recursos,

y las recomendaciones que se han generado a nivel mundial para el desarrollo de
investigaciones en vesiculas extracelulares, incluidos su aislamiento, caracterizacion y
estudio funcional. Por ultimo, se analiza el contexto nacional de una forma critica, teniendo
en cuenta las fortalezas institucionales, los errores usualmente cometidos, y las técnicas y
tecnologias analiticas disponibles.

Palabras clave: vesiculas extracelulares; exosomas; microparticulas derivadas de células;
fendmenos quimicos; técnicas de quimica analitica; terminologia como asunto; guia de
recursos.

Challenges and opportunities in the study of extracellular vesicles: Global
institutional context and national state of the art

In the last decade, the number of studies and publications on extracellular vesicles (EV)
and exosomes has boomed. Colombia has displayed interest and progress in their study as
shown in the increase of research project publications and products. However, this research
field is still developing and has its own analytical challenges and technical limitations. For
planning research projects and developing EV studies it is necessary to consider what is
the state of the scientific field worldwide concerning EV nomenclature and classification,
available techniques, resources, requirements and quality specifications, and the institutions
that regulate the field. Answering this question will elicit EV studies that comply with
international standards and respond to institutional demands and recommendations.
However, the scientific information available is scattered and not all the aspects are
considered in full.

In this update, the available information is condensed and the official terms and currently
defined nomenclature is presented, as well as the evolution of the field, the homogenization
of the experimental parameters, the establishment of scientific authorities, institutions,

and resources, and the recommendations generated worldwide for their development and
research including their isolation, characterization, and functional studies. Finally, | analyzed
the national context in a critical way, considering institutional strengths, common mistakes,
and available analytical techniques and technologies.

Keywords: Extracellular vesicles; exosomes; cell-derived microparticles; chemical
phenomena; chemistry techniques, analytical; terminology as topic; resource guide.
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La comunicacidn entre las células y la capacidad que tienen de afectarse
unas a otras caracteriza tanto a los organismos unicelulares como a los
multicelulares, y es un aspecto vital en estos ultimos. Esta comunicacion
intercelular es mediada por moléculas de sefalizacion extracelular y
mediadores solubles de diversa naturaleza (1), entre los cuales los mas
estudiados y caracterizados han sido los factores de crecimiento (2), las
citocinas (3) y los neurotransmisores (4).

Ademas de estos, existen las vesiculas extracelulares, estructuras
con bicapa lipidica secretadas al medio extracelular por multiples tipos de
células. Las diferentes clases de vesiculas extracelulares integran redes
de comunicacion intercelular al transportar un subconjunto especifico de
proteinas, acidos nucleicos como el ARNm y el microARN (miARN), y lipidos,
todos especificos para las condiciones fisioldgicas o patoldgicas de su célula
de origen y que, al parecer, son cargados a las vesiculas extracelulares de
una forma determinada en lugar de constituir componentes aleatorios (5). Asi,
las vesiculas extracelulares permiten el intercambio de informacion genética
a distancia mediante el transporte de &cidos nucleicos, particularmente los
miARN, que sobresalen entre las diferentes estructuras y estrategias que
tienen las células para comunicarse (6).

El interés por el estudio de estas vesiculas ha aumentado en la Ultima
década, como lo evidencia el auge de publicaciones que estudian su
biogénesis, contenido y efectos bioldgicos, empezando por el estudio de
los exosomas y luego amplidndose a otras vesiculas extracelulares (7,8),
asi como la creacion de diversas sociedades y recursos. El estudio de los
exosomas y otras vesiculas extracelulares encierra desafios analiticos y
limitaciones técnicas debido a las caracteristicas de las muestras. Aunque
su desarrollo es vertiginoso, este es un campo cientifico relativamente joven,
por lo que, al plantear proyectos de investigacién y estudios de vesiculas
extracelulares, debe considerarse primero cual es el estado del campo
cientifico a nivel mundial en cuanto a su nomenclatura y clasificacion, asi
como a las técnicas, recursos, requisitos y especificaciones de calidad, y las
instituciones que regulan el campo.

Para alguien nuevo en este campo responder a esta pregunta puede ser un
desafio, ya que la informacion disponible se encuentra dispersa y se centra en
la generacién de vesiculas y el estudio de los efectos prometedores que se les
atribuyen, sobre lo cual hay numerosas revisiones y una nomenclatura variada
Yy, en algunos casos, imprecisa (9,10). Son menos los articulos originales que
abordan aspectos experimentales y técnicos que las revisiones disponibles
(11-13), y son contadas las publicaciones que presentan los requisitos minimos
para los estudios (7,14) y las consideraciones experimentales (15,16). Se
encuentran diversas revisiones cientificas sobre la situacién actual de las
técnicas y tecnologias empleadas y sus limitaciones, con recomendaciones de
trabajo, pero con informacién fraccionada.

Por otro lado, se han creado instituciones, bases de datos, recursos
bioinformaticos y directrices de trabajo producto del consenso de la
comunidad cientifica, los cuales son usualmente ignorados o se desconocen,
por lo que se incurre en errores metodolégicos y se ignoran los términos
y la nomenclatura oficial, lo que lleva a nombrar la poblacion de vesiculas
extracelulares obtenida a partir de conceptos erroneos, o cuyo origen
e identidad no se ha demostrado adecuadamente. Ello genera falta de
homogeneidad y mucha confusion en los resultados reportados y conduce a
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la imposibilidad de reproducirlos. En este sentido, las instituciones oficiales
recomiendan términos y una nomenclatura, pero, hasta donde se pudo
comprobar, no hay una publicacién que recopile los términos oficiales
indexados en la ontologia génica y otros vocabularios controlados. En
consecuencia, no siempre se consideran todos los aspectos y recursos de
este campo a la hora de plantear proyectos y estudios que resulten integros.

Para solventar este problema, en esta actualizacién se presenta:
primero, la situacion actual, introduciendo los términos y la nomenclatura
oficial definida para las vesiculas extracelulares, analizando su evolucién y
oficializacioén, y haciendo recomendaciones sobre su uso; en segundo lugar,
compilando la informacién disponible sobre clasificacion de las vesiculas
extracelulares, técnicas disponibles para su estudio, y las instituciones,
guias, bases de datos y recursos bioinformaticos que se han creado en
este campo, asi como proponiendo perspectivas de avance; se sintetizan,
ademas, los requisitos minimos y las recomendaciones propuestas a nivel
mundial para el desarrollo de estudios sobre estas vesiculas, exponiendo
y analizando algunos de los desafios y principales limitaciones asociadas
con su estudio y correcta denominacién, y se presentan los criterios para el
desarrollo de estudios; y, en tercer lugar, se presenta una breve actualizacion
sobre los estudios en instituciones colombianas, contemplando sus avances y
fortalezas, analizando de forma critica la capacidad nacional y las técnicas y
tecnologias analiticas disponibles, y resaltando el interés por los estudios de
vesiculas extracelulares en el pais (17-29).

Esta actualizacion pretende llamar la atencién de la comunidad
cientifica interesada en las vesiculas extracelulares, y ser una guia para
el planteamiento de proyectos y estudios en esta area, presentando las
directrices internacionales y las técnicas, asi como las limitaciones, retos y
oportunidades de su estudio.

Para aquellos investigadores que se acercan por primera vez al campo
de las vesiculas extracelulares, o que quieran tener un panorama integro
del area, esta es una guia que los introduce en la nomenclatura oficial, los
requisitos minimos y los criterios necesarios para el desarrollo de estudios,
y presenta las técnicas disponibles y mas usadas, asi como los recursos
desarrollados, incluidos los ultimos avances cientifico-técnicos. Darle la
debida atencién a estos aspectos y al uso correcto de los términos, permitira
plantear proyectos de investigacion con calidad internacional que respondan
a las exigencias y recomendaciones institucionales.

Por ultimo, el escrito esta dirigido, no solo a los investigadores que trabajen
con vesiculas extracelulares, sino también a revisores, jurados y editores
de trabajos en el area como forma de orientacion general de la comunidad
cientifica interesada en el campo de estudio de las vesiculas extracelulares.

Definiciones, nomenclatura y clasificacion de las vesiculas extracelulares

La expresion “vesiculas extracelulares” engloba un conjunto heterogéneo
de particulas liberadas de forma natural por las células; estan delimitadas por
una bicapa lipidica y no pueden replicarse, es decir, carecen de un nucleo
funcional. Segun los registros en PubMed, este término fue usado por primera
vez en 1971 por Aaronson, et al., al estudiar su produccién en un alga (30). La
International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) respalda el uso de este
nombre como el término genérico y preferente para denominar estas particulas
(14). Sin embargo, en los primeros afios de estudio fueron mdltiples los términos
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empleados para nombrar las poblaciones de estas vesiculas, los cuales se
asociaban con su origen tisular y con su funcion, por ejemplo, prostasomas (31),
oncosomas (32), vesiculas de matriz calcificantes (33), entre muchos otros, y los
genéricos y ampliamente usados exosomas, microvesiculas y ectosomas (34).

El término “exosoma” fue inicialmente empleado en 1981 por Trams, et al.,
para nombrar las vesiculas extracelulares con actividad enzimatica y posible
funcidn fisioldgica asociada (35), y su biogénesis fue descrita por Harding, et
al. (36), y por Pan, et al. (37), al estudiar la maduracion de los reticulocitos. No
obstante, el rol fisioldgico de estas vesiculas en la presentacion de antigenos
solo se hizo evidente después de que Raposo, et al., reportaran la liberacién de
exosomas por parte de linfocitos B (38), y Zitvogel, et al., por parte de las células
dendriticas (39). A partir de ese momento, el estudio de los exosomas suscitd
un creciente interés reflejado en el aumento exponencial de publicaciones
cientificas, especialmente desde el 2004, como lo hicieron patente Létvall, et al.,
al comparar la evolucién y el uso de los distintos términos en la literatura (7). Asi,
“exosoma” llegd a ser un término ampliamente usado en la literatura biomédica,
aunque con diferentes interpretaciones, lo que condujo a un uso impreciso
debido a la falta de oficializacion y caracterizacién apropiadas (8).

Hubo un auge de articulos cientificos, en los cuales se uso el término
“exosomas” y, posteriormente, el de “microvesiculas’ Sin embargo, a partir de
la fundacion de la ISEV en el 2011, estos términos han sido reemplazados
progresivamente por el de “vesiculas extracelulares; un nombre genérico
adoptado por consenso en la comunidad cientifica internacional asociada en
la ISEV y cuyo empleo se generaliza cada vez mas (7). Este consenso se
tradujo en la posterior publicacion de los requisitos experimentales minimos
en el documento Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles
(MISEV) en el 2014 (7) y su actualizacion en el 2018 (14), lo cual permitid
normalizar y homogenizar la nomenclatura de las vesiculas extracelulares y
sus diversos tipos, asi como su estudio. Lo que define y autoriza un término es
su introduccion en los vocabularios controlados. Desde el 2014, se contemplan
las vesiculas extracelulares como parte de la ontologia génica, con términos
derivados, como los de cuerpos apoptoticos, vesiculas extracelulares
bacterianas, vesiculas de membrana externa bacteriana, exosomas
extracelulares, microvesiculas, y prominosoma, siguiendo la estructura que
se presenta en la figura 1 y las definiciones y sindnimos del cuadro 1 (40-42)
(Gene Ontology Project, version 2021-05-01).

En 2016, el nombre de vesiculas extracelulares fue incorporado en diversos
vocabularios terminolégicos controlados, entre ellos, el de Extracellular
Vesicles en el Medical Subject Headings (MeSH) de la U.S. National Library
of Medicine - NLM (43), y, ademas, “vesiculas extracelulares” se incluy6 en los
Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS) de la Biblioteca Virtual en Salud
(BVS) de la Organizacion Panamericana de la Salud (44). Esta indexacion
tardia, cinco afos después de la fundacién de la ISEV y dos afios después
de la publicacion del MISEV 2014, y la inclusion del término en la ontologia
génica, ocurrié bastante tiempo después del establecimiento de sus términos
derivados, incluidos desde el 2009 en los DeCS y los MeSH como “Exosomas”
/ “Exosomes” y “Microparticulas Derivadas de Células”/ “Cell-Derived
Microparticles” (cuadro 1). Por otro lado, el término “ectosoma’ empleado en
los MISEV 2018 para agrupar a las microparticulas y microvesiculas (14),

y definido en diversos articulos recientes (5,45), no ha sido incorporado
a los DeCS y aparece como una entrada bajo el término “Cell-Derived
Microparticles” en los MeSH, por lo cual su empleo es dispar.
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Esta indexacion tardia y espaciada pudo repercutir en una falta de
homogenizacion y precision de los términos usados en los articulos
publicados hasta ese momento, en los que se empleaba el término “exosoma”
de forma general, y en algunos casos sin demostrar su origen endosomal ni
sus caracteristicas especificas, contrario a la posicion adoptada por la ISEV y
sus recomendaciones.

Ademas, en un esfuerzo mancomunado, varios investigadores del
area actualizaron la ontologia génica con énfasis en el ARN extracelular
(exARN), lo que se refleja actualmente en esta base de conocimiento y en
su clasificacion de los términos asociados con las vesiculas extracelulares
y los exARN (46). En ese documento, Cheung, et al., proponen que
cualquier término futuro agregado a la ontologia génica, que represente los
tipos de vesiculas que forman parte de la region extracelular, se clasifique
automaticamente como 1903561 “vesicula extracelular” Sin embargo, los
tamanos propuestos por los autores para definir cada tipo de estas vesiculas
difieren de los establecidos actualmente en la ontologia génica (cuerpo
apoptético x50-5000 nm, exosoma =40-200 nm, microvesicula ~50-1000 nm),
lo que demuestra la falta de consenso que todavia existe en cuanto al tamano
de cada subtipo de vesiculas extracelulares (cuadros 1y 2).
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QuickGO - https://www.ebi.ac.uk/QuickGO

Extraido de la base de conocimiento de ontologia genética, version 2021-05-01 (43.987 términos de ontologia
genética | 8.006.434 anotaciones 1.574.201 productos genéticos | 4990 especies) (40-42)

Figura 1. Gréafico de ontologia genética para "vesicula extracelular" y algunos términos derivados
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Cuadro 1. Comparacion de los términos indexados en algunos vocabularios o diccionarios controlados

vC Término Definicion Ano de indexacién
GO Extracellular vesicles / Cualquier vesicula que es parte de la regién extracelular 2014
Vesiculas extracelulares Sinénimo: microparticula
Apoptotic body / Cuerpo Una vesicula que contiene partes de una célula moribunda Los cuerpos 2011
apoptotico apoptoticos pueden variar en tamafo, de 0,8 a 5 pm (definicion actualizada en

el 2016). Sindnimos: vesicula apoptética, ampolla apoptética

Extracellular exosome /
Exosoma extracelular

Una vesicula que se libera en la region extracelular por fusion de la membrana 2015
endosdmica limitante de un cuerpo multivesicular con la membrana

plasmatica. Los exosomas extracelulares, también llamados simplemente

exosomas, tienen un diametro de aproximadamente 40-100 nm (definicion

actualizada en el 2016). Sin6nimos: exosoma, exosoma vesicular extracelular

Microvesicle / Microvesicula

Una vesicula extracelular liberada de la membrana plasmatica y que varia 2015
en tamano de aproximadamente 100 nm a 1.000 nm (definida en el 2015).

Sinénimos: ectosoma, microvesicula extracelular, vesicula de desprendimiento

o shedding

MeSH - DeCS Extracellular vesicles /
Vesiculas extracelulares

Estructuras limitadas por membrana derivadas de membranas celulares y 2016
del material citoplasmatico, y liberadas al espacio extracelular. Circulan en el

fluido extracelular y con la sangre periférica en la microvasculatura donde las

células, mucho mas grandes, no pueden circular, lo cual afecta una variedad

de procesos de comunicacion intercelular.

Exosomes / Exosomas

Tipo de vesicula extracelular que contiene ARN y proteinas, y se secreta en 2009
el espacio extracelular por exocitosis cuando los cuerpos multivesiculares se
fusionan con la membrana plasmatica

Cell-derived micropatrticles /
Microparticulas derivadas de
células

Vesiculas extracelulares generadas por el derramamiento de ampollas (sic) de 2009
membrana celular

VC: vocabulario controlado; GO: Gene ontology; MeSH: Medical Subject Headings; DeCS: Descriptores en Ciencias de la Salud
Informacion tomada de (40,41,43,44) y (Gene Ontology Project, versién 2021-05-01)

Cuadro 2. Comparacion de las caracteristicas de algunos tipos de vesiculas extracelulares

Caracteristicas Exosomas

Ectosomas Microvesiculas Cuerpos apoptoticos

Mecanismo de  Exocitosis de MVB

Brote de la membrana plasmatica Brote de la membrana plasmatica Liberacion de vesiculas

generacion de células apoptéticas
Tamafo 40-100 nm? 100 - 200 / 500 nm, segun 100 - 1000 nm &° 0,8-5pum?

50 - 100 nm ® publicacion ® 1-5um/50-500 nm?®
Composicion Enriquecidas en colesterol, Enriquecidas en colesterol Exponen fosfatidilserina. ND
lipidica esfingomielina y ceramida; y diacilglicerol; exponen

contienen balsas lipidicas;
exponen fosfatidilserina
ceramida grande.

fosfatidilserina y ceramida.

Marcadores Tetraspaninas (CD81, CD63,
proteicos CD9, CD61), Alix, LAMP1 y
Tsg101; unién a anexina V

CR1,TyA, C1q, enzimas Integrinas, selectinas y ligando  Unién a anexina V,
proteoliticas. No CD63. CD40; unién a anexina V, contenido de ADN
factores tisulares y marcadores
especificos celulares

ND: no determinado
adefinida en GO
bdefinida segun la literatura

Basado en: (45,47,48) (Gene Ontology project, versién 2021-05-01)
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Con base en el conocimiento actual, las vesiculas extracelulares
generadas por células eucariotas se pueden clasificar en: exosomas,
microvesiculas/ectosomas y cuerpos apoptéticos, segun su origen o
biogénesis. Los exosomas son definidos por su origen endosomal, y los
ectosomas y microvesiculas como derivados de la membrana plasmatica.
en tanto que los cuerpos apoptéticos se forman de células apoptdticas.
Asimismo, las vesiculas extracelulares se pueden describir por su tamafio y
composicion molecular. En diversas publicaciones se comparan estos tipos
de vesiculas en funcién de su tamano, sedimentacion, densidad en sacarosa,
apariencia por microscopia electronica, composicién quimica, y mecanismo
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de generacion, entre otras caracteristicas (45,47,48). Sin embargo, aun no se
ha llegado a un consenso en cuanto a marcadores especificos de cada tipo
de vesicula extracelular, ya que asignar un tipo a una ruta de biogénesis en
particular es dificil, a menos que se detecten en el momento de su liberacién
mediante técnicas de observacioén celular en vivo; no obstante, se cuenta con
diversas moléculas que permiten describir cada subtipo diferenciando entre
ectosomas y microvesiculas (cuadro 2).

A diferencia del estado inicial, actualmente se cuenta con una
nomenclatura definida en las bases de conocimiento y en los vocabularios
controlados, lo que permite la homogenizacion y el uso preciso de los
términos por parte de los investigadores del drea. Sin embargo, aun
se presentan algunas inconsistencias, pues no se adoptan uniforme
y rapidamente dichos términos controlados. Por ejemplo, algunos
investigadores usan el término “microvesiculas” para referirse a las vesiculas
extracelulares grandes (>200 nm) y el de “exosoma” para las pequenas (=30
nm a 200 nm), lo cual es incorrecto, ya que desconoce su origen y definicion
biogénica. Esta definicién basada en el tamafo, aunque practica, es
mecanicamente estéril, y no ha sido aprobada por las autoridades cientificas.
Asi, se debe promover el uso correcto de los términos oficiales en los
documentos y estudios del area, concordante con las técnicas y metodologias
empleadas, como se ilustra mas adelante. A medida que evolucione el campo
y aumente el conocimiento cientifico, se esperan marcadores y caracteristicas
adicionales que permitan diferenciar y definir de forma mas precisa términos
actualmente sindnimos, como microvesiculas y ectosomas, entre otros.

Organizacién y evolucion del campo a nivel internacional, creacion de
instituciones, criterios para desarrollar estudios y desarrollo de recursos

El auge de los estudios en el campo de los exosomas y otras
vesiculas extracelulares, y la falta de un consenso y rigor que permitiera
su reproducibilidad, motivaron la creacién de un conjunto de sociedades
nacionales, y de una sociedad internacional que ha liderado la creacion
de recursos, espacios de formacién y divulgacion e iniciativas de
estandarizacion. A nivel internacional, existe la International Society for
Extracellular Vesicles (ISEV) (https://www.isev.org/) fundada en el 2011 por
investigadores interesados en su estudio, incluidos el de los exosomas y
microvesiculas. Nacio a raiz del International Workshop on Exosomes y, en el
2012, celebrd su primera reunion y realizé el lanzamiento de la revista oficial
de la Sociedad: Journal of Extracellular Vesicles (JEV) (49).

En ese mismo afo, se establecié la American Society for Exosomes and
Microvesicles (ASEMV) (https://www.asemv.org/), la cual colabora con otras
organizaciones cientificas y con los National Institutes of Health (NIH) de
Estados Unidos en la deteccién de oportunidades en el campo, al tiempo que
patrocina conferencias cientificas; su ambito incluye también los estudios sobre
las vesiculas extracelulares, los exARN y las vesiculas de membrana externa
bacteriana. La revista oficial de la ASEMV, la Exosomes and Microvesicles
(EXMV), fue lanzada en el 2013; esta se orienta a la aplicacion de exosomas
y microvesiculas en el mantenimiento de la salud humana, y el desarrollo de
estrategias para diagnosticar y combatir mejor las enfermedades (50).

Asimismo, se han creado diversas sociedades nacionales y grupos en
Europa: la UK Society for Extracellular Vesicles (UKEV) (https://www.ukev.
org.uk/) a partir del Foro UKEV realizado en el 2014; la German Society of
Extracellular Vesicles (GSEV) (https://www.extracellular-vesicles.de/), creada
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en el 2017; el grupo espafiol de innovacion e investigacion en vesiculas
extracelulares (GEIVEX) (https://www.geivex.org/) en el 2012; la Italian
Society for Extracellular Vesicles (EVIta), la Austrian Society for Extracellular
Vesicles (ASEV), la Norwegian Regional Research Network on Extracellular
Vesicles (RRNEV) y la French Society of Extracellular Vesicles (FSEV). En el
resto del mundo, se han creado la Japanese Society of Extracellular Vesicles
(JSEV), la Society for Clinical Research and Translation of Extracellular
Vesicles Singapore (SOCRATES) y la Brazilian Society for Extracellular
Vesicles (BSEV), entre otras.

Ante la necesidad de establecer una nomenclatura con términos y
definiciones precisas, asi como criterios para caracterizar las vesiculas
extracelulares apropiadamente, la ISEV ha organizado seminarios y talleres
que reunen a expertos cientificos e investigadores en el campo para discutir
cémo abordar las lagunas existentes en el conocimiento y las técnicas
disponibles para afrontar tales vacios. Los talleres iniciales sirvieron como
antesala a la publicacién de los primeros articulos de posicién de la ISEV
y de las guias MISEV. En el taller del “Seminario de Investigacion ISEV:
Analisis y funcion del ARN en VE (evRNA)” del 2012, sesionaron mesas de
discusion en las que se proporcioné un marco basado en la evidencia para el
aislamiento y analisis de vesiculas extracelulares, la purificacion y el analisis
de moléculas de ARN asociadas, y la ingenieria molecular de las vesiculas
extracelularespara intervenciones terapéuticas (51). Las conclusiones de
estas mesas se publicaron como articulos de posicion en el 2013, uno sobre
tecnologias de analisis de evRNA y su analisis bioinformatico (52), y otro
en que se abordaba la estandarizacion de la recoleccidon de muestras, el
aislamiento y los andlisis de vesiculas extracelulares (13). Este ultimo incluye
una revision de los materiales publicados y la experiencia de los autores,

y hace énfasis en la necesidad de estandarizar el manejo de muestras,
los controles normativos apropiados y la evaluacion de las técnicas de
aislamiento y analisis para facilitar la comparacién de resultados.

Producto de estas discusiones, en el 2014, la ISEV publicé los requisitos
experimentales minimos de estudios, MISEV 2014, donde se establecieron
estandares para el estudio de las vesiculas extracelulares, principalmente los
exosomas, presentando técnicas para caracterizar la muestra y estableciendo
la necesidad de marcadores apropiados que permitan declarar la presencia
de dichas vesiculas en los aislamientos, asi como recomendaciones sobre
los controles adecuados para los estudios de su actividad funcional (7).

Para ofrecer una guia mas detallada, que reflejara un mayor consenso de
la comunidad cientifica y se nutriera de la experiencia de otros autores, en
el 2015 se llevé a cabo la primera gran encuesta detallada de las practicas
mundiales usadas hasta el momento para el aislamiento y la caracterizacion
de las vesiculas extracelulares (10), cuyos resultados influyeron en la
posicion oficial de la ISEV y llevaron a la actualizacion de las guias MISEV
publicada en noviembre del 2018 (14). Ademas de facilitar la reproducibilidad
de los ensayos y andlisis y avanzar en la estandarizacion de las técnicas
empleadas, en esta nueva guia se consideran los avances y experiencias
del campo y se actualizan las recomendaciones basadas en la evidencia
cientifica disponible en el momento.

Cabe resaltar que la guia MISEV 2018 no propone marcadores moleculares
para caracterizar especificamente cada subtipo de vesicula extracelular,
desestimula el uso del término “exosoma” eliminando las recomendaciones
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para caracterizar exosomas y las proteinas que se espera encontrar en

estos, y recomienda el empleo de “vesiculas extracelulares” como nombre
genérico, a diferencia de la guia MISEV 2014, en la cual algunas sugerencias
estaban sesgadas por una vision de las vesiculas extracelulares “orientada

a los exosomas’” Este cambio de criterios y recomendaciones refleja una
evolucion en la comprension de los subtipos de vesiculas extracelulares y sus
asociaciones con otras entidades, al tiempo que busca aumentar el rigor y la
reproducibilidad de los estudios que las involucran.

Para responder a la necesidad de transparencia y rigor, incrementar
la reproducibilidad y facilitar la estandarizacion de la investigacion sobre
vesiculas extracelulares, se establecio un consorcio internacional que, en
el 2017, desarroll6 la base de conocimiento EV-TRACK (http://evtrack.org/),
repositorio en linea que centraliza los datos con base en las caracteristicas
de las vesiculas extracelulares y los métodos empleados siguiendo las
recomendaciones de las guias MISEV, e incluye una herramienta de
busqueda de articulos cientificos y de material sin publicar destinada a la
consulta de revisores y editores.

La plataforma EV-TRACK tiene siete caracteristicas que ayudan a los
investigadores a:

1. subir la informacion de sus experimentos,

2. asignar la métrica EV-METRIC a cada experimento,
3. consultar la base de datos de articulos,
4

. entrenarse y familiarizarse con los parametros experimentales mas
relevantes de las guias MISEV,

buscar nuevos métodos al permitir las anotaciones de la comunidad,

6. catalogar sistematicamente las caracteristicas bioquimicas y fisicas de
las vesiculas extracelulares que dan informacion sobre su biologia, y

7. incluir a la comunidad como consorcio y permitir la participacién de los
usuarios en las decisiones futuras (53).

o

Cuenta, ademas, con la EV-METRIC, una métrica disefiada para
representar el grado de transparencia en el reporte de parametros
experimentales, la cual esta habilitada para el envio de datos previos al
sometimiento de un manuscrito y como herramienta de busqueda de articulos
publicados. La base de datos de articulos se puede consultar segun las
caracteristicas y los parametros de los estudios, como se desglosa en el
cuadro 3; los parametros EV-METRIC son una lista de chequeo. La consulta
del material publicado permite realizar metaanalisis de experimentos y seguir
la situacion actual del tema. Ademas, la herramienta destinada a revisores y
editores incluye una lista de chequeo orientada a garantizar la transparencia
de los aspectos metodoldgicos de los experimentos, la cual consta de 115
parametros para catalogar caracteristicas especificas de los métodos de
aislamiento y caracterizacion de las vesiculas extracelulares, presentada en
su tabla suplementaria 1 (53).

La plataforma EV-TRACK es una gran herramienta para investigadores
del area de las vesiculas extracelulares y de otros campos, ya que las
anotaciones de su base de datos, las opciones de consulta y la informacién
presentada, facilitan la interpretacion y replicacidon de experimentos
publicados en articulos, y centraliza la informacion sobre la biologia y la
metodologia de las dichas vesiculas. Con esta herramienta se puede filtrar
por el tipo de aislamiento y caracterizacion de las vesiculas extracelulares y
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los parametros EV-METRIC reportados, y obtener las propiedades biofisicas
y moleculares de las vesiculas extracelulares. Esto permite que los usuarios
evaluen la calidad de la preparacion de la muestra de vesiculas extracelulares
y los datos correspondientes obtenidos; sin embargo, un valor elevado de EV-
METRIC solo implica que los datos publicados estan bien anotados.

Estos parametros fueron acordados por el consorcio de EV-TRACK
como indispensables para una interpretacion inequivoca que permita
una reproduccion independiente de los experimentos. Aun cuando los
investigadores desconozcan o no sigan las guias MISEV, EV-TRACK
pretende entrenarlos en el uso de la métrica EV-METRIC y estimular la
puesta en practica de las guias MISEV. Este recurso esta en continuo
desarrollo y los parametros incluidos pueden ser modificados, aumentados
o refinados con el avance del campo. Por ejemplo, en el caso del analisis
de particulas, deben considerarse la pureza y la calidad del vehiculo
empleado para suspender las vesiculas extracelulares, y usarlo como
control de particulas durante los analisis, especificamente para los analisis
de rastreo de nanoparticulas, asi como el medio de cultivo para el caso de
sobrenadantes de cultivos celulares. No obstante, la clave de su éxito reside
en su implementacion generalizada por parte de la comunidad cientifica.

Cuadro 3. Opciones de consulta y parametros incluidos en EV-TRACK

Opciones de consulta habilitadas en EV-TRACK

Especie

multiples: 12 mamiferas y 59 no mamiferas

Tipo de biofluido

sobrenadante de cultivo celular, plasma sanguineo, suero, orina, leche, semen, saliva, ascitis, fluido
cerebroespinal, fluido de lavado broncoalveolar

Objetivo del estudio

biogénesis/clasificacion, biomarcador, funcién, émica y técnica

Método de separacion

comercial, cojin de densidad (density cushion), gradiente de densidad, ultracentrifugacién diferencial, filtracion,
inmunoafinidad, cromatografia de exclusion de tamano, ultrafiltracion, microfluidos

Método de analisis proteico

ELISA, citometria de flujo, microscopia inmunoelectrénica, proteémica, western blot

Método de analisis de
particulas

fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico, microscopia de fuerza atémica, dispersién de luz
dinamica, microscopia electronica, citometria de flujo de alta resolucion, analisis de rastreo de nanoparticulas,
deteccion de pulso resistivo sintonizable

Parametros EV-METRIC:

proteina enriquecida en VE proteina no enriquecida en VE analisis cualitativo y cuantitativo

imagenes de microscopia electrénica gradiente de densidad densidad de VE

especificaciones de ultracentrifugacion especificaciones de anticuerpos preparacion del lisado

Parametros experimentales relacionados con la caracterizacion de VE

Analisis de proteinas

Proteinas enriquecidas en VE: andlisis de tres o mas proteinas enriquecidas en VE

Proteina no enriquecida en VE: evaluacion, al menos, de una proteina no enriquecida en VE

Caracteristicas especificas del anticuerpo: clon del anticuerpo / nimero de referencia y dilucién *

Preparacion de lisado: composicion de la solucion tampon de lisis 0 descomposiciéon usada, o nimero de
referencia para soluciones tampon de descomposicion usadas *

Andlisis de particulas

Analisis cualitativo y cuantitativo: implementacién de métodos cualitativos (por ejemplo: EM, AFM) y
cuantitativos (por ejemplo: NTA, DLS, TRPS, citometria de flujo de alta resolucién). Para el método cuantitativo,
se espera informar la concentracién de particulas.

Imagenes de microscopia electrénica: inclusion de una imagen de microscopia electrénica de campo amplio y
de primer plano

Parametros experimentales relacionados con la separacién de VE

Gradiente de densidad: gradiente de densidad realizado al menos como validacion si los resultados descritos se atribuyen a las VE

Densidad de VE: reporte de la densidad obtenida de las VE

Caracteristicas especificas de ultracentrifugacion: informe de RCF o fuerzas g, duracion de los pasos de ultracentrifugacion y tipo de rotor +

* Pueden considerarse "no aplicables", dependiendo de los métodos de caracterizacién implementados en un estudio en particular.
+ Pueden considerarse "no aplicables", dependiendo del método de separacién implementado en un estudio particular. Informacién disponible en: http://evtrack.org/
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Por otro lado, y gracias a la gran cantidad de resultados obtenidos en
el area, se han desarrollado diversas bases de datos de las moléculas
identificadas en las vesiculas extracelulares, entre ellas, EVpedia Exocarta,
Vesiclepedia, y EVmIRNA. Creadas a modo de repositorios antes de la
creacion de EV-TRACK, estan basadas en la web y son de acceso libre.
EVpedia condensa datos provenientes de experimentos de alto rendimiento,
como andlisis protedmicos de vesiculas extracelulares derivadas de células
procariotas y eucariotas (54,55) (http://evpedia.info/); infortunadamente, esta
inactiva actualmente.

El laboratorio del profesor Mathivanan desarrollé ExoCarta y Vesiclepedia,
las cuales compilan el ARN, las proteinas, los lipidos y otros metabolitos,
identificados en exosomas de multiples organismos (56,57) (http://www.
exocarta.org/) y en diversos tipos de vesiculas extracelulares (58,59) (http://
microvesicles.org/), respectivamente. Ambas bases tienen curaduria manual y
se alimentan de estudios publicados y sin publicar o0 en prensa, principalmente
estudios proteédmicos y lipiddmicos, que permiten buscar y descargar el
contenido sobre vesiculas extracelulares con base en criterios de busqueda,
como nombre del gen, miARN, organismo, tipo de contenido y de muestra, vy,
en el caso de Vesiclepedia, tipo de vesicula. Asimismo, las dos bases de datos
muestran las técnicas empleadas en cada estudio e hipervinculos al registro
en PubMed. Exocarta incluye una lista de verificacion del cumplimiento de los
estandares definidos por la ISEV y, Vesiclepedia, el cddigo y el vinculo para
el registro en EV-TRACK y el porcentaje de EV-METRIC. Sin embargo, estas
bases de datos presentan algunos vinculos rotos y, como toda base de datos,
requieren de actualizacion permanente.

Se han creado, ademas, recursos enfocados en el ARN extracelular
(exARN), libre o asociado con las vesiculas extracelulares. El Extracellular
RNA Communication Consortium (ERCC) se creé como una iniciativa
de las sociedades ASEMV e ISEV, y agrupa a los investigadores para
abordar los problemas criticos en el campo de investigacion del exARN.

Es financiado como una iniciativa del fondo comun de los NIH, y cuenta

con un portal de investigacion de exARN donde se dispone de recursos,
proyectos y publicaciones (https://exrna.org/) (60); ademas, incluye la base
de datos exRNA Atlas, un repositorio de perfiles de exARN derivados de la
secuenciacion de ARN pequenos y qPCR de biofluidos humanos y de raton,
que permite seleccionar, ver y descargar los datos y visualiza el cumplimiento
de los estandares de calidad de datos del ERCC (https://exrna-atlas.org/)
(61). Asimismo, se cuenta con la base de datos EVmiRNA, en la cual se
reune el perfil de los miARN obtenidos de las vesiculas extracelulares (http://
bioinfo.life.hust.edu.cn/EVmMIiRNA) (62).

Ademas, en el 2015, se desarroll6 la herramienta bioinformatica FunRich,
que permite hacer analisis de enriquecimiento funcional del set de datos
sobre vesiculas extracelulares y generar multiples representaciones
graficas de ellos. Es una herramienta de acceso abierto para analizar el
conjunto de datos ‘émicos’ de multiples tipos y organismos (http://www.
funrich.org/) (63). Esta herramienta fue mejorada con base en los aportes y
sugerencias de la comunidad cientifica y, actualmente, esta integrada como
complemento de Exocarta y Vesiclepedia para ayudar al usuario a analizar
por bioinformatica los datos depositados en dichas bases. La version actual
(8.1.3) permite realizar enriquecimientos de miARN y descargar informacion
automaticamente de las bases de datos asociadas (64); y se encuentra en
constante desarrollo gracias a que involucra a los usuarios en el desarrollo
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del software, propiciando un trabajo conjunto, favoreciendo el desarrollo
de una herramienta de andlisis integral y respondiendo de esta forma a las
necesidades de la comunidad cientifica.

En cuanto a los recursos educativos, la ISEV lanz6 en el 2016 su primer
curso en linea para estudiantes y principiantes en el campo de las vesiculas
extracelulares (65). Se trata de un curso masivo ofrecido de forma gratuita bajo
el nombre de “Basics of Extracellular Vesicles” ofrecido por la Universidad de
California en Irvine a través de la plataforma Coursera (https://es.coursera.
org/learn/extracellular-vesicles). En Europa, existe la red TRAIN-EV (Training
in Extracellular Vesicles), que reune a un grupo de sociedades y cientificos
europeos, coordina proyectos multidisciplinarios e intersectoriales para crear
sinergias entre las actividades de investigacion sobre vesiculas extracelulares,
desarrolla un programa de entrenamiento en investigacion cuyo objetivo es
proporcionar una capacitacion excelente e integrada a jévenes investigadores
(Early Stage Researchers) y, simultdneamente, adelanta investigaciones
innovadoras para abordar las brechas del campo y generar nuevo conocimiento.
La TRAIN-EV se creé en el 2017 como un megaproyecto financiado por
el programa Horizonte 2020 de la Unidn Europea y, hasta el momento,
ha vinculado a 16 jévenes investigadores que desarrollan proyectos que
abordan desde aspectos técnicos, comparacion de plataformas, desarrollo de
dispositivos, materiales de referencia bioldgica y herramientas bioinformaticas,
hasta caracterizacion y aspectos funcionales y de relevancia bioldgica (http://
train-ev.eu/). Ello demuestra el desarrollo de este campo cientifico y el interés de
sus miembros en superar los retos y desafios experimentales inherentes a él.

Retos y requisitos minimos para el desarrollo de estudios

Los llamados “exosomas” son las vesiculas extracelulares que han
recibido mayor interés. Sin embargo, usualmente son dificiles de reconocer
ya que, una vez secretadas, se confunden con las otras vesiculas secretadas
por rutas diferentes, siendo compleja su identificacién tal como son
definidos: por su origen celular o ruta de biogénesis. Esto se debe a que
sus propiedades biofisicas (cuadro 2), los cuales suelen estar presentes en
las preparaciones que pretenden aislar Unicamente exosomas (66). Por lo
tanto, es vital considerar las condiciones experimentales preanaliticas y de
aislamiento de las vesiculas extracelulares, y caracterizarlas adecuadamente.

A pesar del origen intracelular definido para cada poblacion de vesiculas
extracelulares descrita, ain no hay marcadores especificos de cada una de
estas poblaciones que permita distinguir entre ellas una vez secretadas. Se
ha visto que diversos marcadores que inicialmente se consideraban como
especificos para exosomas, también se presentan en vesiculas extracelulares
de otros origenes.

En un estudio en el que se inhibid la Rab27a, una GTPasa pequeia
necesaria para la secrecidon de exosomas, hubo un descenso en la secrecion
vesicular de algunos marcadores convencionales de exosomas, incluidas la
tetraspanina CD63, las proteinas implicadas en la formacion de endosomas
multivesiculares Tsg101 y Alix, y la proteina de choque térmico Hsc70, pero
no asi de otros marcadores como la tetraspanina CD9 y la proteina asociada
con la membrana periférica Mfge8. La CD9 y la Mfge8 se encontraron
en otras vesiculas extracelulares diferentes a exosomas y se vieron, al
menos, dos poblaciones distintivas de vesiculas extracelulares después del
aislamiento por ultracentrifugacion diferencial (67).
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Este trabajo reveld la heterogeneidad de las preparaciones de
vesiculas comunmente conocidas como exosomas, y que el protocolo de
ultracentifugacion diferencial empleado hasta el momento para aislarlos (68)
purifica concomitantemente vesiculas de otros origenes, por lo que la fraccién
de vesiculas extracelulares obtenida a 100.000g corresponde, en realidad, a
vesiculas extracelulares pequefas (small EV, sEV), incluidos los exosomas,
por lo que se debe comprobar su enriquecimiento en estos.

Mas recientemente, en un analisis proteédmico cuantitativo de poblaciones
de vesiculas extracelulares obtenidas mediante diversos métodos especificos,
se vio que los marcadores que se pensaba que eran exclusivos de los
exosomas, como las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad,
MHC, de clases | y Il, la flotilina, la actina, la Hsc70/Hsp73 de expresion
constitutiva y la Hsp70/Hsp72 inducible, estaban presentes de forma
similar en todos los tipos de vesiculas extracelulares y, por lo tanto, no
podian considerarse marcadores especificos de exosomas ni de vesiculas
extracelulares pequefas (aisladas a 100g); asimismo, se confirmé que
la poblacidn de vesiculas extracelulares pequefias era una mezcla de
subpoblaciones de exosomas y vesiculas extracelulares no exosomales y
que los marcadores de exosomas anexina Xl, V y VI, ADAM10, ACE, EHD4 y
flotilina, independientemente de estar asociados 0 no con una tetraspanina,
realmente eran genéricos de las vesiculas extracelulares pequefas; también,
se establecio que la tetraspanina CD63, empleada para definir y aislar
exosomas de vesiculas extracelulares pequenas, se presentaba en las
grandes (69). Asi, es necesario emplear mas de un marcador y considerar las
condiciones preanaliticas y analiticas de aislamiento empleadas, pues son
las que determinan el tipo de vesiculas extracelulares que se va a obtener.

Por otro lado, en los ultimos afos, se ha desarrollado un gran numero de
técnicas para el aislamiento y caracterizacion de vesiculas extracelulares.
Sin embargo, la estandarizacion de varias de ellas es escasa, lo que
conduce a que los cambios en los protocolos generen conjuntos de vesiculas
extracelulares diferentes y de calidad variable, practicas inadecuadas que
llevan a afirmaciones incorrectas por el desconocimiento de la técnica y la
naturaleza de la matriz y las vesiculas. En ultimas, el reporte incompleto
de las condiciones experimentales empleadas, la desatencion de algunas
condiciones o la omisidn de algunos pasos y analisis, conducen a la falta
de reproducibilidad. Para superar estos retos y dificultades, nacen las guias
MISEV, ya presentadas anteriormente.

La guia MISEV 2014 proporcionaba recomendaciones sobre los métodos
experimentales y la informacion minima requerida en la presentacion de
informes; es un primer paso hacia la homogenizacion y estandarizacion
en tres areas clave: aislamiento y purificacion, caracterizacién y estudios
funcionales de vesiculas extracelulares (7). En la guia MISEV 2018 se
validan algunas de las primeras recomendaciones y se las amplia gracias al
avance en el conocimiento. Asimismo, se introducen nuevas advertencias y
aspectos, por ejemplo, la cuantificacion durante los pasos de caracterizacion
y el andlisis de la topologia de los componentes asociados con las vesiculas
extracelulares; ademas, se elimina la referencia a “exosomas” y las
proteinas esperadas o no en ellos a favor del término genérico de “vesiculas
extracelulares, definiendo los subtipos con base en sus caracteristicas
fisicas y bioquimicas y la fuente o condicion de origen (14). En el cuadro 4 se
presentan las principales recomendaciones y una comparacion de estas guias.
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Principales recomendaciones de MISEV 2014

Actualizacion en 2018

Aislamiento /
purificacion de VE

No existe un Unico método de aislamiento 6ptimo, asi que elija en Alta recuperacion, baja especificidad: estuches de

funcioén de las aplicaciones posteriores y la pregunta cientifica.

precipitacion basados en polimeros, filtros de centrifuga
con cut-off de bajo peso molecular sin pasos adicionales
de separacion, y ultracentrifugacion de alta velocidad sin
pasos adicionales de separacion

Recuperacién intermedia, especificidad intermedia:
ultracentrifugacion diferencial con tiempos y velocidades
intermedios incluyendo o no pasos de lavado, cromatografia
de exclusién por tamafo, filtros de centrifuga de alto peso
molecular como paso inicial, columnas de afinidad de
membrana y filtracién de flujo tangencial

Baja recuperacion, alta especificidad: filtracién, gradiente
de densidad, afinidad

Informe todos los detalles de los métodos para permitir la
reproducibilidad.

Depositar los detalles experimentales con EV-TRACK. Esta
base de conocimientos facilita la presentacién de informes
sobre métodos.

Algunos protocolos, incluidos los asociados con estuches
comerciales, pueden generar poblaciones de VE unidas
0 mezcladas con los componentes introducidos. Al
realizar experimentos funcionales, incluir controles de
procedimiento y aumentar la separacion de las VE

Caracterizacion
de VE

Caracterizacion general.
Mostrar:

a) Minimo tres marcadores proteicos
positivos de VE, incluido al menos
uno transmembrana /proteina unida
a lipidos, y una proteina citosélica

b) Al menos un marcador de
proteina negativo

Categorias adicionales de proteinas por considerar para la
caracterizacion:

a) marcadores proteicos positivos de VE, asociados a la
membrana y al citosol

b) marcadores proteicos negativos (control de pureza)

¢) marcadores especificos de un subtipo de VE

d) proteinas extracelulares solubles con actividad funcional

Caracterizacion de
vesiculas individuales.
Utilice dos técnicas
diferentes y
complementarias, como:

a) microscopia electronica o de
barrido por sonda (mostrar tanto
campo amplio como cercano)

b) seguimiento de particulas
individuales

Describir cuantitativamente tanto la fuente como la
preparacion de VE

Analisis topolégico de los componentes asociados con las
VE, al menos para aquellos con una funcion dada asociada
con VE

Actividad
biolégica asociada
aVE

Deberia incluir:
a) Estudios de dosis-respuesta

Adicional: comparacion cuantitativa de la actividad del
medio condicionado o biofluido 1) antes, 2) después de

la eliminacién de las VE, y 3) de las VE en si, teniendo

en cuenta que la fraccion de VE puede incluir materiales
aislados concomitantemente o contaminantes. Control
sugerido adicional: comparacion cuantitativa de la actividad
de los subtipos de VE deseados contra los "descartados”

b) Controles negativos o background del proceso para descartar
la influencia de los componentes del suero u otros posibles
contaminantes

Para los biofluidos, controles negativos de las funciones
asociadas con la enfermedad = fluidos de donantes sanos,
sin tratar o de otro tipo adecuado

c) Controles para evaluar la influencia de componentes solubles
0 macromoleculares no-VE

* c-i) Gradientes de densidad u otro método para mostrar que la
actividad es intrinseca a la VE, no solo asociada

c-ii) Remocién de VE para reducir la actividad

c-iii) Marcacién de VE o celular (ej.: marcado fluorescente, con
interpretacion cuidadosa)

Realizar ensayos funcionales después de separaciones
rigurosas, comparando las fracciones VE y no VE para
identificar qué proporcion de actividad esta asociada con
cada fraccion (en caso de que no sean VE)

* Una de estas opciones (7,14)
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Es necesario insistir en que se debe nombrar adecuadamente cada
subtipo de vesiculas extracelulares aisladas segun las definiciones oficiales,
esto es, la ruta de biogénesis que las origind. Sin embargo, rastrear las
vesiculas aisladas hasta su ruta de biogénesis es dificil en el caso de
cultivos celulares y, por ahora, es imposible en el caso de fluidos bioldgicos
obtenidos de sistemas vivos, ya que, una vez son secretadas las vesiculas
de interés, se mezclan con otros tipos de vesiculas que pueden ser aisladas
concomitantemente en las preparaciones y, como ya se explico, no existe
una forma inequivoca y general de distinguirlas con base en sus propiedades
biofisicas (cuadro 2) o en su contenido molecular Unicamente. Esto, sumado
a los pocos marcadores para caracterizar y definir adecuadamente cada
subtipo vesiculas, dificulta la definicion exacta de aquellas que se aislan.

Para superar dicho escollo, en la guia MISEV 2018 se propone que la
expresion "vesiculas extracelulares" sea usada como una base sobre la cual
se afiadan progresivamente detalles fisicos y moleculares para designar
cada poblacion y subtipo, indicando su origen, condiciones de aislamiento,
tamarfo y los marcadores positivos 0 negativos a medida que se avanza en
su caracterizacion (14). Por ejemplo, la denominacién “sEV tumoral 100K
CD9+ CD81+ Cyt C-, denota una poblacion de vesiculas extracelulares
pequenas, derivada de células tumorales, aislada a 100.000g, positiva para las
tetraspaninas CD9 y CD81, y negativa para la proteina mitocondrial citocromo
C, lo cual podria incluir exosomas y ectosomas segun lo discutido previamente.

Ademas, las técnicas actuales permiten monitorear el ensambilaje, la
produccion y la secrecién de las vesiculas extracelulares y, por lo tanto, definir
qué rutas de biogénesis estan activas antes de su liberacién lo cual permite
inferir los tipos que se espera aislar y contribuye a su caracterizacion.

En este trabajo, no se contemplé la revision comparativa de las técnicas
disponibles, ya que la literatura cuenta con diversos articulos y revisiones de
este tipo que presentan y analizan técnicas de aislamiento y caracterizacion,
incluidas, en algunos casos, consideraciones, conceptos erroneos comunes,
dificultades metodoldgicas y referencias de su aplicacion (16 66,70-73). No
obstante, se resumen a continuacién las técnicas disponibles, su clasificacion
y los aspectos clave recomendados en las guias MISEV que deben tenerse
en cuenta (cuadro 4), resaltando los ultimos avances.

Consideraciones para la fase preanalitica

Antes del aislamiento y caracterizacion de las vesiculas, es necesario
considerar la muestra de origen, las condiciones a las que esta sometida
y su almacenamiento. En general, las vesiculas extracelulares se pueden
aislar de medios condicionados por cultivos celulares y de fluidos bioldgicos,
cada uno sujeto a consideraciones especificas y buenas practicas asociadas.
Se ha descrito el aislamiento de vesiculas extracelulares, incluido el de
exosomas y microvesiculas, en fluidos tan variados como sangre, orina, leche
materna, saliva, lagrimas, semen, liquido amnidtico, liquido ascitico, liquido
cefalorraquideo y bilis, entre otros (34).

Por otro lado, las condiciones preanaliticas y de obtencién de vesiculas
extracelulares dependeran de los ensayos y analisis posteriores que se quieran
realizar, ya que cada uno presenta limitaciones y requisitos diferentes, y es
sensible a diversos tipos de contaminantes. Un andlisis proteémico basado en
la espectrometria de masas es sensible a todo tipo de contaminantes proteicos,
como las proteinas séricas en el caso de la sangre, y de medios condicionados
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por cultivos suplementados con suero. A diferencia, la identificacion de ARNm y
miARN especificos mediante gPCR puede ser mas tolerante a acidos nucleicos
contaminantes de otras especies (en funcion de la secuencia), pero no podra
discriminar entre ARN encapsulado o adherido a las vesiculas o libre, a no

ser que ello se controle en la fase preanalitica y de aislamiento. Por lo tanto,

las consideraciones preanaliticas y los contaminantes que deban controlarse
dependeran de la matriz en la que se encuentren las muestras, las vesiculas
extracelulares objeto de estudio y las aplicaciones posteriores.

En diversas revisiones se han centrado en la recoleccion, almacenamiento
y manejo de la muestra, brindando consideraciones adicionales y
recomendaciones para un buen trabajo experimental (13,16), tanto en fluidos
bioldgicos, especialmente la sangre, como en medios condicionados por
cultivos celulares. Los fluidos bioldgicos tienen necesariamente un origen
celular mixto y las consideraciones se enfocan en la obtencion de la muestra.
En el caso de la sangre como material de partida, se puede trabajar con suero
o plasma, aunque se recomienda este ultimo, en tanto que la escogencia
de los anticoagulantes dependera de los analisis posteriores; la relacion
entre sangre y anticoagulante debe ser apropiada y es necesario controlar la
cantidad de plaquetas residuales, ya que estas contaminan la muestra.

En el caso de los medios condicionados por cultivos celulares, las buenas
practicas incluyen garantizar la calidad del cultivo celular, incluida su identidad,
la ausencia de contaminacion microbiana, especialmente micoplasma, una
baja tasa de muerte celular para evitar contaminacién con cuerpos apoptoticos,
el numero de células que esta condicionando el medio y por cuanto tiempo,
entre otros. Si el medio de cultivo se suplementa con suero, es vital reconocer
que este contiene vesiculas extracelulares que van a contaminar la preparacion
y se deben controlar; de otra forma, los analisis posteriores estaran alterados
por las vesiculas extracelulares derivadas del suero.

Entre los aspectos cruciales que no siempre se garantizan o reportan en
los protocolos y métodos, estan la identidad celular, la viabilidad y tasa de
muerte celular, la densidad celular al momento de recolectar el medio, los
pasos previos al procesamiento y almacenamiento de la muestra, y el control
de las vesiculas extracelulares derivadas del suero. Cuando el medio se
suplemente con suero, se debe indicar si este se us6 o no en la obtencion
de las vesiculas extracelulares y, si fue asi, como se controlaron y eliminaron
aquellas derivadas del suero o el lavado del cultivo entre cambios de medio.

A partir de los talleres de la ISEV y la creacion en el 2017 de grupos
de trabajo en vesiculas extracelulares de fluidos bioldgicos especificos,
recientemente el grupo enfocado en las vesiculas extracelulares derivadas
de sangre reporté los resultados de una encuesta que permite plantear una
hoja de ruta para su recoleccién, manejo y almacenamiento, y resalto la
importancia de medir la calidad de la muestra antes del aislamiento y analisis
de vesiculas extracelulares (15).

Aislamiento y purificacion de vesiculas extracelulares

Al trabajar con vesiculas extracelulares, es ineludible reconocer que los
métodos actuales de aislamiento solo pueden enriquecer un determinado
subtipo, sin purificarlo o aislarlo completamente. Asi, en funcién del protocolo
que se siga, las preparaciones presentaran algun grado de heterogeneidad
y una potencial contaminacién con otras vesiculas extracelulares y su
contenido o con otros materiales diferentes, como proteinas, metabolitos
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y acidos nucleicos libres (7,66,67). Por otro lado, actualmente no existe un
estandar de referencia contra el cual puedan evaluarse las otras técnicas, ya
que cada una se basa en principios distintos, con pros y contras, y permiten
separar vesiculas con diverso desempefio (7).

Considerando la capacidad de recuperacion de vesiculas y su
especificidad, las técnicas de separacion se pueden clasificar en:

1. técnicas de alta recuperacion y baja especificidad, que permiten
obtener una gran cantidad de material extracelular, incluyendo
vesiculas, proteinas y metabolitos presentes en la matriz, lo que se
considera un secretoma concentrado parcial o completo;

2. técnicas de recuperacion y especificidad intermedias, que permiten
recuperar una poblacion mixta de vesiculas que puede estar contaminada
con componentes de la matriz segun los pasos de lavado empleados, y

3. técnicas de baja recuperacidn y alta especificidad, con las que se
puede separar uno o mas subtipos de vesiculas en funcién de su
tamano, su densidad de flotacion o densidad granular, sus moléculas
de superficie y propiedades biofisicas como la carga superficial, con
un menor contenido de componentes no vesiculares, pero en menor
cantidad, principalmente porque se obtiene una poblacién de vesiculas
extracelulares mas especifica (cuadro 4). Infortunadamente, aun
no existe una técnica que satisfaga plenamente los criterios de alta
recuperacion y alta especificidad (7).

Los métodos basados en la centrifugacion han sido los mas usados
en el campo (10). No obstante, presentan limitaciones como, que se aisle
concomitantemente material no exosémico (incluidas las proteinas presentes
en la matriz), que se produzcan dafnos estructurales en la membrana
vesicular y que existan parametros no estandarizados que conduzcan a
variabilidad cualitativa y cuantitativa (66). Se ha visto que factores como el
tipo de rotor, la fuerza g o fuerza centrifuga relativa (Relative Centrifugal
Force) y los tiempos de centrifugacion, afectan significativamente el
proceso de separacion de las vesiculas extracelulares y, por lo tanto, la
pureza y el rendimiento obtenidos, a tal grado, que es posible que los
protocolos de aislamiento basados en centrifugacion diferencial comunmente
recomendados no estén del todo optimizados (12).

La préactica de usar un protocolo de centrifugacidon comun con distintos
rotores, con frecuencia conduce a resultados diferentes e inadecuados,
considerando que el ajuste de la duracion de la centrifugacion de acuerdo
con los factores K del rotor es improcedente para rotores de “angulo fijo” (74).
Ademas, se ha visto que subtipos de vesiculas extracelulares sedimentados
a la misma velocidad muestran densidades de flotacion diferentes. Empero,
los protocolos de flotacion en gradiente de yodixanol no pueden separar
vesiculas medianas de las pequefas si no han sido separadas primero con
otro método como la centrifugacion (69).

Por lo tanto, si se quieren aislar subtipos discretos, se debe recurrir
a una combinacion de técnicas de separacion ortogonales. En el caso
de los estuches comerciales y de algunos protocolos, vesiculas pueden
estar potencialmente unidas o mezcladas con componentes introducidos,
como anticuerpos, perlas, polimeros, etc. En el caso de ciertas técnicas de
precipitacion, es necesario considerar su especificidad y los potenciales
efectos sobre las vesiculas aisladas, lo que cobra relevancia cuando se
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pretende hacer experimentos funcionales con las vesiculas extracelulares
aisladas, ya que se pueden presentar artefactos, se requieren pasos
adicionales de limpieza y es necesario contar con los controles adecuados
acordes con la estrategia empleada (7).

Como ya se menciond, la seleccion de las técnicas de aislamiento
y caracterizacién dependera del tipo de muestra, el volumen disponible
del material de partida y las aplicaciones posteriores. El aislamiento de
vesiculas extracelulares de fluidos biolégicos complejos suele requerir
mas pasos y estrategias combinadas que los necesarios en el caso de
medios condicionados por cultivos celulares. De forma similar, los analisis
protedmicos requieren un mayor control sobre la muestra y su calidad que los
andlisis por citometria de flujo o qPCR.

Se han desarrollado técnicas de aislamiento promisorias que superan
a las tradicionales, como las basadas en filtracion de flujo tangencial
(Tangential Flow Filtration), entre ellas, la técnica de fraccionamiento en flujo
de campo de flujo (Flow Field-Flow Fractionation), con la que se separaron
vesiculas extracelulares urinarias de tipo exosoma y se analizé su lipidoma
en un estudio sobre cancer de préstata (75), y el fraccionamiento en flujo
mediante campo de flujo asimétrico (AF4, Asymmetrical Flow Field Flow
Fractionaltion), con el cual se aislaron subtipos de vesiculas extracelulares
pequenas de tipo exosoma y nanoparticulas que luego fueron caracterizadas
con base en su perfil proteédmico (11).

Otra tecnologia emergente es la de las plataformas basadas en
microfluidos o chips de microfluidos, con las cuales se avizora el aislamiento,
la cuantificacion y caracterizacién de exosomas de forma automatizada
(76). Estas cuentan con multiples aproximaciones para analizar vesiculas y
otros componentes extracelulares, y permitirian avanzar en la investigacion
y posterior empleo de biopsias liquidas aplicadas al diagnéstico de
enfermedades, pues reducen la intervencion manual, los tiempos de ensayo,
y la cantidad de muestra y reactivos requeridos; ademas, se aumenta la
sensibilidad, lo cual posibilita el empleo de vesiculas extracelulares en el
diagnéstico y aporta al desarrollo de la medicina personalizada (72,77).

Aunque las guias MISEV se centran Unicamente en técnicas de amplio
uso, la del 2018 contempla nuevas técnicas desarrolladas o aplicadas en el
aislamiento de vesiculas extracelulares, las cuales deben verificarse a partir
de la informacién sobre la caracterizacién de las obtenidas con ellas para
demostrar su grado de éxito con respecto a las técnicas clasicas, como la
ultracentrifugacién diferencial y el gradiente de densidad. Estas tecnologias
son rapidas, eficientes y permiten obtener vesiculas extracelulares mas
puras y homogéneas que las técnicas clasicas; sin embargo, la mayor
limitacion actual reside en la complejidad de los dispositivos, su costo y poca
disponibilidad. En el futuro, con el avance de la tecnologia y el aumento
de la oferta en el mercado, pueden llegar a convertirse en herramientas
accesibles y de amplio uso, como fue el caso de la citometria de flujo para
la clasificacion de células activadas por fluorescencia FACS (Fluorescence-
Activated Cell Sorting).

En definitiva, es posible obtener poblaciones enriquecidas en un tipo
particular de vesicula extracelular, pero debe tenerse claro que no es posible
aislar un subtipo con una homogeneidad o pureza del 100 % y un nivel de
recuperacion adecuado para desarrollar diferentes analisis y ensayos. Los
investigadores deben ser conscientes del grado de heterogeneidad en la
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poblacion de vesiculas extracelulares obtenida, cuya posible composicion y
potenciales contaminantes dependeran de las condiciones experimentales y
detalles del protocolo utilizado, incluido el cultivo y la obtencion de vesiculas
extracelulares, la viabilidad celular, los pasos previos de separacion, los
pasos finales de lavado, etc.

Caracterizacion de las vesiculas extracelulares

Como se aprecia en el cuadro 4, las guias MISEV incluyen: 1) la
descripcién cuantitativa tanto de la fuente de vesiculas extracelulares como
de su preparacion, 2) la caracterizacion de la forma general de las vesiculas
extracelulares, y 3) su caracterizacién individual.

Para la cuantificacion de la fuente, se debe indicar el numero de células
cultivadas y los intervalos de recoleccién (cuando corresponda), el volumen
total del biofluido de partida o el peso, volumen y tamaro del tejido en el
momento de la recoleccién (14). Sin embargo, los parametros apropiados
varian segun la fuente; asi, para la orina, el volumen no seria significativo y
se pueden informar otros parametros, como la concentracion de creatinina,
siendo este también un parametro para evaluar la pureza del aislamiento de
vesiculas extracelulares con respecto al fluido de origen.

En cuanto a la cuantificacién de las vesiculas extracelulares, se sugiere
dar un valor global, pues no existe un Unico método de cuantificacion
perfecto, ya que ni el nimero total de particulas ni el de proteinas o de lipidos
estd asociado exclusivamente con las vesiculas extracelulares: las proteinas
también son solubles, las particulas pueden ser agregados de proteinas y los
lipidos también estan presentes en las lipoproteinas. Asi, en la cuantificacion
se deben informar las relaciones de proteinas:particulas, lipidos:particulas o
lipidos:proteinas, asi como las estimaciones de cuantificacion global como
una medida de pureza.

En el caso de la orina, mientras que la creatinina se ha convertido en el
factor de normalizacidn habitual para los biomarcadores urinarios en fase
liquida, en un estudio se vio que el numero de vesiculas extracelulares
pequenas y la proteina Tsg101 transportada en estas sirven para normalizar
la variacion circadiana cuando se prueban biomarcadores candidato en
vesiculas extracelulares pequehas; estos dos parametros, entonces, se han
propuesto como factores de normalizacion viables para biomarcadores en
vesiculas extracelulares pequenas. Este aspecto de la caracterizacion es
vital, ya que una correcta normalizacién del numero de vesiculas es uno
de los requisitos para poder trasladar al contexto clinico los biomarcadores
candidatos encontrados en las vesiculas extracelulares de orina descritas
para enfermedades renales (78).

En la caracterizaciéon general, inicialmente se establecian cuatro
categorias de proteinas: 1) extracelulares unidas a lipidos o transmembrana,
2) citosdlicas, 3) intracelulares ausentes o contenidas en baja cantidad
en vesiculas extracelulares-exosomas, pero presentes en otros tipos de
vesiculas extracelulares, y 4) extracelulares asociadas con estas vesiculas,
de las cuales debia cuantificarse al menos una proteina de las categorias 1,
2y 3 (7). Gracias al avance en el conocimiento de los diferentes subtipos de
vesiculas extracelulares existentes y el andlisis de su contenido proteico, en
las guias MISEV 2018 se propusieron nuevas categorias de proteinas para
evaluar en cualquier preparacién de vesiculas extracelulares: 1) marcadores
proteicos positivos de vesiculas extracelulares asociados a la membrana
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y al citosol, 2) marcadores proteicos negativos como control de pureza,
3) marcadores especificos de un subtipo de vesiculas extracelulares, y 4)
proteinas extracelulares solubles con actividades funcionales.

Conscientes de que la muestra obtenida usualmente es limitada,
no es necesaria la evaluacion de estos marcadores en cada tanda de
aislamiento, pero si, por lo menos, cada vez que se modifiquen las
condiciones preanaliticas o de aislamiento de las vesiculas extracelulares.
Esta combinacién de marcadores es necesaria para demostrar la presencia
de vesiculas de membrana intactas en vez de fragmentos de membrana.
Los controles de pureza incluyen proteinas que se encuentran como
contaminantes aislados concomitantemente, los cuales dependeran de la
fuente bioldgica, ya sean lipoproteinas y materiales derivados del suero
0 los presentes en la orina como la creatinina. También, se recomienda
evaluar proteinas presentes en compartimentos subcelulares distintos de la
membrana plasmatica y los endosomas, como las mitocondrias, que pueden
estar presentes en ciertos subtipos de vesiculas extracelulares. Cuando se
ha identificado un factor soluble funcional en las vesiculas extracelulares,
como citocinas, factores de crecimiento y componentes de la matriz
extracelular, debe determinarse su modo de asociacién con dichas vesiculas
o topologia (14). La topologia de los componentes asociados a las vesiculas
extracelulares es una caracteristica nueva introducida en las guias MISEV
2018 que indica si estas son de la luz o superficiales.

Para la caracterizacion de las vesiculas individuales, se deben emplear
técnicas complementarias u ortogonales, entre ellas:

1. imagenes de alta resolucion de vesiculas extracelulares individuales
mediante microscopia electrénica y técnicas relacionadas, microscopia
de barrido por sonda (SPM), incluida la microscopia de fuerza atdmica
(AFM) o microscopia de superresolucion, y

2. analisis de particulas individuales que estiman caracteristicas
biofisicas de las vesiculas extracelulares como:

a. la medicion del tamafo mediante sensor de fuerza resistivo o por
propiedades de dispersion de luz mediante andlisis de seguimiento
de nanoparticulas (NTA), citometria de flujo de alta resolucion,
detector de dispersion de luz multiangular acoplada a AF4, etc.,

a. propiedades de fluorescencia mediante espectroscopia de correlacion
de fluorescencia (FCS) o citometria de flujo de alta resolucién, y

a. composicién quimica medida por espectroscopia Raman.

Cada una de estas técnicas tiene sus limitaciones y no todas funcionan
igual con todos los tipos de vesiculas extracelulares: las muy grandes (> 400
nm) y las muy pequenas (<50 nm) no se pueden cuantificar bien por NTA,

y las pequefias no son faciles de detectar por los citometros de flujo mas
comunes. Algunas vesiculas grandes y agregados de vesiculas pequenas se
pueden monitorear mediante microscopia de luz y fluorescencia; las vesiculas
por debajo del limite de refraccion o de la resoluciéon de un microscopio se
pueden detectar por fluorescencia, pero no se puede obtener informacion
estructural ni distinguir una vesicula individual de un agregado de vesiculas
pequefas unicamente con base en detalles estructurales (14). Ademas de

las limitaciones de tamano del NTA, los grandes agregados de proteinas
pueden confundirse con vesiculas durante el analisis, sobreestimando la
concentracién de vesiculas (13).
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En consecuencia, la cuantificacion puede verse sesgada por la medicion
de particulas contaminantes presentes en el solvente y por agregados de
proteinas que provengan de la muestra y tengan un comportamiento similar
al de las vesiculas; por esto se deben usar controles adecuados, incluidos el
solvente y medios no condicionados, y asegurar la limpieza de la muestra.
Para superar dichos problemas, algunos investigadores han combinado estas
técnicas con otras metodologias, por ejemplo, la espectroscopia Raman y la
marcacion fluorescente. Paralelamente, el desarrollo de citdémetros de flujo
de nueva generacion equipados con detectores de particulas pequefias ha
permitido analizar directamente las vesiculas extracelulares; sin embargo, no
siempre se da una validacion adecuada de estos andlisis, especialmente para
confirmar que se analizan vesiculas individuales en lugar de agregados de
vesiculas extracelulares (10).

A pesar de las dificultades y retos mencionados, el desarrollo de estudios
protedmicos ha permitido avanzar en el conocimiento, y proponer y validar
marcadores para diversos subtipos de vesiculas extracelulares, incluidas las
grandes, las medianas y las pequeias obtenidas por ultracentrifugacion y
segun el subtipo de las pequenas. Es claro que las proteinas consideradas
marcadores de exosomas no deberian usarse como marcadores de una
poblacién vesicular especifica, sino como proteinas enriquecidas en estas.
Con base en el andlisis protedmico cuantitativo extensivo desarrollado por
Kowal, et al., los autores propusieron una serie de marcadores proteicos
especificos y validados para vesiculas extracelulares pequenas y exosomas,
definiendo cinco categorias de proteinas con diferente abundancia relativa
en distintos tipos de estas vesiculas, asi como dos posibles flujos de trabajo
para un analisis exhaustivo de sus mezclas.

Como ya se menciond, se encontraron proteinas marcadoras y asociadas
a exosomas en poblaciones de vesiculas extracelulares pequenas CD9+
que no corresponden a exosomas. Si bien los marcadores que se pensaba
que eran exclusivos de exosomas realmente eran genéricos para vesiculas
pequenas, se ha visto que algunos marcadores proteicos son Unicos de una
subclase de las pequefas que cargan tetraspaninas especificas (69). Los
autores proponen la tetraspanina CD63 para aislar una poblacion discreta
de exosomas a partir de vesiculas extracelulares pequenas obtenidas
a 100g; sin embargo, es necesario considerar que la CD63 también se
encontrd en vesiculas grandes, razdn por la cual se debe iniciar el protocolo
con su remocion, y, ademas, no todos los tipos celulares expresan CD63 o
secretan vesiculas extracelulares con CD63. Asi, para cada tipo celular se
debe establecer la presencia y la combinacion de marcadores exosomales
adecuados para la caracterizacion vesicular.

En cuanto al analisis del ARN contenido en las vesiculas extracelulares
(EV-RNA), en el taller EV-RNA de la ISEV desarrollado en el 2015, se
discutieron varios desafios técnicos como la estandarizacion de los métodos de
aislamiento, la optimizaciéon de metodologias para poder aislar y caracterizar
las minimas cantidades de ARN que se halla en las VE, y el desarrollo de
aproximaciones para demostrar la transferencia funcional de EV-RNA en vivo.
La publicacién de los resultados evidencia el conocimiento incompleto en
torno a la naturaleza de los EV-RNA y a como estudiarlos de manera efectiva
y confiable, lo que impide la implementacion de estandares de referencia en la
investigacion del EV-RNA; los autores piden precaucién en la interpretaciéon de
los datos obtenidos, creando conciencia de las posibilidades y limitaciones de
las estrategias utilizadas en el momento para investigar EV-RNA (79).
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Estudios funcionales con vesiculas extracelulares

La comunicacion celular requiere de mediadores solubles o moléculas
de sefalizacién, las cuales pueden ser secretadas por la célula que genera
la sefal al espacio extracelular por exocitosis, liberadas por difusion a
través de la membrana plasmatica, o expuestas al espacio extracelular
mientras permanecen unidas a la superficie celular (1). Otra opcién es su
secrecion y transporte a través de las vesiculas extracelulares. La secrecién
y la comunicaciéon mediadas por vesiculas extracelulares constituyen un
fendmeno evolutivo conservado; por lo tanto, se acepta la hipétesis segun
la cual estos son mensajeros celulares en el contexto de la comunicacion
celular, con funciones en la célula receptora gracias a la transferencia de
proteinas, lipidos y ARN (34,80).

Sin embargo, algunas veces se hacen afirmaciones dificiles de respaldar
experimentalmente. Una correcta categorizacion de los diversos tipos
de vesiculas extracelulares —acorde con su definicién oficial- no solo es
importante en si misma, sino también, para poder establecer y precisar un
rol funcional para cada subtipo de vesicula. Aunque se cree que distintas
poblaciones vesiculares podrian generar efectos funcionales diferentes,
inicialmente, la actividad bioldgica observada se atribuia exclusivamente
a los exosomas, sin una adecuada caracterizacion ni confirmacion de su
origen endosémico, y no se consideraba la presencia de otras vesiculas
extracelulares y contaminantes en los preparados. Las recomendaciones
de la MISEV 2018 buscan evitar artefactos e interpretaciones excesivas al
analizar las funciones de estas vesiculas y atribuir una actividad funcional a
una vesicula en general o a un subtipo especifico, como los exosomas.

En este sentido, la ISEV considera que no se debe atribuir una
funcién especifica a las vesiculas extracelulares o a alguno de sus
subtipos solamente con su descripcion en una preparacién heterogénea y
potencialmente contaminada, aspecto importante en este tipo de estudios por
los problemas ya analizados (14). Por lo tanto, segun cual sea la pregunta que
se pretende contestar, o el problema que se quiere resolver, podria no ser
tan relevante o factible experimentalmente asignar una funcién dada a un tipo
especifico de vesicula extracelular en lugar de estudiar la actividad bioldgica
de un conjunto de vesiculas derivadas de una condicidn in vivo especifica,
y comparar las derivadas de diferentes condiciones fisiopatolégicas. Los
investigadores deben ser conscientes de esto en el momento de sacar
conclusiones para evitar la asociacion de una actividad bioldgica con un tipo
particular de vesicula extracelular, sin antes haber analizado y confirmado su
identidad y pureza.

Las guias MISEV 2014 presentaban multiples orientaciones para
establecer si una actividad bioldgica estaba asociada o no con las vesiculas
extracelulares, especificamente con los exosomas (7). En las del 2018, estas
evolucionaron y se ampliaron los aspectos por considerar sin centrarse en
un tipo particular de vesicula extracelular. Para diferenciar las funciones
especificas de los distintos tipos de vesiculas extracelulares, es necesario
establecer las contribuciones relativas de cada fraccion vesicular en la
actividad total, por ejemplo, las de las pequenas frente a las grandes, e incluir
como controles el medio o fluido original y reducido de las vesiculas.

Esto es posible mediante la combinacién de técnicas ortogonales
de aislamiento. Asi, la ISEV recomienda hacer las pruebas funcionales
después de separaciones rigurosas, y comparar las fracciones de vesiculas



Biomédica 2021;41:555-89

Contexto de estudio de las vesiculas extracelulares

extracelulares y aquellas diferentes a estas para determinar qué proporcién
de la actividad esta asociada con cada fraccion. Si la actividad se asocia
principalmente con las vesiculas extracelulares, esta actividad deberia
reducirse al removerlas, si no es que desaparece. En este punto se habla
de un medio o fluido con reduccion o pocas vesiculas extracelulares, y no
libre de ellas, ya que no siempre es posible su remocion total del fluido o
del sobrenadante. Esta separacion refinada debe realizarse, al menos, para
un conjunto de réplicas bioldgicas, aunque no necesariamente de manera
sistematica después.

Las indicaciones de las guias MISEV incluyen los siguientes pasos:

1. normalizar la cantidad usada de vesiculas extracelulares para llevar
a cabo estudios funcionales comparativos, teniendo en cuenta las
recomendaciones para la cuantificacion;

2. demostrar que la actividad se observa en ausencia de contacto directo
de célula a célula;

3. demostrar que la actividad se asocia predominantemente con estas
vesiculas en lugar de mediadores solubles;

4. demostrar la asociacion especifica de la actividad con vesiculas
extracelulares y no con componentes aislados simultaneamente y,
segun sea el caso, y

5. determinar si una funcion es especifica de los exosomas, en
comparacion con otras vesiculas pequefas.

También, es posible atribuir efectos particulares mediados por vesiculas
extracelulares a componentes especificos de vesiculas extracelulares
y a vesiculas extracelulares de un origen celular dado, cada uno con
consideraciones para tener en cuenta. antes de concluir y asignar funciones
especificas a un tipo vesicular en particular (14). En las guias MISEV 2018,
se presentan ejemplos de protocolos para demostrar los puntos 1 a 4. En
cuanto al punto 5, existen ciertas limitaciones técnicas que impiden concluir
que los exosomas tengan funciones especificas en comparacién con otras
vesiculas extracelulares. Gracias a los estudios mas recientes en que se
separan los multiples subtipos vesiculares, ahora es claro que estos pueden
presentar actividades funcionales tan importantes como las atribuidas a los
exosomas.

La definicién de los marcadores apropiados para describir distintas
poblaciones de vesiculas extracelulares permite, no solo caracterizar las
obtenidas y estudiar su efecto bioldgico, sino también, investigar la maquinaria
molecular especifica requerida para su biogénesis y secrecion. Teniendo en
cuenta que estas vesiculas se definen con base en su ruta de biogénesis y
secrecion, es importante y necesario estudiarlas y analizarlas. Ademas, la
comprensién de estos mecanismos permite entender las funciones fisiolégicas
y patolégicas de las vesiculas extracelulares. Las estrategias de andlisis
incluyen la inhibicién o promocion selectiva de la secrecién de un tipo vesicular
particular mediante farmacos, tratamientos y herramientas de inhibicion
génica. Sin embargo, los componentes de la maquinaria involucrada pueden
ser compartidos por diversas vias, de tal forma que una estrategia puede
afectar a mas de un tipo de via de ensamblaje y secrecién y, por lo tanto, a
mas de un tipo de vesiculas extracelulares, por lo que este otro aspecto debe
considerarse y evaluarse sistematicamente (69).
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Para superar este escollo, se requieren estudios que identifiquen marcadores
y blancos moleculares de rutas de biogénesis especificas y unicas, que
afecten Unicamente a un subtipo vesicular en particular, para poder evaluar el
ensamblaje intracelular de las vesiculas e identificar y aislar aquellas vesiculas
especificas después de que han salido de la célula. Afortunadamente, cada vez
se cuenta con un mayor conocimiento y mejores herramientas para acelerar
el desarrollo del campo y ampliar sus horizontes, y se espera que, en estudios
futuros, se brinden herramientas mas selectivas a la hora de promover o inhibir
la secrecidn de un tipo particular de vesicula extracelular.

Por ultimo, en los estudios funcionales con vesiculas extracelulares,
unas veces se presume y otras se investiga su captura por parte de la célula
receptora. Sin embargo, son muchos los desafios y los artefactos que pueden
presentarse durante estos ensayos (81). La deteccion dentro de una célula
de la sefial de un tinte de marcado de vesicula extracelular no significa
necesariamente que esta, o su carga, haya sido internalizada.

En la revisidon de Mulcahy, et al., se presentan varias cuestiones asociadas
con los tintes fluorescentes de unidon a membrana, los compuestos quimicos
y péptidos utilizados para inhibir la absorcion de vesiculas extracelulares y
los artefactos que pueden aparecer, y se analiza como estos pueden afectar
el comportamiento normal de las vesiculas y las células receptoras. Aun
asi, la evidencia de que pueden ingresar a las células y entregar su carga,
es cuantiosa (81). La guia MISEV 2018 no trae una recomendacion clara al
respecto, pero insiste en que los investigadores sean conscientes de estos
problemas y consideren que cada par especifico de célula donante-receptora
de vesiculas extracelulares puede comportarse de forma diferente (14).

Es necesario reconocer que no todos los biofluidos estan disponibles
en un volumen suficiente para aislar vesiculas extracelulares y desarrollar
multiples analisis con cada muestra. En esos casos, las guias MISEV
establecen que se pueden combinar varias muestras para establecer la
fiabilidad de los métodos de separacion y caracterizacién, antes de hacer
analisis especificos o estudios funcionales con muestras individuales. En
caso de que no se pueda llevar a cabo un analisis del método de separacion
y una caracterizacion adecuada, es responsabilidad de los autores advertir
las interpretaciones alternativas a las que haya lugar, por ejemplo, que las
vesiculas extracelulares pueden contribuir, aunque no necesariamente de
forma exclusiva, a un fenémeno observado o una firma molecular.

Las guias MISEV no son definitivas en algunos aspectos, al fin y al cabo
son recomendaciones; no obstante, si las atendemos al plantear estudios y los
autores ingresan los detalles experimentales de sus publicaciones a través de
EV-TRACK, se podran considerar y definir condiciones experimentales que,
de otra forma, son pasadas por alto en la seccion de materiales y métodos de
los articulos, pero que influyen en la calidad de las preparaciones de vesiculas
extracelulares y la posibilidad de reproducir los resultados.

Estado actual del estudio de vesiculas extracelulares en Colombia

En Colombia, también ha habido un interés creciente en el estudio de los
exosomas Y otras vesiculas extracelulares, como lo evidencia el aumento de
publicaciones de investigadores con afiliaciones colombianas en los ultimos
cinco anos. A partir de una revision en PubMed utilizando los términos
de busqueda (“exosome” OR “microparticles” OR “extracellular vesicles”)
[Title/Abstract] AND “Colombia” [All Fields] (junio,2020), se encontraron
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tres trabajos referentes a exosomas, siete de vesiculas extracelulares y 26
de microparticulas, incluidas microparticulas de caracter no biolégico. Se
hizo una busqueda similar en Scielo (82) y en Google Scholar (83). Dado
que la informacion que se buscaba debia ser de investigadores afiliados a
una institucion colombiana con publicaciones en el area de las vesiculas
extracelulares o exosomas, en esta revision se excluyeron los estudios
publicados por colombianos con afiliacidn en instituciones extranjeras.

Se encontraron articulos de revision con la participacion de investigadores
afiliados a instituciones colombianas como coautores, los cuales se centran
en exosomas derivados de células madre mesenquimales y su potencial
terapéutico (17), asi como articulos de revisién con autoria enteramente
colombiana sobre microparticulas como moduladores de la reaccion
autoinmunitaria (18) y articulos originales con investigadores afiliados a
instituciones colombianas entre los coautores (19). El grupo de Castanio, et
al., ha adelantado estudios sobre microparticulas formadoras de complejos
inmunitarios, su papel durante la activaciéon de monocitos (20) y la diferenciacion
a macrofagos (21) en pacientes con lupus eritematoso sistémico y artritis
reumatoide, asi como sobre vesiculas extracelulares circulantes en estos uUltimos
y su efecto en la induccién de citocinas proinflamatorias y en la activacion de
fagocitos mononucleares (22). También, se han hecho estudios sobre la captura
por células endoteliales de microparticulas derivadas de pacientes con estas
dos enfermedades (23) en los que las vesiculas extracelulares fueron aisladas
por ultracentrifugacion diferencial y caracterizadas mediante citometria de flujo
multiparamétrica y microscopia STEM.

En un trabajo riguroso y detallado, se evalud la liberacién de vesiculas
extracelulares por células epiteliales intestinales Caco-2 infectadas con rotavirus,
las cuales se concentraron a 100.000g y se separaron parcialmente mediante
gradientes de sacarosa; se obtuvieron poblaciones que expresaban marcadores
de cuerpos apoptdticos y de exosomas (24). Asimismo, se han publicado
estudios de vesiculas extracelulares aisladas con el estuche comercial
ExoQuick™: uno en el que se evaluaron en saliva tetraspaninas relacionadas
con “exosomas” aislados con este estuche y caracterizados por TEM y ELISA
para CD9 y CD81 (25), y otro sobre el papel de vesiculas extracelulares
derivadas de neuronas en la diferenciacién neural de células madre derivadas
de adipocitos ADSC, aisladas con el mismo estuche y caracterizadas por TEM,
NTA y marcadores de VE (Alix, CD63, CD9, HSP70, citocromo, calnexina, COX
IV), y marcadas con fluorescencia para confirmar su transferencia durante
los analisis funcionales (26). En estas dos ultimas publicaciones se puede
ver la heterogeneidad en el uso de los términos “exosomas” y “vesiculas
extracelulares; aun cuando se emplea el mismo tipo de aislamiento, lo que
evidencia la observancia de las guias MISEV por parte de Roballo, et al. (26).

Recientemente, Velandia-Romero, et al., estudiaron vesiculas
extracelulares derivadas de macroéfagos infectados con el virus del dengue y
su efecto biolégico en células endoteliales. Aislaron vesiculas extracelulares
de sobrenadantes de cultivo por ultracentrifugacion, especificando los detalles
experimentales y el rotor empleado, y se caracterizaron como “exosomas” y
“cuerpos apoptdticos” mediante la determinacion de la densidad por flotacién
y microscopia TEM y, posteriormente, inmunoprecipitacién con el estuche
comercial Exo-Flow™ (Anti CD63); los autores verificaron la presencia
de marcadores proteicos y, por ultimo, analizaron su contenido proteico y
algunos miARN (27). Ademas, nombran de forma cuidadosa cada producto
obtenido, diferenciando entre granulos (pellet), vesiculas extracelulares,
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exosomas y cuerpos apoptoticos, segun la fase de procesamiento y la
evidencia proporcionada por los marcadores proteicos.

En otros estudios se utiliza el término “vesiculas membranales’ objeto
de estudio que corresponde a las vesiculas extracelulares, y que incluyen
aquellas liberadas por micobacterias (28) y las derivadas de células
epiteliales intestinales Caco-2 infectadas con rotavirus que expresan
marcadores de exosomas (29). El empleo de este término se dio antes de
la publicacion de las guias MISEV 2014 y de la incorporacion del término
“vesiculas extracelulares” en la ontologia génica y en los vocabularios
controlados, lo que explica la falta de correspondencia con la terminologia
oficial. Asi como estos, es posible que haya otros estudios sobre las vesiculas
extracelulares en los que se empleaba una terminologia variada, pues en ese
momento no se contaba con los términos oficiales.

Por fuera del alcance de este andlisis estan las publicaciones con autoria
de colombianos pero sin afiliacion a una institucion colombiana, como es
el caso Gil-Bona, et al. (84) (C. M. Parra es la autora colombiana), Ospina-
Prieto, et al. (85), y de la Torre-Gomez, et al. (86), los cuales no pueden ser
consultados con las opciones de busqueda vigentes en las bases de datos.

En cuanto a los proyectos en curso y otros ya finalizados, en el repositorio
principal CENDOC del Ministerio de Ciencias, no se registran en el momento
proyectos con titulos que incluyan las palabras ‘VE, exosoma o vesiculas
extracelulares, ni en espafiol ni en inglés (87). En el buscador del Ministerio
de Ciencias, entre los proyectos SIGP, se registran tres sobre: la participacion
de los exosomas producidos por macrofagos en la activacion endotelial y la
dispersion del virus del dengue-2; los inmunomoduladores asociados con la
infeccion por rotavirus, y la interrelacion entre la terapia antitumoral clasica y
los adyuvantes naturales en la induccién de una reaccién antitumoral, pero
ninguno con el término exacto de “vesiculas extracelulares” (88).

En cuanto a los productos de proyectos, se registran siete trabajos con
el término “exosomas’; uno con el término “exosoma’ y tres con el término
exacto “vesiculas extracelulares” (89), entre tesis de pregrado y maestria e
informes finales de investigacion, los cuales incluyen estudios relacionados
con cancer, células dendriticas infectadas por Leishmania, virus del sindrome
respiratorio y reproductivo en calostro porcino, enfermedad periodontal,
células mesenquimales del estroma derivadas de medula 6sea, macréfagos
humanos infectados con virus del dengue, asi como un informe de la
estancia posdoctoral de la autora de esta actualizacion en el Grupo de
Fisiologia Molecular del Instituto Nacional de Salud, titulado (Novoa-Herran
S.S, GOmez-Grosso L.A. "Aislamiento y caracterizacion parcial de vesiculas
extracelulares tipo exosomas de sobrenadantes de cultivos de células
de melanoma expuestas a doxorrubicina y su efecto sobre la viabilidad
y acortamiento de cardiomiocitos aislados", disponible en https://sba.
minciencias.gov.co/Buscador_Productos/busqueda?qg=Aislamiento+y+caracte
rizaci%C3%B3n+parcial+de+ves%C3%ADculas+extracelulares+tipo+exosom
as+de+sobrenadantes+de+cultivos+de+c%C3%A9lulas&pagenum=1&start=0
&type=load&lang=es).

Por otra parte, en noviembre del 2019, en Bogota, se desarrollé un
minisimposio sobre vesiculas extracelulares en biomedicina organizado por
el Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e Innovacién en Salud - IDCBIS,
en el que se reunieron algunos investigadores colombianos con intereses
y experiencia en torno al estudio de las vesiculas extracelulares, quienes
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discutieron los ultimos avances, las dificultades y los desafios del campo, y
manifestaron intenciones de trabajar conjuntamente.

Esto demuestra que hay interés y capacidad para estudiar las vesiculas
extracelulares en el pais, aunque los estudios y trabajos desarrollados aun
son pocos y su calidad varia en cuanto al cumplimiento de los pardmetros de
calidad y seguimiento de las recomendaciones de la ISEV.

El desconocimiento del campo de las vesiculas extracelulares por parte
de los investigadores y los editores de revistas no especializadas, puede
conducir a imprecisiones en las publicaciones y las afirmaciones que
presentan, pero, gracias al desarrollo de herramientas como la EV-TRACK,
los investigadores se pueden familiarizar con los parametros experimentales
mas relevantes. La plataforma EV-TRACK también permite monitorear
el avance en los métodos de aislamiento y caracterizacion, y las guias
experimentales requeridas, al tiempo que promueve el reporte estandarizado
de parametros experimentales con EV-METRIC, una herramienta valiosa para
los investigadores y revisores en esta area.

En cuanto a las técnicas y tecnologias disponibles en Colombia,
las publicaciones evidencian la fortaleza técnica de las universidades
colombianas, pues cuentan con citometros de flujo, ultracentrifugas,
espectrometros de masas y microscopios electronicos con los que puede irse
mas alld que con las técnicas basicas de bioquimica y biologia molecular.
También, existen empresas colombianas que prestan servicios de analisis
de muestras mediante rastreo de nanoparticulas (NTA), dispersion de luz
dinamica (DLS), y microscopia electronica, lo cual permite dar cumplimiento a
las guias MISEV y generar trabajos de calidad internacional.

Analisis del contexto mundial y nacional

El estudio de las vesiculas extracelulares no solo constituye un reto
cientifico-técnico, sino un estimulo para los grupos que actualmente trabajan
y proyectan trabajar en un area relativamente nueva y promisoria, donde un
avance significativo se puede dar gracias a la integracion de experiencias,
capacidades y esfuerzos, y de las diversas técnicas y tecnologias disponibles
en cada institucion. La realidad nacional permite considerar la creacién de
una red de investigacion en torno a las vesiculas extracelulares que favorezca
el desarrollo y el fortalecimiento de este campo en Colombia mediante el
intercambio de experiencias, know-how y fortalezas técnicas, asi como del
planteamiento de proyectos interinstitucionales con acceso a equipos por
medio de convenios que complementen y diversifiquen los analisis realizados
y satisfagan los requisitos de las guias MISEV.

El campo cientifico, como sucede con ambitos de otras actividades
humanas, es organica, evoluciona y se autorregula, lo que es evidente en el
desarrollo del campo de estudio de las vesiculas extracelulares, que, aunque
relativamente joven, ha tenido una evolucién veloz que continda sin tregua.
Gracias a la creacion de la ISEV y la publicacion de las guias MISEV, las
controversias que antes existian han disminuido, ya que existe un consenso
de la comunidad cientifica, lo que evidencia que este es un campo de estudio
establecido, aunque todavia tiene preguntas por resolver. La comunidad
cientifica debe reconocer los retos, las limitaciones y los vacios que aun
enfrenta en este campo; al dilucidarlos, se podran orientar las investigaciones
futuras y las prioridades de financiacion.
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En cuanto a las cuestiones en las que aun no hay consenso, este debe
construirse por medio de la presentacion de informes de experimentos
bien controlados que se ajusten a los derroteros normativos establecidos
por la ISEV. Un ejemplo es la necesidad de avanzar en la categorizacion
y caracterizacion de las multiples poblaciones de vesiculas extracelulares
secretadas por las células, y de obtener mas marcadores adecuados para los
diferentes tipos celulares, asi como de establecer parametros y marcadores
claros para determinar la pureza de las preparaciones segun el medio, el
fluido de origen y el tipo celular. También, esta pendiente el desarrollo de
guias oficiales para el analisis del EV-RNA y su inclusién en las guias MISEV,
la construccion de un consenso en torno a las recomendaciones adicionales
para el estudio de la captura de vesiculas extracelulares durante los ensayos
funcionales, y un mayor acceso a técnicas y tecnologias de ultima generacion
que permitan aislar y caracterizar tipos vesiculares especificos.

Los avances en tecnologias como la de los citémetros de nano-
flujo (nFCM), la combinacién de técnicas de analisis de particulas con
espectroscopia Raman y la marcacion fluorescente, asi como el desarrollo
de las técnicas de fraccionamiento de flujo y de plataformas basadas en
microfluidos, son el nuevo horizonte de trabajo. Las técnicas y tecnologias
propias de otras areas, como las de los nanomateriales, permitirian el analisis
de las propiedades fisicoquimicas de las vesiculas extracelulares, como uso
del potencial Z, y la marcacion de vesiculas extracelulares con fluoréforos
y metales; ademas, la combinacion de sistemas de fluidos con técnicas de
analisis como la espectrometria de masas, por ejemplo, pueden ampliar
aun mas los horizontes de trabajo. Estas nuevas oportunidades también
son desafios, pues se requiere estandarizar y homogenizar su empleo para
garantizar la reproducibilidad de los resultados.

Para evitar resultados y conclusiones engafnosas, los investigadores en
este campo debemos ser conscientes de los alcances y las limitaciones
de cada tecnologia y cada técnica aplicada al andlisis de vesiculas, y
los desafios que encierra su estudio. Esto permitira plantear mejores
preguntas de investigacion que puedan responderse con veracidad y
rigor. Paralelamente, los investigadores debemos ser transparentes y
reportar cabalmente los métodos y parametros experimentales empleados,
cumpliendo con las exigencias y recomendaciones de las guias MISEV.
En este sentido, las bases de conocimiento como la EV-TRACK brindan
herramientas a autores, revisores, editores y financiadores para poner
en practica las guias experimentales MISEV a partir del papel que le
corresponde a cada cientifico.

A pesar de los desafios técnicos, el estudio de las vesiculas extracelulares
es prometedor a nivel funcional. Ademas de ser un mecanismo de
comunicacién, modulacion y regulacion celular a distancia, las proteinas y
el ARN transportados en exosomas y otras vesiculas extracelulares pueden
representar firmas moleculares de estados fisioldgicos y patoldgicos de
sus células de origen, lo que constituye una biopsia liquida, y una potencial
herramienta diagnéstica y terapéutica con aplicaciones en cancery
enfermedades autoinmunitarias y virales; de ahi la importancia y el interés en
su estudio.

Las vesiculas extracelulares se han propuesto como una ruta indirecta
de infeccion viral, incluida la del SARS-CoV-2, y como una contribucion a la
fisiopatologia de la Covid-19. Recientemente, se ha visto que las vesiculas
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extracelulares derivadas de células epiteliales de pulmoén A549 transfectadas
con genes del SARS-CoV-2, transportaban ARN viral y fueron captadas por
cardiomiocitos derivados de células madre pluripotentes inducidas (hiPSC-
CMs) transfiriendo el ARN viral, lo que condujo a una regulacién positiva

de los genes relacionados con la inflamacién en las hiPSC-CMs. Estos
hallazgos sugieren que las vesiculas extracelulares que transportan ARN

del SARS-CoV-2 constituyen una ruta indirecta de entrada del ARN viral

en los cardiomiocitos (90). Esta interaccién entre las vesiculas y el virus
puede ser explotada para el desarrollo de vacunas, farmacos antivirales

y terapias basadas en ellas, especialmente aquellas derivadas de células
madre mesenquimales, para el manejo de la Covid-19 (91,92), ya sea que las
vesiculas extracelulares sean naturales, nanosefuelos (nano-decoy) o estén
cargadas de antivirales (93).

Los estudios dmicos de vesiculas extracelulares enfocados en
la busqueda de biomarcadores, y la aplicacion de técnicas como la
espectrometria de masas para su deteccion en biopsias liquidas, contribuyen
directamente al desarrollo e implementacion de la medicina traslacional y
personalizada de precision (94), con avances como los logrados en el campo
de la oncologia (95-97). Un reciente informe enfocado en las aplicaciones
de las vesiculas extracelulares en diagndéstico y tratamiento, evidencia el
aumento de los estudios relacionados con las vesiculas extracelulares,
patentes y subvenciones, asi como de empresas emergentes con una gran
interés en los exosomas (9). Esto alienta la investigacion sobre las vesiculas
extracelulares para identificar nuevos biomarcadores de enfermedades, y
abrir el camino al desarrollo de herramientas de diagndstico adecuadas que
puedan estratificar enfermedades y brindar un tratamiento personalizado a
los pacientes.

Recomendaciones y conclusiones

Esta actualizacién es un llamado a la comunidad cientifica nacional
para que adopte la terminologia oficial y siga las guias experimentales
recomendadas por la comunidad cientifica internacional, las cuales contienen
los requisitos para el estudio riguroso de las vesiculas extracelulares. Se
aspira a motivar a investigadores, revisores, editores, jurados y financiadores,
a emplear y divulgar los términos y la nomenclatura oficiales, y a seguir las
guias MISEV.

La expresion “vesicula extracelular” fue el primero usado, es el mas
preciso y claro, y es el término genérico y oficial, indexado en la ontologia
génica y en otros vocabularios controlados, y aprobado por la comunidad
internacional asociada en la ISEV; ademas, puede usarse como una base
para definir caracteristicas adicionales de la poblacion aislada segun la
caracterizacion realizada. Por otro parte, el término “exosomas” se refiere
Unicamente a las vesiculas extracelulares de origen endosémico, y debe
usarse con precisién y veracidad. Es necesario reconocer las limitaciones
de las técnicas y tecnologias empleadas en el aislamiento, caracterizacién
y desarrollo de los estudios funcionales, y utilizar los controles adecuados
en cada caso. También, es importante tratar de definir el subtipo vesicular
estudiado, especialmente cuando se le atribuye una funcién o una aplicacion.
Un trabajo reflexivo, concienzudo y cabal, con una definicion clara de las
vesiculas extracelulares estudiadas, y que sea cauteloso en las afirmaciones
y conclusiones, posibilitara el desarrollo de estudios con la calidad adecuada
para el avance del campo.
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Como un eco de las recomendaciones de la ISEV contenidas en las
guias MISEV, esta actualizacion busca brindar orientacion en cada fase
de la investigacion cientifica, desde el planteamiento de la pregunta de
investigacion, planeacion y disefio experimental, hasta el andlisis critico
de los resultados y su divulgacion. Para esto, el consorcio de EV-TRACK
recomienda la observancia de los parametros EV-METRIC. Su empleo
permitira detectar limitaciones potenciales en los estudios de vesiculas
extracelulares y aumentar el rigor experimental, con el fin de que el campo
pueda seguir creciendo y alcance todo su potencial.

Para concluir, en la presente actualizacién se plantea que el de las
vesiculas extracelulares es un campo cientifico consolidado, aunque aun en
evolucion, que cuenta con una terminologia y guias oficiales, y se resalta
el trabajo de instituciones como la ISEV, el desarrollo de las guias MISEV
y la creacién de recursos como la EV-TRACK. Aunque la clasificacion de
las vesiculas extracelulares todavia esta en desarrollo, se insiste en el uso
correcto de los términos y la nomenclatura oficial. Se resumen las técnicas,
recursos, requisitos y especificaciones de calidad disponibles en el campo,
considerando las limitaciones, retos y oportunidades, y se brinda una vision
de su futuro en el contexto mundial y el nacional, proponiendo perspectivas
de trabajo para el avance del campo.
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La sarcopenia se caracteriza por la pérdida de musculatura durante el envejecimiento,

lo que puede traer consecuencias para la salud. Se detecta de diversas formas, una de
ellas, el uso de biomarcadores sanguineos como la albdmina, aunque todavia no se ha
establecido dicha asociacién de forma definitiva.

Esta revisién sistematica y metaanalisis resume el conocimiento sobre la asociacion

entre sarcopenia y albumina sérica en los adultos mayores, centrada en la etiologia y los
factores de riesgo. La revision se hizo utilizando el programa del Joanna Briggs Institute y
la busqueda incluyé las bases de datos Medline, Embase, CINAHL, y LILACS; la busqueda
manual estuvo a cargo de dos revisores de forma independiente. Para el metaanalisis,

se utilizo el programa EpiDat, version 3.1; las diferencias de medias en los puntajes de
albumina desagregados por sarcopenia se analizaron mediante el modelo de efectos
aleatorios. El grado de heterogeneidad se evalué con la prueba Q de DerSimonian y Laird.
Se analizaron 630 articulos, de los cuales 14 se incluyeron en la revision. En el
metaanalisis, se evidenciaron mayores cantidades de albumina sanguinea en los adultos
mayores que no presentaron sarcopenia frente a los que si, una diferencia con significacién
estadistica. Aunque hay estudios en los que se explora la asociacion entre albumina y
sarcopenia, persiste la necesidad de evaluar la asociacidn entre los marcadores bioldgicos,
comparandolos entre si para determinar cudles pueden utilizarse en la deteccion de
sarcopenia en el adulto mayor.

Palabras clave: sarcopenia; albuminas; anciano; biomarcadores; revisién sistematica;
metaanalisis; envejecimiento.

Sarcopenia and blood albumin: A systematic review with meta-analysis

Sarcopenia is characterized by loss of muscle mass during aging, which can have
consequences for the individuals’ health. There are many ways to detect it, among them,
with the use of blood biomarkers such as albumin, although the association between the
two has not been confirmed yet.

This review synthesizes the knowledge on the association between sarcopenia and serum
albumin among elderly individuals through a systematic review and meta-analysis focused
on the etiology and risk factors. We used the Joanna Briggs Institute software for the review
and conducted a search in MEDLINE, Embase, CINAHL, and LILACS databases while two
reviewers conducted an independent manual search. EpiDat, version 3.1 was used for the
meta-analysis; mean differences with the albumin scores disaggregated by sarcopenia were
analyzed by the random-effects model. The degree of heterogeneity was assessed with the
DerSimonian and Laird Q test.

We analyzed 630 articles and finally included 14 in the review. Higher blood albumin levels
were found in the meta-analysis, which was statistically significant among the elderly adults
who did not present sarcopenia compared to those who did. Although there are studies
exploring the association between albumin and sarcopenia, there is a need to continue
evaluating its association with biological markers and comparing them to verify which can
be used to detect sarcopenia among the elderly.

Keywords: Sarcopenia; albumins; aged; biomarkers; systematic review; meta-analysis; aging.
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Sarcopenia y albimina sanguinea

El informe de las Naciones Unidas sobre envejecimiento de la poblacién
mundial refiere que, en las proximas tres décadas, el numero global de
personas mayores de 65 afios se duplicara, llegando a méas de 2.000 millones
para el 2050 (1). El acentuado incremento de la poblacién de adultos mayores
es una oportunidad para brindarles todas las condiciones necesarias para
que tengan un envejecimiento saludable hasta donde lo permitan los cambios
estructurales y funcionales propios del proceso de maduracion bioldgica (2).

Sarcopenia y albumina en el adulto mayor

La pérdida progresiva de funcionalidad y el aumento de la mortalidad
representan procesos fundamentales del envejecimiento bioldgico intrinsecos
en la mayoria de los sistemas celulares. El deterioro muscular durante el
envejecimiento se produce por dos mecanismos subyacentes que regulan
la disminucidn de la masa y la funcién muscular: atrofia y pérdida de fibra
muscular, también llamada hipoplasia (3,4).

Uno de los sindromes relacionados con la atrofia muscular es la sarcopenia.
Segun el Ultimo consenso europeo, esta se considera una enfermedad
muscular en la que ocurre una disminucion de la fuerza y la masa muscular,
lo cual determina el inicio de la investigacion diagnédstica. Por otro lado,
la disminucion de la actividad fisica es una medida de la gravedad de la
sarcopenia en el adulto mayor (5). Se estima que la prevalencia de sarcopenia
en Suramérica es de alrededor de 13,9 % (IC,,, 12,0-15,8 %); ademas, es
significativamente mayor entre los adultos mayores con baja escolaridad y
nivel socioeconémico, que no tienen compariero, son fumadores, sedentarios y
tienen bajo indice de masa corporal (6).

Por otra parte, la pérdida significativa de masa muscular en personas
de edad avanzada se ha asociado con bajos niveles de albumina sérica,
proteina que se considera un indicador clave del estado nutricional (7,8). Sin
embargo, la concentracion de albumina se ve afectada también por procesos
inflamatorios e infecciosos, entre otros, por lo que aln no hay consenso sobre
sus limites 6ptimos y los rangos de referencia de sus valores séricos para la
evaluacion del estado nutricional en el adulto mayor (8,9).

Considerando que el estado nutricional deficiente y la sarcopenia pueden
superponerse, la albumina sérica podria considerarse como un biomarcador
para la deteccion de este sindrome, ya que no se dispone de otros que sean
de féacil aplicacion y bajo costo, y garanticen una evaluacién oportuna y una
pronta intervencién (9). Sin embargo, todavia no hay evidencia concluyente
para considerar la albumina como biomarcador de la sarcopenia.

Dado el importante incremento de la poblacion de adultos mayores y
la significativa prevalencia de sarcopenia en este grupo poblacional, es
imprescindible evaluar marcadores biolégicos que permitan diagnosticarla de
manera rapida y sencilla, con la finalidad de prevenir este sindrome, mejorar
el estado nutricional, y promover un envejecimiento activo y saludable.

En ese sentido, los integrantes de los grupos de investigacion Pratica
Pedagdgica no Ensino Superior de Enfermagem e no Cuidado a Sadude do
Adulto e Idoso de la Universidade de S&o Paulo y el Nucleo de Investigacion
en Alimentacion y Nutricién Publica de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, desarrollaron el presente estudio para contribuir a que los
profesionales de la salud comprendan la importancia de valorar y detectar
la sarcopenia asociada con biomarcadores sanguineos como la albumina
sérica. En ese marco, se resumié la informacion sobre dicha asociacién en
los adultos mayores por medio de una revisidn sistematica con metaanalisis.
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Desarrollo de la revision

En la revision sistematica con metaandlisis, se utilizaron la metodologia
y las pautas del Joanna Briggs Institute, cuyo objetivo es proporcionar una
sintesis exhaustiva e imparcial de estudios relevantes en un solo documento
mediante métodos rigurosos y transparentes en la busqueda de evidencia
relevante para la pregunta de estudio (10).

En el estudio se plantearon las siguientes etapas: 1) titulo de la revision; 2)
objetivo y pregunta del estudio; 3) introduccion (antecedentes); 4) criterios de
inclusion; 5) métodos (estrategia de busqueda, evaluacion critica, seleccion
de los estudios y sintesis de los datos); 6) resultados; 7) discusion, y 8)
conclusion y recomendaciones (11).

En el titulo, se recogieron los elementos principales de la pregunta en
estudio y se aseguré que se relacionara con el objetivo y los criterios de
inclusion. En la formulacion del objetivo y la pregunta de la revisién, se utilizé
la estrategia PEO, en la cual P es la poblacion (adultos mayores), E es la
exposicion de interés (estado nutricional determinado con base en la deteccién
de albumina sanguinea) y O es el resultado (sarcopenia). Esta estrategia facilito
la formulacion de la siguiente pregunta: ¢ Qué conocimiento esta disponible
en la literatura médica sobre la asociacion entre la sarcopenia y el estado
nutricional medido con base en la albumina sanguinea en los adultos mayores?

Los criterios de inclusidn fueron los siguientes: estudios con participantes
de 60 anos de edad o mas, independientemente del sexo, el origen étnico,
el estado social y los diferentes entornos (hospital, casa o casas de reposo);
estudios longitudinales en los idiomas portugués, inglés y espaiol, sin limite
de fecha de publicacion. Los criterios de exclusion, por otra parte, fueron:
estudios de revision; tesis; capitulos de libros; informes técnicos, resumenes
publicados y cartas al editor.

La busqueda de estudios se hizo el 9 de julio de 2020, con una
actualizacion el 12 de abril de 2021, en las bases de datos National Center for
Biotechnology Information (NCBI/PubMed), Cumulative Index to Nursing and
Allied Health Literature (CINAHL), Excerpta Medical Database (EMBASE)

y Latin-American and Caribbean Center on Health Sciences Information
(LILACS), empleando los descriptores y palabras clave presentadas en el
cuadro 1. Ademas, se utilizaron los operadores booleanos OR y AND para
obtener combinaciones sumatorias y restrictivas, respectivamente.

En la recopilacién de la informacion, se siguieron las recomendaciones
del Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA), con el fin de aumentar el nimero de publicaciones, y
proporcionar informacion mas completa y transparente (12), con lo que se
encontraron 630 articulos. Posteriormente, se eliminaron los articulos duplicados
y dos revisores independientes cegados leyeron los titulos y los resumenes.

Después de esta seleccion, un tercer revisor analizé y decidio,
conjuntamente con los revisores, la inclusidn o exclusiéon de cada articulo,
especialmente cuando existia algun conflicto sobre la decisién de incluir el
articulo, con lo que se totalizaron 14 para la revision. Después de la seleccion
con el tercer revisor, se hizo una busqueda manual a partir de las referencias
de los estudios seleccionados.
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Cuadro 1. Estrategia de busqueda de los articulos en las diferentes bases de datos, y descriptores y palabras
clave empleadas. Periodo: julio de 2021

P E 0

Inglés (PubMed -

MeSH) Aged AND elderly OR older OR Albumins AND Hypoalbuminemia  Sarcopenia AND
older people OR ancient OR OR Albumin OR serum albumin OR sarcopenias
elderly people OR very elderly  Albuminoid OR hypoalbuminemia

Portugués (DeCS) Idoso AND pessoa idosa OR Albuminas AND Albumina OR Sarcopenia

Espanol (DeCS)

pessoa de idade OR pessoas  Albumina plasmatica OR albumina
idosas OR pessoas de idade do plasma OR Albumina sérica
OR populagao idosa OR humana

centenarios OR velhissimos

Anciano AND adulto mayor OR  Albuminas AND albumina Sarcopenia
persona de edad OR viejo OR  plasmatica OR albumina plasmatica

poblacién anciana OR personas OR Albumina sérica humana

adultos mayores

Para la extraccién de los datos de los estudios, se cred un instrumento
con detalles especificos relacionados con el tema y el objetivo de la revision,
tales como autor(es), afo de publicacion, tipo de periddico, idioma, pais,
titulo, objetivos, poblacion, contexto, tipos de estudio y método, tamano de
la muestra, enfoque de la albumina sanguinea, prevalencia de sarcopenia y
resultados de los andlisis realizados. La informacion se agrup6 en cuadros
segun la presentacion de las medidas de asociacion entre las variables
estudiadas. La extraccion de los datos tiene la finalidad de caracterizar el
estudio publicado en cuanto a sus aspectos generales y el método utilizado
en la investigacion, asi como a sus respectivos resultados.

Los resultados se presentaron en forma de sintesis narrativa,
caracterizada por el analisis de los datos cuantitativos y, una vez expuestos,
la discusion, las conclusiones y las recomendaciones se presentaron en la
parte final del estudio.

La calidad metodoldgica de los estudios seleccionados para la presente
revision se garantizd con dos evaluadores que utilizaron la herramienta
Methodological Index for Non-Randomized Studies (MINORS) (13), compuesta
por ocho items: objetivo claramente establecido; inclusién de pacientes
consecutivos; recoleccion prospectiva de datos; resultados adecuados al
objetivo del estudio; evaluacion imparcial de los resultados del estudio; periodo
de seguimiento adecuado para los fines del estudio; pérdida en el seguimiento
inferior al 5 %, y calculo prospectivo del tamafio de la muestra. Cada dominio
tiene un puntaje de cero a dos y uno global de cero a 16 puntos (13).

Para el andlisis estadistico, se utiliz6 el programa EpiDat, versién 3.1;
se hizo un metaanalisis para las diferencias de medias con los puntajes
de albumina desagregados por sarcopenia mediante el modelo de efectos
aleatorios, dada la heterogeneidad de los resultados individuales. El grado de
heterogeneidad se evalud con la prueba Q de DerSimonian y Laird, en tanto
que, con el grafico de Galbraith, se valoré el sesgo de publicacién utilizando
un grafico de embudo y el valor estadistico de Begg. La sensibilidad se
analizé con el método gréafico de influencias, asi como el metaanalisis
acumulado, para evidenciar los cambios en el puntaje global por la adicion de
cada estudio individual.

Ademas, se utilizé un diagrama de bosque para el resultado total del
metaanalisis, con el fin de evidenciar las diferencias en cada estudio y
globalmente, con sus respectivos intervalos de confianza. En todos los
andlisis, la significacion estadistica se establecié en p<0,05.
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Seleccion de los articulos incluidos en la revision

De los 630 articulos encontrados en las cuatro bases de datos, 131
eran duplicados, con lo que quedaron 499 para la lectura de los titulos y
resumenes. De estos, se excluyeron 420 por no cumplir con los criterios de
inclusion y, después de su evaluacion, se seleccionaron 79 articulos para su
lectura integral. Posteriormente, se excluyeron 65 articulos, lo que result6 en
14 estudios incluidos (figura 1).

Los afios de publicacion de los 14 estudios analizados (cuadro 2) fueron
del 2013 al 2020: cinco en el 2016 (20-24), tres en el 2018 (16-18), dos en
el 2013 (26,27) y uno en el 2015 (25), uno en el 2017 (19), otro en el 2019
(15) y otro en el 2020 (14). En cuanto al idioma, todos los estudios fueron
publicados en inglés. Con respecto al pais, se encontré que 11 se realizaron
en China, Japon o Corea, y tres, en el Reino Unido e ltalia.

En lo que respecta al disefo del estudio, se verificd que siete eran
longitudinales prospectivos y, el resto, retrospectivos. Entre los 14 estudios,
se alcanz6 una muestra de 4.071 participantes, la mas pequefia con 71 (22)
y la mayor con 538 (25). Ademas, se encontré que la menor media de edad
fue de 65,14 (24) y, la mayor, de 83,34 (15).

Los estudios se hicieron en adultos mayores ubicados en diferentes
lugares: 11 en servicios de hospitalizacion, dos en el domicilio y uno en
un consultorio de geriatria. Ademas, seis estudios se hicieron en adultos
mayores con diagndstico de cancer, seis en personas evaluadas de
rutina, uno estaba en el periodo posoperatorio de una fractura y otro tenia
diagnodstico médico de demencia.

(=
"-g Estudios identificados en Estudios adicionados de
& las bases de datos otras fuentes
E (n=630) (n=0)
f=
[}
g v J
Estudios seleccionados
(n=499)
c
©
2 i
o
Q2
Q
] Estudios seleccionados Ly Estudios excluidos
(n=499) (n=420)
. v —
E Estudios leidos Estudios excluidos
% integralmente | Estudios con pacientes
° (n=79) menores a 60 anos=20
w ) N
i No existe asociacién entre
sarcopenia y albumina=27
Estudios incluidos en Estudios transversales=18
el andlisis cualitativo
5 (n=14)
2 i
=}
©
=
Estudios incluidos en
el andlisis cuantitativo
(n=14)

Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA para la seleccién de los articulos.
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Cuadro 2. Caracteristicas de los estudios incluidos en la revision sistematica segun autores, poblacién, variables demograficas, método, sarcopenia

y albumina.
. Método para .
Autor/afho Poblacion Edad (Media; DE) Sexo (%) Metodo_ de identificar la Prevalenaa. de V a!or de la
estudio . sarcopenia  albumina (DE) g/L
sarcopenia
Abbas, et al., 462 Sarcopenia 82,23 Hombres (29,2) Longitudinal European 33,5 % Sarcopenia
2020 (14) No sarcopenia 80,93 Muijeres (70,89 prospectivo Working Group on 3,38 (0,05)
Sarcopenia in Older
People
Gong, etal., 168 83,34 (7,32) Hombres 99 (58,93); Longitudinal Asian Working 72,02 % Sarcopenia
2019 (15) Muijeres 69 (41,07)  retrospectivo Group for 32,64 (3,41)
Sarcopenia No sarcopenia
38,60 (2,03)
DAlessandro, 80 73,7 (7,2) Longitudinal European 60-74 =12,5 % Sarcopenia
etal., 2018 prospectivo Working Groupon =75 =55 % 4,0 (0,4)
(16) Sarcopenia in Older No sarcopenia
People 4,1(0,2)
Gariballa, et 432 Sarcopenia 79 (7) Longitudinal European 10 % Sarcopenia
al., 2018 (17) No sarcopenia 77 (6) prospectivo Working Group on 35,5 (5)
Sarcopenia in Older No sarcopenia
People 38,1 (5)
Yoo, et al. 327 7776 (9,7) Hombres 78 (23,9); Longitudinal Asian Working Group 37,3 % Sarcopenia
2018 (18) Mujeres 249 (76,1)  retrospectivo for Sarcopenia Hombre 3,68 (0,4)
Sarcopenia
Mujer 3,76 (0,44)
Zhou, etal., 240 73 (7) Hombres 190 (79,2); Longitudinal Tomografia axial 28,8 % Sarcopenia
2017 (19) Mujeres 50 (20,8) prospectivo 35,22 (4,12)
No sarcopenia
37,31 (4,31)
Harimoto, et 296 <70 hombres 123 Longitudinal Tomografia axial 37,8 % < 70 ahos 4,0 (0,5)
al., 2016 (20) <70 mujeres 34 retrospectivo > 70 afos 3,9 (0,5)
>70 hombres 98
>70 mujeres 41
Hirasawa, et 136 68,6 Hombres (82,4) Longitudinal Tomografia axial 478 % Sarcopenia
al. 2016 (21) retrospectivo 3,8 (0,006)
No sarcopenia
4,1 (0,05)
Ishihara, et 71 Sarcopenia 65,5 Hombres 50 (70,4)  Longitudinal Tomografia axial 63,4 % Sarcopenia
al., 2016 (22) No sarcopenia 61 Mujeres 21 (29,6) prospectivo 3,90 (4,0)
No sarcopenia
4,38 (4,4)
Sugimotoa, et 418 77,3 (7,0) Hombres 139 (33,3); Longitudinal European 21,1 % Sarcopenia
al., 2016 (23) Muijeres 279 (66,8)  retrospectivo Working Group on 4,4 (0,3)
Sarcopenia in Older No sarcopenia
People 4,4 (0,3)
Wang, et al., 255 65,14 (10,81) Hombres 190 (74,5) Longitudinal European 12,5 % Sarcopenia
2016 (24) Muijeres 65 (25,5) prospectivo  Working Group on 34,01 (4,10)
Sarcopenia in Older No sarcopenia
People 38,26 (4,02)
Kim, et al., 538 No sarcopenia 78,0  Mujeres (100) Longitudinal European 39,6 % General 4,27 (0,22)
2015 (25) (2,6); Sarcopenia prospectivo  Working Group on
78,5 (2,4) Sarcopenia in Older
People
Gariball, et al. 432 Sarcopenia 79 (7,0); Longitudinal European 10 % Sarcopenia
2013 (26) No sarcopenia 77 (6,0) prospectivo Working Group on 35,5 (5)
Sarcopenia in Older No sarcopenia
People 38 (5)
Harimoto, et 186 Sarcopenia 67 (11) Longitudinal Tomografia Axial 40,3 % Sarcopenia
al., 2013 (27) No sarcopenia 66 (10) retrospectivo 3,8 (0,4)
No sarcopenia
4,0 (0,4)
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La deteccion de la sarcopenia en los 14 estudios de la revision respondio
a diversos criterios diagndsticos: en siete estudios, se usaron los criterios
del European Working Group on Sarcopenia in Older People; en cinco, la
tomografia computarizada y, en dos, los criterios del Asian Working Group for
Sarcopenia.

La prevalencia de sarcopenia en el adulto mayor varié entre el 10 (17)
y el 72,02 % (15). Ademas, algunos estudios caracterizaron la sarcopenia
segun el sexo. En el estudio de Gariballa, et al. (17), se estableci6 que
29 (66 %) hombres y 176 (45 %) mujeres presentaban sarcopenia. En la
otra publicacion de Gariballa, et al. (26), se detectd en 29 (66 %) mujeres .
Ademas, Harimoto, et al. (27), determinaron que 50 hombres y 25 mujeres
presentaban sarcopenia (cuadro 2).

Los autores de los articulos propusieron diferentes andlisis estadisticos
para asociar la sarcopenia con la albumina (cuadro 3). Algunos utilizaron
la prueba t de Student o la de ji al cuadrado; otros emplearon la regresion
lineal para determinar los coeficientes de asociacion, asi como la regresién
logistica para obtener el Odds Ratio (OR) y el Hazard Ratio (HR)

En la evaluacioén de la calidad metodoldgica con el instrumento MINORS, la
suma de las categorias de todos los estudios dio un total de 11,21 puntos. Los
items con menor puntuacién fueron la pérdida en el seguimiento, con <5 %,
la recoleccién prospectiva de los datos y el calculo prospectivo del tamafio del
estudio.

En cuanto a la sarcopenia, se confirmé una elevada dispersién entre
los estudios incluidos, como se observa en la figura 2A, en la prueba de
Galbraith y el valor estadistico Q, con p=0,0233. Asimismo, se observo la
ausencia de sesgos de publicacion sobre el tema de estudio mediante el
grafico de embudo de la figura 2B y la prueba de Begg, con p=0,8065.

Cuadro 3. Tipo de andlisis para establecer la asociacion de sarcopenia y albumina

Instrumento de diagndstico

Autor/aho . Resultado p
de sarcopenia

Regresion logistica (OR)

Kim, et al., 2015 (25) Indicador de sarcopenia 0,841C: 0,76;0,94 0,05

Regresion logistica (HR)

Harimoto, et al., 2013 (27) Tomografia axial 0,47 1C:0,21;1,14 0,092

Regresion lineal

Abbas, et al., 2020 (14) EWGSOP -0,07 (-0,179 -0,046 0,244

Prueba t de Student

Gong, et al., 2019 (15) EWGSOP - 0,05

DAlessandro, et al., 2018 (16) EWGSOP 4,0 (0,4) 0,21

Gariballa, et al., 2018 (17) EWGSOP 35,5 (5) 0,05

Yoo, et al., 2018 (18) AWGS - Hombres 3,68 (0,4) 0,295
- Mujeres 3,76 (0,44) 0,084

Harimoto, et al., 2016 (20) Tomografia axial 3,8 (0,4) 0,9717

Sugimotoa Sugimoto, et al., 2016 (23) EWGSOP 4,4 (0,3) 0,137

Gariballa, et al., 2013 (26) EWGSOP 35,5 (5) 0,05

Ji al cuadrado

Zhou, et al., 2017 (19) Tomografia axial 35,22 (4,12) 0,001

Hirasawa, et al., 2016 (21) Tomografia axial 3,8 (0,06) <0,001

Ishihara, et al., 2016 (22) Tomografia axial 3,90 (4,0;5,0) <0,0001

Wang, et al., 2016 (24) EWGSOP 34,01 (4,10) <0,0001

EWGSOP: European Working Group on Sarcopenia in Older People; ANGS: Asian Working Group on Sarcopenia
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Figura 2. Metaanalisis de sarcopenia y albumina sanguinea

En el analisis de sensibilidad, se observo que los intervalos de confianza
de las diferencias del puntaje promedio entre presencia 0 ausencia de
sarcopenia y los valores de albumina, fueron diferentes a cero (figura 2C).

En el analisis que se presenta en la figura 2D, se evidencia que la adicion
sucesiva de las diferencias en los estudios no afecto el resultado final porque
seguian siendo estadisticamente significativas.
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En el metaanalisis final de los estudios, se observé que, entre las
diferencias segun la sarcopenia, el puntaje de la albumina sanguinea fue
estadisticamente mayor en los participantes que no la tenian frente a los que
si la presentaban, con excepcion del estudio de Sugimotoa, et al. (23), en el
que fueron iguales en el modelo de efectos aleatorios (figura 2E).

En los estudios individuales, las diferencias por sarcopenia registraron
puntajes de albumina sanguinea favorables para quienes no tenian
sarcopenia; asimismo, en la medida global, se evidenciaron mayores puntajes
entre quienes no presentaban sarcopenia, con una diferencia de -0,3530
(1C95% -0,5900 a -0,1160).

Los resultados de esta revision y metaanalisis muestran que los mayores
valores de albumina sérica se asociaron significativamente con la ausencia
de sarcopenia en los adultos mayores. Se observé que la clasificacion de la
sarcopenia con base en la albumina fue significativa en todos los estudios
analizados. Sin embargo, no se establecié una asociacion entre ambas
variables de estudio.

Mecanismo y prevalencia de la sarcopenia en el adulto mayor

En el estudio se determiné que la prevalencia de sarcopenia varié segun la
poblacion de estudio y los factores asociados con ella. La sarcopenia implica
una disminucioén progresiva de masa y fuerza o funcién del musculo esquelético
con la edad, lo que implica un mayor riesgo de resultados adversos en salud.
Existen procesos que contribuyen a la atrofia muscular y que estan relacionados
con edad, estado hormonal alterado, inflamacién crénica, desequilibrio de la
oxidorreduccion, pérdida de las neuronas motoras a, disfuncién mitocondrial
muscular, alteracion de la autofagia de miocitos, apoptosis acelerada de los
mionucleos y deterioro de la funcidn de las células satélite (28).

En el proceso de envejecimiento, se dan diferentes mecanismos de atrofia
de la fibra muscular que se relacionan con el desequilibrio en la sintesis y
descomposicion de las proteinas musculares, la resistencia anabdlica a sefales
ambientales fundamentales, como la actividad fisica y el estado nutricional,
que regulan la homeostasis muscular diurna y subyacen a las perturbaciones
catabolicas relacionadas con la edad en la proteostasis muscular (29). Ademas,
existen diversas causas subyacentes, entre ellas, se destacan la iatrogénica, la
nutricional, la inactividad fisica, las enfermedades endocrinas, las metabdlicas,
las neuroldgicas y las osteoarticulares, entre otras (30).

En cuanto al diagndstico de sarcopenia, en los estudios analizados se
emplearon diferentes métodos. En este sentido, el problema central es que en
la actualidad no hay un método Unico para determinar con precisién la masa
muscular (30). Las mediciones antropométricas de la pantorrilla, por ejemplo,
requieren puntos de corte por edad, sexo y raza, y deben considerarse
algunas circunstancias como la obesidad o la retencion de liquidos, por lo
cual no tienen un buen desempefo diagndstico (31).

Otras aproximaciones mas precisas, como la absorciometria de rayos X
(DEXA), la resonancia magnética o la tomografia computarizada, requieren
de equipo y personal especializado, por o que se emplean mas en estudios
de investigacién que en el diagndstico de sarcopenia como procedimiento de
rutina por su alto costo (32). La bioimpedancia eléctrica (BIA), por su parte,
es menos precisa, y esta influenciada por la temperatura corporal y el estado
de hidratacion, entre otros factores (33).
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Frente a estas dificultades, la sarcopenia se diagnostica mediante la
prueba funcional del musculo y la evaluacidn de la fuerza. Sin embargo, estos
estudios también requieren algunos equipos, instrumentos para determinar
la fuerza, asi como areas especiales y, ademas, existen diversos criterios y
puntos de corte que deben ser validados para cada poblacion de estudio (30).

En esta revision se establecié que la proporcién de adultos mayores
considerados sarcopénicos varié entre 10 (15,26) y 72,02 % (17) con los
diferentes métodos de evaluacion y que hubo una estratificacion de la
sarcopenia segun la edad, con predominio en aquellos con edad igual o
superior a 75 afos (16). En varios estudios se demostré que, después de
la octava década de la vida, las concentraciones de testosterona en los
hombres disminuyen rapidamente, o que puede contribuir a la pérdida de la
masa corporal magra y al aumento de la sarcopenia (34,35).

La sarcopenia relacionada con la edad es un problema grave de salud
mundial en los adultos mayores y tiene implicaciones para la comunidad, ya
que lleva a la incapacidad, y constituye una carga econdmica significativa
para la familia y los servicios de salud (35). Las evidencias muestran que, a
medida que aumenta la edad, la frecuencia de sarcopenia también aumenta,
especialmente después de los 80 afios. Ademas de la edad, existen otros
factores asociados que aumentan la sarcopenia, como el estilo de vida, los
habitos de ejercicio, la presencia de enfermedades y la disminucién de las
concentraciones hormonales (36).

Sarcopenia y albumina en el adulto mayor

Por otro lado, las evidencias sobre los biomarcadores para la sarcopenia
son todavia escasas; se sabe que no hay un uUnico biomarcador ideal, sino
que se deberia disponer de un panel de herramientas complementarias
como las imagenes diagndsticas, los biomarcadores séricos y las pruebas
funcionales para su diagndstico (37).

En diversos estudios se ha demostrado la asociacion entre la sarcopenia
y la alteracion de los marcadores bioldgicos de inflamacién y coagulacion,
como la interleucina IL-1 y la IL-6, el factor de crecimiento similar a la insulina
de tipo 1, la hormona del crecimiento, el factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a)
y otros marcadores inflamatorios (37) que actian como parte de un sistema
metabdlico mayor o son mediadores de inflamacion (38).

También, se ha evidenciado que el fragmento C-terminal de la agrina
(CAF) aumenta en pacientes con fractura de cadera cuando hay sarcopenia
(37). Asimismo, se ha estudiado la creatinina como metabolito para estimar
la masa osteomuscular; sin embargo, los resultados de la creatinina urinaria
varian de 11 a 30 %, dependiendo del tipo de dieta (39).

En cuanto a la albumina sérica como biomarcador de la sarcopenia, la
evidencia aun no es concluyente. En algunos estudios se la relaciona con
un bajo rendimiento fisico y menor fuerza muscular o masa muscular en
adultos mayores; sin embargo, en otros no se ha evidenciado esta asociacion,
por lo tanto, alin no se sabe claramente si es un marcador definitivo de la
sarcopenia en esta poblacion (40).

Cabe resaltar que, hasta la fecha, no se cuenta con un indicador Unico,
practico, econdmico y fiable para el diagndstico de la sarcopenia. En este
contexto, se evalué el papel de la albumina como posible biomarcador,
considerando que es un indicador del balance del metabolismo proteico en
personas sin infeccion aguda.
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La albumina es la proteina plasmatica mas abundante en el organismo y
tiene la funcion de regular el paso de agua y solutos a través de los capilares,
manteniendo la presidn oncdtica coloidal dentro del sistema vascular.
Considerada una proteina plasmatica de gran importancia en la evaluacion
del estado nutricional, su disminucion altera la cicatrizacion de heridas, causa
problemas inmunolégicos y reduce la masa corporal magra (41).

Hasta donde se sabe, este seria el primer metaandlisis que analiza la
asociacion entre sarcopenia y albumina sérica; solo se encontraron algunas
revisiones sistematicas como la de Cabrerizo, et al. (7), en la que se evalud
como indicador del estado nutricional y predictor de mortalidad en los adultos
mayores; los autores concluyeron que los adultos mayores saludables tenian
valores normales de albumina y que la presencia de hipoalbuminemia
puede servir para el prondstico de complicaciones, incapacidad funcional y
mortalidad precoz (6).

En otro metaanalisis sobre biomarcadores en sangre asociados con el
riesgo de desnutricidn en adultos mayores, se concluyd que la albumina es
un biomarcador util de la desnutricion, incluso en presencia de inflamacion
crénica debida al envejecimiento o la enfermedad. Sin embargo, en contextos
especificos, como enfermedades agudas o sepsis, debe evaluarse un
conjunto de biomarcadores, entre ellos la albumina (9), ya que es una
proteina de fase aguda negativa cuyos niveles se reducen como reaccién a la
inflamacion aguda (6).

La asociacion entre mayores niveles de albumina y la ausencia de
sarcopenia en adultos mayores podria explicarse porque el principal déficit
de nutrientes en esta poblacion es el de proteinas (42), asi que, en ausencia
de inflamacion, la albumina constituye un adecuado biomarcador del estado
de las proteinas viscerales del cuerpo y, ya que es la principal proteina
sintetizada en el higado, reflejaria el balance entre la ingestion y el gasto
proteico. Sin embargo, su larga vida media, entre 18 y 21 dias, no refleja
cambios agudos en el estado nutricional (43).

Entre las fortalezas del estudio cabe mencionar que la revision sistematica
cuenta con un metaanalisis y corrobora los hallazgos cualitativos. Ademas,
la busqueda de articulos se hizo en cuatro bases de datos que cubren gran
parte de la literatura especializada mundial.

Entre las limitaciones del estudio puede mencionarse que algunos autores
clasificaron la albumina como normal o deficiente, por lo que dichos estudios
no se incluyeron en el metaanalisis. Otra limitacion fue que en los estudios
se emplearon hasta tres métodos de diagndstico de sarcopenia, por lo que
la clasificacion del evento de interés no fue uniforme en todos los estudios,
aspecto que refleja la actual situacion de multiples criterios para establecer el
diagndstico de sarcopenia.

Conclusiones

Los estudios incluidos en la presente revision revelaron que existe una
asociacion significativa entre los niveles bajos de albumina y la sarcopenia
en adultos de 60 o mas anos en diferentes entornos de cuidado. A pesar de
estos, hay poca evidencia de alta calidad y los métodos de diagndstico de
la sarcopenia no son uniformes. Es necesario, por lo tanto, hacer estudios
encaminados a determinar la asociacion entre los diferentes marcadores
bioldgicos (incluida la albumina) y la sarcopenia, asi como estudios de
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validacion de puntos de corte de dichos marcadores para estimar la
sensibilidad y la especificidad de cada uno, y seleccionar los mas adecuados
para una deteccion temprana de la sarcopenia que garantice un tratamiento
multidisciplinario mas efectivo.
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