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Editorial
Cuadragésimo aniversario de la revista Biomédica

En este 2021, la revista Biomédica celebrd su cuadragésimo aniversario.
El primer volumen, editado por el doctor Miguel Guzman (Q.E.P.D.), fundador
y primer editor de la revista, se publicé en 1981 con cuatro nimeros, 30
articulos y 271 paginas. El volumen actual de la revista, el 41, del cual somos
responsables 11 editores, consta de siete nimeros (cuatro numeros regulares
y tres suplementos) con 102 articulos y mas de 680 paginas (figura 1). Este
crecimiento sostenido es reflejo de un denodado esfuerzo editorial, y ratifica
a Biomédica como la revista cientifica colombiana mas productiva y la que
publica mayor numero de trabajos de cientificos latinoamericanos del campo
de la salud y la biomedicina, con una cantidad de manuscritos por afio que
supera entre dos y cinco veces la de otras revistas nacionales en este campo.

Figura 1. Portada del nimero 1 del volumen 1 de 1981 y de los nimeros 1, 2, 3y 4 y de los
suplementos 1, 2 y 3 del volumen 41 de 2021

Es innegable que la revista ha aumentado su productividad, pero son
muchos otros los motivos para celebrar (figura 2). En el 2002, Biomédica fue
incluida en el Index Medicus; en el 2007, en el Science Citation Index y en el
2021, en PubMedCentral (1-3). Ademas, Biomédica es una de las 23 revistas

Citacion: seleccionadas a nivel internacional por el Journal Citation Reports/Web of

e NIy o Science en la categoria de medicina tropical y es hoy la Unica de ellas que
uadragésimo aniversario de la revista Biomédica. K , ~ X L

Biomédica. 2021;41:610-4. publica articulos en espafol o en inglés.
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Figura 2. Numero de articulos publicados en Biomédica, 2001-2021

Biomédica fue seleccionada para participar en el Grupo de Influencia de
la Red Iberoamericana de Innovacién y Conocimiento Cientifico, REDIB, un
proyecto del Consejo de Investigaciones Cientificas de Espafa y Universia,
la red de universidades mas importante de Iberoamérica, constituida por
1.341 instituciones de 23 paises que agrupan a mas de 19,2 millones
de estudiantes y profesores. REDIB es una plataforma de agregacién
de contenidos cientificos en formato electrénico, cuyo fin es promover
la innovacion tecnoldgica de las herramientas de produccién editorial y
facilitar el acceso y la difusion de la produccion cientifica de los paises
iberoamericanos en el idioma que les sea propio. Los destinatarios de esta
informacidén son la comunidad académica y la sociedad en general, asi
como los responsables, gestores y analistas de politicas de ciencia. Con su
participacién en REDIB, Biomédica se posiciona como protagonista en el
desarrollo cientifico de la region, a la vez que favorece la promocion de los
investigadores.

Durante estos 40 afios, y pese a no ser la revista mas antigua del
pais en el area de la biomedicina, la salud publica y la medicina tropical
(2), Biomédica ha sido ampliamente reconocida como la principal revista
cientifica de Colombia en estos campos y como una de las principales y mas
influyentes de la region iberoamericana (4). Estos logros son consecuencia
del inagotable compromiso por mantener los mas altos estandares de calidad
en los procesos de evaluacion cientifica y editorial de los manuscritos (5,6).

Como fruto de este esfuerzo, la revista también hace parte de SciELO
Colombia (Scientific Electronic Library Online) desde el 2006, y aparece
resefiada en el indice de la Literatura Latinoamericana en Ciencias de la
Salud (LILACS), en la Red de Revistas Cientificas de América Latina, el
Caribe, Espafia y Portugal (RedAlyC), en el Indice Mexicano de Revistas
Biomédicas Latinoamericanas (Imbiomed), en Scopus de Elsevier B.V., en
el Sistema de Informacion Bibliografica Regional Andina (SIBRA), en CAB
Abstracts, y en la Review of Medical and Veterinary Entomology; ademas
forma parte del Indice Nacional de Publicaciones Seriadas Cientificas
y Tecnoldgicas Colombianas de Colciencias (Publindex) y del Indice
Latinoamericano de Revistas Cientificas y Tecnologicas (LATINDEX).
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Desde el 2012, la revista se suscribié a la agencia internacional CrossRef,
encargada de la asignacion de los Digital Object Identifiers (DOI). Por tal
razon, a partir del volumen 32 todos los articulos publicados en Biomédica
cuentan con el codigo DOI que los identifica como piezas unicas de
contenido electronico y establece un vinculo estable para su localizacion en
la web (7,8).

Desde el 2013, Biomédica viene publicando de manera gratuita la totalidad
de los articulos en formato electrénico en su portal institucional: www.
revistabiomedica.org, con mas de medio millén de visitas de mas de 170
paises cada afo, la mayoria correspondiente a nuevos usuarios (80 %) (9). En
ese afo, también se acogid a la Declaracién de San Francisco, una serie de
recomendaciones sobre la evaluacion de la investigacion cientifica redactada por
un grupo de directores y editores de las revistas académicas mas prestigiosas
del mundo (10).

Con el fin de motivar la lectura e intensificar la difusién de los articulos
publicados en cada edicidon de Biomédica, a partir del 2014 se incorporaron
diversas estrategias de mercadeo digital en las principales redes sociales
y académicas del mundo, asi como el envio masivo de boletines con
informacion de interés para los lectores. Periédicamente, en las redes
se publican resimenes con las ideas mas importantes de los articulos,
acompanados de imagenes alusivas al tema y un vinculo al texto completo.
Ademas, se han usado las denominadas etiquetas, que permiten que los
contenidos de Biomédica puedan hacer parte de los temas de conversacion
de diferentes usuarios conectados a la red. Desde el 2015, en la pagina
web de Biomédica, se puede descargar gratuitamente una aplicacion para
dispositivos méviles que permiten la descarga y lectura de articulos completos
en celulares y tabletas con las plataformas méviles iOS y Android (11,12).

Por otra parte, en cumplimiento del plan de mejoramiento continuo de
Biomédica, recientemente se reviso la politica editorial y las instrucciones
a los autores, y se mantiene la participacion en eventos nacionales e
internacionales sobre temas de gestion editorial de actualidad, sistemas
digitales para la visibilidad, citacion e identidad de revistas cientificas,
malas practicas en la publicacion cientifica (revistas "depredadoras"),
recomendaciones para la escritura de articulos cientificos y el uso e
implementacion de herramientas tecnolégicas que contribuyen a mejorar la
calidad, la visibilidad y el acceso a los contenidos de la revista.

Velando por la transparencia y originalidad de las publicaciones cientificas,
y en aras de la integridad de la informacion publicada por Biomédica, a partir
del 2018 el Comité Editorial implemento el uso de la herramienta iThenticate
contra el plagio en los procesos de revision editorial de los manuscritos
recibidos para publicacién en la revista.

Debe senalarse también que, entre 1981 y 2006, Biomédica se publico
unicamente en medio impreso, que a partir del 2007 y hasta diciembre
del 2017 aparecio en medio digital e impresa, y desde el 2018 se viene
publicando exclusivamente en medio digital en consonancia con las
tendencias actuales en el campo de las publicaciones cientificas a nivel
global. En el 2021, Biomédica se unié a la Initiative for Open Citations
(https://i4oc.org), un ambito de colaboracion entre editores, investigadores
y otras partes interesadas en promover la disponibilidad ilimitada de datos
de citas académicas. Por medio de esta iniciativa, no solamente se emiten
los cédigos DOl y los sellos Crossmark, sino que se cargan las referencias



de cada uno de los articulos de Biomédica en el sistema CrossRef para su
posterior consulta por parte de lectores e investigadores.

Para conmemorar este aniversario, el equipo editorial de Biomédica
planificé un concurso de fotografia cientifica en que se seleccionaron las
ganadoras en seis categorias, las cuales seran portada de los nimeros
regulares y los suplementos tematicos del volumen 42, asi como la
realizacion del evento “Biomédica en PubMed Central; que puede verse en
https://www.youtube.com/watch?v=8vNOWjneSHM, en el cual se presentd
una breve historia de la indizacién y la produccion de las publicaciones
cientificas, asi como de los procesos editoriales y los principales repositorios.
Se destacé la importancia de haber sido aceptados en PubMed Central®
(PMC), el més prestigioso repositorio central y digital de articulos de revistas
biomédicas y de ciencias de la vida en texto completo, el cual hace parte
de la National Library of Medicine de los National Institutes of Health (NLM/
NIH) de los Estados Unidos (13). En el evento se explico, asimismo, lo que
es PubMed Central, lo que representa para la comunidad cientifica estar en
dicha base de datos y cudles fueron algunos de los factores de éxito que nos
permitieron este logro. Se presentd, ademas, una breve resefa histérica de la
revista desde su fundacion en 1981 hasta el 2021.

Los esfuerzos y el compromiso no cesan. El Comité Editorial continua
comprometido en mantener la calidad cientifica y editorial de la revista y en
aumentar su visibilidad e importancia, no solo en el campo de la biomedicina
y la medicina tropical, sino en todas las disciplinas en las que la salud publica
constituye uno de los temas.

Por todo ello, prevalece en nuestro equipo la confianza de que nos
esperan muchos mas afos en este camino de apoyo a la divulgacion y
la cooperacién cientifica. La publicacion ininterrumpida de la revista en
estos 40 anos refleja el incansable interés y el compromiso de los editores
y los revisores expertos, de tantos autores influyentes y, por supuesto, del
equipo editorial. Agradecemos profundamente el aporte de todos ellos, asi
como el del Instituto Nacional de Salud por garantizar la autonomia y la
independencia de la revista y por la gestién y promocioén que le han permitido
mantenerse durante estas cuatro décadas.

Estas lineas no representan solamente un reconocimiento a los logros y
labores desarrolladas, sino una invitacion para que la comunidad cientifica
continde contribuyendo a ellas con la calidad y el rigor cientifico y editorial
que caracterizan a Biomédica. Felicitaciones a todos los que hacen parte de
la revista.

Un nuevo viaje de 40 afos acaba de empezar...

Luis Alberto Gémez-Grosso
Editor en jefe, revista Biomédica, Instituto Nacional de Salud
Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia

José Moreno-Montoya

Editor Asociado, revista Biomédica, Instituto Nacional de Salud
Fundacion Santa Fe de Bogota

Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia

613



614

Referencias

1.
2.

10.

1.

12.

13.

Gomez-Grosso LA. Biomédica en PubMed Central®. Biomédica. 2020;40:582-4.

Comité Editorial. Biomédica: diez afnos en el Index Medicus y cinco en el Science Citation
Index. Biomédica. 2012;32:167-9. https://doi.org/10.7705/biomedica.v32i2.784

Science Citation Report Sciences Edition, Clarivate Analytics, 2021. Fecha de consulta: 20
de noviembre de 2021. Disponible en: hitp://thomsonreuters.com

International Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals. Fecha de consulta: 20 de noviembre de 2021. Disponible

en: http://www.icmje.org
Aguinis H, Villamor |, Lazzarini SG, Vassolo RS, Amorés JE, Allen DG. Conducting

management research in Latin America: why and what's in it for you? Journal of
Management. 2020;46:615-36. https://doi.org/10.1177/0149206320901581

Suérez-Tamayo M, Collazo-Reyes F, Pérez-Angén MA. Emerging roles of regional journals
in the accreditation of knowledge in tropical medicine: Biomédica and Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, 2007-2015. Scientometrics. 2018;115:1615-25.
https://doi.org/10.1007/s11192-018-2649-2

Infobliblio. Informacién bibliografica. DOI: un cédigo esencial para citas bibliograficas y
busquedas cientificas. Fecha de consulta: 20 de noviembre de 2021. Disponible en:
http://infobib.blogspot.com/2009/04/doi-un-codigo-esencial-para-citas.html

CrossRef. DOI®. Fecha de consulta: 20 de noviembre de 2021. Disponible en:
http://www.crossref.org

Google.com. Features — Google Analytics. Fecha de consulta: 20 de noviembre, 2021.
Disponible en: http://www.google.com/analytics/features/>

Schmid SL. Five years post-DORA: promoting best practices for research assessment. Mol
Biol Cell. 2017;28:2941-44.

Biomédica on the App Store. Fecha de consulta: 3 de noviembre de 2021. Disponible en:
https://apps.apple.com/us/app/biom%C3%A9dica/id1073929569 11

Biomédica en Google Play. Fecha de consulta: 3 de noviembre de 2021. Disponible en:
https://play.google.com/store/apps/details?id=com.biteca.biomedica&hl=es CO

National Institutes of Health, US National Library of Medicine. About the National Library of
Medicine. Fecha de consulta: 25 de noviembre de 2021. Disponible en: hitps:/www.nlm.nih.
gov/about/index.html y hitps:/www.nlm.nih.gov/pubs/factsheets/intimedlars.html




Biomédica 2021;41:615-24
doi: hitps://doi.org/10.7705/biomedica.5651

Recibido: 17/07/2020
Aceptado: 17/06/2021
Publicado: 17/06/2021

Citacién:

Salazar LC, Moreno LA, Jaramillo LE, Cabrera
EV. Enfermedad de Erdheim-Chester: primer caso
pediatrico reportado en Colombia. Biomédica.
2021;41:615-24.
https://doi.org/10.7705/biomedica.5651

Correspondencia:

Luis Carlos Salazar, Departamento de Radiologia
e Imagenes Diagndsticas, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia, Carrera 45
No 26-85, edificio 471, oficina 102, Bogotd, D.C.,
Colombia

Teléfono: (571) 316 5000, extensién 15109
Icsalazard @unal.edu.co

Contribucién de los autores:

Todos los autores participaron en la obtencion de
los datos clinicos y de los estudios de extension,
el andlisis de la informacion, la busqueda de la
bibliografia y la elaboracién del manuscrito.

Financiacion:
No se recibi6 ninguna.

Conflicto de intereses:
No se declaran conflictos de interés.

Reporte de caso

Enfermedad de Erdheim-Chester: primer caso
pediatrico reportado en Colombia

Luis Carlos Salazar', Luz Angela Moreno'?, Lina Eugenia Jaramillo®#,

Edgar Vladimir Cabrera®

! Departamento de Radiologia e Imagenes Diagndsticas, Facultad de Medicina, Universidad
Nacional de Colombia, Bogoté, D.C., Colombia

2 Unidad Funcional de Imagenes Diagnésticas, Fundacién Hospital de La Misericordia, Bogota,
D.C., Colombia

3 Departamento de Patologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota,
D.C., Colombia

4 Laboratorio de Patologia, Fundaciéon Hospital de La Misericordia, Bogotd, D.C., Colombia

5 Servicio de Oncohematologia Pediatrica, Fundacion Hospital de La Misericordia, Bogota, D.C.,
Colombia

La enfermedad de Erdheim-Chester es una condicién extremadamente rara en la edad
pediatrica. Se presenta el caso de una nifia de 12 afios con diagndstico histolégico y
radiolégico de enfermedad de Erdheim-Chester multisistémica y mutacion en el gen BRAF,
que requirié tratamiento con dabrafenib.

Hasta el momento, se han reportado 22 casos pediatricos en el mundo y este es el
segundo en Latinoamérica. Se observo el hallazgo radiolégico denominado signo

oscuro paraselar, descrito hasta ahora en pacientes con hipofisitis autoinmunitaria para
diferenciarlos de aquellos con adenomas hipofisarios.

Este reporte contribuye a la literatura médica en dos aspectos fundamentales: las
manifestaciones clinicas de la enfermedad y su diagndstico en la poblacién pediatrica.

Palabras clave: enfermedad de Erdheim-Chester; histiocitosis; pediatria; proteinas proto-
oncogénicas B-raf; radiologia; imagen por resonancia magnética.

Erdheim-Chester disease: First pediatric case report in Colombia

The Erdheim-Chester’s disease is extremely rare in children. We present the case of a
12-year-old girl with histological and radiological diagnosis of this disease and mutation of the
BRAF gene, who developed multisystemic compromise requiring treatment with dabrafenib.
We identified 22 reports of this condition among children worldwide and this is the second
pediatric case in Latin America. Diagnostic imaging is critical to confirm Erdheim-Chester
disease and for the surgical planning of the biopsy. Additionally, we identified the parasellar
dark sign, which has previously been reported on lymphocytic hypophysitis.

This report contributes to the current practice as it shows the clinical presentation and the
diagnostic workout of this disease in pediatrics.

Keywords: Erdheim-Chester’s disease; hypophysitis; pediatrics; B-Raf proto-oncogene
proteins; magnetic resonance imaging.

La enfermedad de Erdheim-Chester hace parte del grupo de las
histiocitosis, las cuales se caracterizan por ser trastornos sistémicos en los
cuales hay una proliferacion descontrolada de células derivadas del sistema
mononuclear fagocitico (células dendriticas, monocitos y macréfagos), que
infiltran diferentes 6rganos del cuerpo (1). Recibe su hombre gracias a la
publicacion realizada en 1930 por los patélogos Jakob Erdheim (Austria) y
William Chester (Estados Unidos) (2). Clasicamente, se la describe como una
histiocitosis de fagocitos mononucleares distintos a las células de Langerhans
y pertenece al grupo Il segun la clasificacién del Working Group of the
Histiocyte Society de 1987 (3). En la clasificacion de la Histiocyte Society de
2016 corresponde al grupo L, o grupo Langerhans, que reune la histiocitosis
de células de Langerhans, la histiocitosis de células indeterminadas, la
enfermedad de Erdheim-Chester y la mixta, de histiocitosis de células de
Langerhans mas enfermedad de Erdheim-Chester (1).

A pesar de ser una histiocitosis, se considera una condicién
extremadamente infrecuente en la edad pediatrica, siendo mas comun en la
adultez (4); es parte del grupo de las enfermedades raras, segun la European
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Rare Disease Organization y la National Organization for Rare Disorders. En
el 2014, el numero total de casos reportados fue de 550, la gran mayoria de
ellos diagnosticados en la ultima década, cifra que sigue aumentando debido
al reconocimiento de la enfermedad (5).

Oskaya, et al., reportaron mutaciones en los genes BRAF en el 65 %
de los pacientes con esta condicion y en el gen MAP2K1 en el 16 %. Estos
hallazgos, junto con las mutaciones en otras proteinas cinasas activadas
por mitbgenos, sugeririan la naturaleza tumoral de la enfermedad y su
clasificacion como una neoplasia histiocitaria. Sin embargo, en la actualidad
la enfermedad de Erdheim-Chester se considera una condicién benigna de
naturaleza inflamatoria (6).

El sintoma mas frecuentemente descrito en esta enfermedad es el dolor
0seo; asimismo, la diabetes insipida hace parte de su presentacion habitual,
tal como ocurre en la histiocitosis de células de Langerhans. La enfermedad
de Erdheim-Chester puede cursar casi sin sintomas cuando el compromiso
es predominantemente cutdneo u éseo, o ser sintomatica, si predomina el
compromiso del sistema nervioso central, cardiaco, retroperitoneal, orbito-
craneo-facial, neuroendocrino, pulmonar o multisistémico (4).

El diagndstico se hace con base en parametros histoldgicos y radiologicos.
Histologicamente, se caracteriza por la presencia de histiocitos cargados
de lipidos con aspecto xantomatoso en un fondo de fibrosis. Cuando
se ven células gigantes de Touton, la enfermedad es indistinguible del
xantogranuloma juvenil, motivo por el cual los hallazgos clinicos y radioldgicos
son fundamentales para establecer el diagndstico definitivo (4). Estas células
son reactivas en la inmunohistoquimica para CD68, CD163 y el factor Xllla, y
negativas para CD1a y langerina (CD207), en tanto que el marcador S100 tiene
reactividad variable. En la ultraestructura, carecen de granulos de Birbeck.

La enfermedad se caracteriza por un compromiso osteoesclerético
metafisiario y simétrico de los huesos largos, tanto en la tomografia como
en la resonancia magnética, lo cual a menudo no se observa en las
proyecciones radiograficas debido a su menor sensibilidad. Existe una fuerte
captacion metafisiaria en la gammagrafia 6sea con Tc-99m. Sin embargo,
el 4 % de los pacientes con enfermedad de Erdheim-Chester no presenta el
compromiso éseo radiolégico clasico, por lo que en esos casos es necesario
basarse en la histopatologia y en otros drganos usualmente involucrados (4).

La enfermedad es de mal prondstico, con una supervivencia de 32
meses en el 57 % de los casos (7), y es de peor prondstico cuando existe
compromiso cardiaco o del sistema nervioso central. No obstante, la
supervivencia ha aumentado con el advenimiento de los nuevos tratamientos.
El medicamento de primera linea es el interferén alfa y la segunda linea
incluye el vemurafenib, infliximab, anakinra o el dabrafenib (8,9).

Presentacioén del caso

Se trata de una nifia de 12 anos que consulté por dolor abdominal,
ictericia, coluria, acolia y prurito generalizado asociado con pérdida de peso
(3 kg en un mes). Entre los antecedentes, se registré el nacimiento a término
sin complicaciones, con bajo peso al nacer para la edad gestacional (2.400
g), adecuado desarrollo psicomotor y buen rendimiento académico. En la
consulta inicial, se evidencié baja talla para la edad (desviacion estandar
de -3,58) y ausencia de signos de desarrollo sexual secundario como
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pubarquia o telarquia. Ademas, la paciente refirid polidipsia, poliuria y dolor
osteoarticular desde los primeros anos de vida.

En el examen fisico de ingreso, no se registro alteracion de los signos
vitales y la presion arterial era normal para la edad; se detect¢ ictericia, no
habia adenomegalias en el cuello, y el abdomen era blando y depresible,
con leve dolor en el hipocondrio derecho. En el examen neurologico, no se
encontro alteracion de la esfera mental ni déficit cognitivo, el lenguaje era fluido,
los reflejos oculomotores bilaterales estaban conservados y los movimientos
oculares eran simétricos y sin restriccion, aunque habia disminucién de la
agudeza visual en el ojo izquierdo y nistagmo multidireccional con la mirada
extrema derecha; no se registraba déficit motor o alteracion de los reflejos
musculotendinosos en las cuatro extremidades, habia reflejo plantar neutro
bilateral, sin signos cerebelosos ni alteraciones de la marcha.

En los examenes de laboratorio no se encontraron alteraciones
hematoldgicas, como coagulopatias, ni elevacion de la concentracion
sérica del complemento; entre los reactantes de fase aguda, la velocidad de
sedimentacion globular (VSG) estaba elevada, en tanto que el valor de la
proteina C reactiva era normal. La paciente presentaba elevacion del sodio
sérico con densidad urinaria disminuida, pero sin alteracién de la funcion
renal. Se observo aumento de la gamma-glutamil transferasa (GGT), de
la fosfatasa alcalina y de la bilirrubina conjugada; las concentraciones de
alanino aminotransferasa (ALT) y de aspartato aminotransferasa (AST), eran
normales. Se comprobé que habia hipercolesterolemia y no hubo alteracion
de las proteinas séricas. No se observaron cambios de infeccion reciente
en los exdmenes especificos practicados. Se demostré panhipopituitarismo
hipogonadotréfico con hipotiroidismo central e hipocortisolismo (cuadro 1).

Cuadro 1. Resultados de las pruebas de laboratorio

Hematolégicas Funcién hepatica Perfil infeccioso
Prueba Resultado Prueba Resultado Prueba Resultado
Leucocitos 10.730 por ml ALT 83,6 U/L IgG toxoplasma Negativo
Hemoglobina 11,5 g/dI AST 98,8 U/L IgM toxoplasma Negativo
Plaguetas 261.000 por mm®* GGT** 724,2 U/L IgG citomegalovirus Positivo
INR 0,94 LDH 85 U/L IgM citomegalovirus Negativo
C3 171 mg/dl FA** 1.682 mg/dl  1gG Epstein-Barr Positivo
C4 27 mg/dl Albumina 3,1 g/dl IgM Epstein-Barr Negativo
Glucosa 84 mg/dl Bilirrubina total*™ 4,3 mg/dI IgM HAV Negativo
Lactato 1,2 mmol/L Bilirrubina directa** 4,2 mg/dl AgHBs Negativo
VSG** 56 mm/hora Funcion renal Anti-HCV Negativo
PCR 16 mg/L Prueba Resultado RPR Negativo
Electrolitos Creatinina 0,34 mg/dl Endocrinolégicos
Prueba Resultado  BUN 5,2 mg/dl Prueba Resultado
Sodio** 147 mEqg/L Perfil lipidico TSH 1,76 mU/L
Potasio 3,7 mEq/L T4L* 0,595 ng/dI
Cloro 109 mEq/L Prueba Resultado |~y <15 ng/ml
Calcio 8,7 mEg/L ﬁCE)lE*S*teml total™ 18671 TT}gl/dl Prolactina 46 ng/ml
alisi - mg FSH* 0,1 mUl/ml
Uroandlisis LDL** 784mg/dl LM 0.1 mUl/ml
Prueba Resultado  Triglicéridos** 169 mg/di Estradiol < 10 pg/ml
Densidad* 1.005 Cortisol” 4,9 mcg/dl

INR: relaciéon normalizada internacional; C3: componente 3 del complemento; C4: componente 4 del complemento;
VSG: velocidad de sedimentacion globular; PCR: proteina C reactiva; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato

aminotran
nitrégeno

sferasa; GGT: gamma-glutamil transferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; FA: fosfatasa alcalina; BUN:
ureico; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad; Ig: inmunoglobulina; HAV: virus

de la hepatitis A; AgHBs: antigeno de superficie del virus de la hepatitis B; Anti-HCV: anticuerpos contra hepatitis C;
RPR: reagina plasmatica rapida; TSH: hormona estimulante de la tiroides; T4L: tiroxina libre; IGF1: factor de crecimiento

insulinico

de tipo 1; FSH: hormona foliculoestimulante; LH: hormona luteinizante.

* Valor disminuido
** Valor elevado
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Los estudios electrofisioldgicos mostraron potenciales evocados auditivos
anormales indicativos de hipoacusia neurosensorial leve izquierda y
potenciales visuales normales con integridad de la via retinocortical.

La resonancia magnética abdominal evidencio el compromiso multifocal
del higado, con lesiones sdlidas de localizacion aleatoria, hipointensas en
T1 e isointensas en T2, hipovasculares, con caida de la sefal en secuencias
fuera de fase y medidas entre 9 y 20 mm. Habia dilatacién de las vias biliares
intrahepatica y extrahepatica, y el colédoco tenia un diametro de 7,5 mm
(figura 1).

En la radiografia de miembros inferiores, se observé un festoneado
enddstico focal en la diafisis de la tibia derecha, pero sin reaccion peridstica.
En la resonancia magnética se aprecio un patron parcheado en la médula
Osea de las extremidades inferiores, con lesiones focales hipointensas en
T1 e hiperintensas en STIR, en las diafisis tibiales y femorales, y en la zona
metadiafisiaria proximal de la tibia izquierda; no se demostré6 compromiso de
los tejidos blandos (figura 2).

Figura 1. Resonancia magnética abdominal que evidencia lesiones hepaticas hipovasculares con contenido graso en T1
contrastado, con supresion grasa (A), en fase (B) y fuera de fase (C)
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Figura 2. Extremidades inferiores. A. Resonancia magnética: engrosamiento cortical en el fémur. B. Radiografia simple:
aspecto festoneado enddstico sin reaccion peridstica (flecha) en las tibias y lesion esclerética (punta de flecha) izquierda
C. Resonancia magnética: patrén parcheado en la médula sea, con lesiones focales hipointensas en T1 e hiperintensas
en STIR, en las di&fisis tibiales y femorales, y en la zona metadiafisiaria proximal de la tibia izquierda.
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En la resonancia magnética cerebral se observaron dos masas extraxiales
de bordes bien definidos, hipointensas en T1 y T2, con marcado realce. La
primera masa era de localizacién selar y paraselar, con compromiso de
los senos cavernosos, estenosis grave de las arterias carétidas internas
y cerebrales posteriores, y compresion del quisma dptico y de la glandula
pituitaria. La segunda masa era infratentorial derecha, con compresién del
hemisferio cerebelar del mismo lado, pero sin efecto compresivo sobre el
tallo cerebral ni el cuarto ventriculo. No se observé compromiso de los pares
craneanos. Se evidencié engrosamiento de la duramadre en el tentorio y la
hoz del cerebro, y ademas, dilatacidn e infiltracion de los senos durales, el
transverso derecho y la tércula (figura 3).

Asimismo, se observé hipointensidad en las secuencias T2 en las
regiones selar y paraselar, hallazgo correspondiente al signo oscuro o dark
sign, es decir, baja intensidad de la sefal, similar a la de la cortical ésea
alrededor de la hipdfisis y dentro de los senos cavernosos; este signo ha sido
descrito en la hipofisitis autoinmunitaria y permite diferenciarla del adenoma
hipofisario (10) (figura 4).

Figura 3. Resonancia
magnética cerebral: A. en
plano sagital, lesion selar
extraxial con marcado realce
en la secuencia potenciada en
T1 contrastado y aumento del
realce de los senos durales;
B. lesién infratentorial en
plano coronal; C. la misma
lesién con baja sefal en T2

y aumento del tamano del
seno transverso derecho; D.
infiltracion de la tércula y el
seno transverso derecho, asi
como engrosamiento dural
bilateral en T1 contrastado.

: i .
Figura 4. Resonancia magnética cerebral. A. el signo oscuro (flechas blancas) en secuencias
potenciadas en T2 coronal y C. axial; B. ssgmento cavernoso de las arterias carétidas internas
en T1 en el plano coronal (flechas negras)
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Figura 5. A. Duramadre infiltrada por histiocitos xantomatosos de tamafio variable, con células
gigantes, algunas con multiples nucleos que forman un anillo (células de Touton). Hematoxilina
y eosina, 40X. B. Inmunohistoquimica con CD1a que muestra negatividad de las células

xantomatosas con la tincién de membrana (expresion débil inespecifica para citoplasma), 40X.
C. Inmunohistoquimica con CD68 que evidencia reactividad de las células xantomatosas, 40X.

Cuadro 2. Resultados de las pruebas genéticas y de inmunohistoquimica

Inmunohistoquimica Genética
Prueba Resultado Prueba Resultado
CD68 Acentuadamente positivo Mutacién BRAF V600E Positiva heterocigota

S100 Ocasionales células reactivas
CD1a Negativo

CD45 Positivo

Ki67  Varios leucocitos en proliferacion

En la biopsia intracraneal, se observo la infiltracion por una lesion
xantomatosa con histiocitos de tamafios variados mezclados con células de
Touton, en musculo, hueso y duramadre (figura 5A). La inmunohistoquimica
fue negativa para el patrén de membrana para CD1a, marcando en forma
débil y heterogénea el citoplasma, y fue reactiva para CD68 (figura 5B-C).
Algunas células mostraron reactividad variable (fuerte o débil) para el S100,
por lo que se plante6 que podria tratarse de una histiocitosis no Langerhans
0 una dislipidemia con xantomas asociados (figura 5).

Se practicé una biopsia hepatica en la que se observo el higado
nodular con puentes fibrosos edematosos, proliferacion de los conductos
y abundantes macréfagos que predominaban en la interfase lesionando la
placa limitante, con reaccion positiva para CD68 y negativa para CD1a; no
se observaron células xantomatosas ni de tipo Touton. Con la correlacion
histoldgica, se sugirié que podria tratarse de una enfermedad de Erdheim-
Chester (cuadro 2).

En las pruebas genéticas, se encontré la mutacién BRAF V600E, por lo
que se inicid la administracion de 50 mg de dabrafenib cada 12 horas por via
oral; inicialmente, la paciente toleré adecuadamente el tratamiento (cuadro 2).

Consideraciones éticas

Se obtuvo autorizacién escrita del acudiente de la paciente para usar la
informacidn clinica y las pruebas diagndsticas descritas en esta publicacién.

Discusion

Para establecer la situacién actual y los casos reportados de la
enfermedad, se hizo una busqueda sistematica en Medline (Ovid) y LILACS,
tanto con lenguaje controlado como con texto libre (anexo 1). Se encontraron
66 referencias en las cuales se evaluaron el titulo, el resumen y el texto
completo para seleccionar los reportes de caso o series de casos de la
enfermedad de Erdheim-Chester en pacientes menores de 18 afios: 19
articulos cumplian con los criterios de inclusion (7,9,11-31). Se excluyeron
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47, de los cuales cinco correspondian a series de casos de enfermedad de
Erdheim-Chester que no discriminaban entre adultos y nifios. El total de
casos reportados fue de 22 (cuadro 3). Los estudios se habian desarrollado
en Asia (11 casos), Europa (7 casos) y América (4 casos). La edad de los
pacientes fluctuaba en un rango entre 1,7 y 17 anos, con un promedio de

9 afios; 11 casos fueron en nifios y 11 en ninas. En todos los pacientes

se estableci6 el compromiso dseo, seguido por el del sistema nervioso
central en 55 % de ellos. Se reportdé también compromiso orbitario, cutaneo,

abdominal, pulmonar, renal, pleural, mediastinal y retroperitoneal.

El diagnéstico se confirmé mediante histologia e inmunohistoquimica en
todos los casos. Por histopatologia, se confirmaron 19 casos de enfermedad
de Erdheim-Chester sola y tres de la mixta, de histiocitosis de células de
Langerhans més enfermedad de Erdheim-Chester. Ademas, en siete de
los casos se estudid la posible mutacion V600OE del gen BRAF, la cual se
confirmé en cuatro (4/7, 57 %) de ellos.

Cuadro 3. Caracteristicas de los casos

Edad

Extension de la

Ano Pais ~ Sexo Histologia BRAF Tratamiento Resp. Seg. Com. Ref.
(ahos) enfermedad

2019 Colombia 12 F SNC, OSE, ABD EEC +  Dabrafenib Si 1A Ninguna RA

2018 China 11 M SNC, OSE, ORB HCL/EEC +  Cirugia, dabrafenib Si NR NR 9)

2018 China 3,5 M OSE, CUT EEC - INTo/2a Si NR NR (12)

2017 Hungria 1,7 M OSE, CUT HCL/EEC +  Vemurafenib (3a linea) Si 2A NR (13)

2016 India 6 F OSE EEC - NR NR NR LLA (14)

2016 EUA 15 M SNC, OSE EEC NR  Anakinra, vinblastina Si NR NR (15)

2016 CdS 3 M SNC, OSE, ORB HCL/EEC +  Cladribina, citarabina Si NR NR (16)
(2alinea)

2016 EUA 7 M SNC, OSE EEC +  Anakinra (4a linea) Si 2A NR 17)

2015 Iran 14 M SNC, ORB EEC NR Cirugia, citotéxico, CS Si 8A NR (18)

2014 Singapur 14 F SNC, OSE EEC NR INTa Si 1A LLA,DM (19)

2014 México 2 F OSE, ORB EEC NR Vinblastina, CS (2a Si 5A NR (11)
linea)

2012 China 1 F OSE EEC NR INTa Si 4M NR (20)

2012 CdS 4 M SNC, OSE, PUL EEC NR INTo/2a, ciclosporina, Si 6M NR 21)
CS (2alinea)

2011 China 1 F OSE EEC NR La familia rechaza el NR NR NR (22)
tratamiento

2010 Francia 17 M OSE, ORB, REN EEC NR NR NR NR NR (23)

2010 Francia 6 F  SNC, OSE, REN, PLE EEC NR INTa Si NR NR (23)

2009 Francia 10 F OSE, RET EEC - Canakinumab (3a Si 5A NR (24-26)
linea

2007 Turquia 10 M SNC, OSE EEC NR CS ) NR NR NR (27)

2005 Japoén 13 F SNC, OSE, ABD EEC NR NR NR NR NR (28)

2004 CdS 10 F OSE EEC NR CS Si 3A NR (29,30)

2003 ltalia 14 F SNC, OSE, ABD EEC NR Carboplatino, etopésido  +/-  3A NR (31)
(2alinea)

1991 EUA 7 M  SNC, OSE, MED, RET EEC NR NR NR 2,5A* NR (7)

1991 Francia 17 F OSE, ORB EEC NR CS NR 2,5A* NR 7)

EUA: Estados Unidos de América; CdS: Corea del Sur; SNC: sistema nervioso central; OSE: 6seo; ORB: orbitario; CUT: cutaneo; PUL: pulmonar; REN: renal;
PLE: pleural; RET: retroperitoneal; ABD: abdominal; MED: mediastinal; BRAF: mutacion BRAF VE00E; NR: no reporta; RA: reporte actual; INTa: interferén

alfa; CS: corticoesteroide; A: afos; M: meses; LLA: leucemia linfoide aguda; DM: diabetes mellitus; Resp.: respuesta al tratamiento; Seg.: seguimiento; Com.:
comorbilidades; Ref.: referencias; EEC: enfermedad de Erdheim-Chester; HCL/EEC: histiocitosis de células de Langerhans mas enfermedad de Erdheim-Chester.
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El tratamiento se reportd en 17 de los casos y, en siete de estos
pacientes, fue necesario utilizar mas de un tipo de tratamiento. Los esquemas
terapéuticos definitivos incluyeron: inmunosupresores como corticoesteroides
en seis casos y ciclosporina en uno, interferon alfa en cinco, antagonistas
del receptor de interleucina en uno, anakinra en dos y canakinumab en uno;
ademas, se usé quimioterapia citotéxica en cinco casos, inhibidores de la
enzima asociada al BRAF en dos y cirugia en otros dos. La respuesta al
tratamiento se consideré adecuada en 14 de los 15 (93 %) pacientes en
quienes se reportd, en tanto que en el otro caso la respuesta fue parcial. El
seguimiento de los pacientes se describié en 12 casos, con una media de
tiempo de 2,8 anos. Se reportd la muerte de dos pacientes a los 2,5 anos del
diagndstico de la enfermedad.

En el presente caso, se presentaron los dos tipos de compromiso mas
frecuentes en los pacientes pediatricos: el 6seo, descrito en el 100 % de
los casos, y el del sistema nervioso central, descrito en el 55 % de ellos. A
diferencia de lo reportado en la literatura, en esta paciente la presentacion
clinica fue un sindrome ictérico debido al compromiso hepatico confirmado
histolégicamente.

Las imagenes diagndsticas no solo fueron indispensables para detectar el
compromiso 6seo, esencial en el diagndstico de la enfermedad de Erdheim-
Chester, sino también, las lesiones hepaticas y cerebrales (infiltracién de los
senos durales), lo que contribuyd a la planeacion y la toma de las biopsias.
Ademas, se detecto el hallazgo radiologico denominado signo oscuro
paraselar o dark sign, observado en las secuencias T2 (figura 2), el cual
consiste en la baja intensidad de la sefal alrededor de la hipdfisis y dentro
de los senos cavernosos que, hasta el momento, se ha descrito en pacientes
con hipofisitis autoinmunitaria para diferenciarlos de aquellos con adenomas
hipofisarios (10).

Este es el primer caso de enfermedad de Erdheim-Chester en la
poblacidn pediatrica reportado en Colombia y el segundo en Latinoamérica.
En Colombia, se habia reportado un caso de esta enfermedad en un adulto
de 53 afios con diagnostico de fractura patoldgica de humero (32). En
Latinoamérica, se habia reportado un caso en México, el de una nifa de dos
afnos de edad con compromiso éseo y orbitario, cuya reaccion terapéutica a la
quimioterapia citotéxica de segunda linea con vinblastina y corticoesteroides
fue adecuada (11).

Conclusion

La enfermedad de Erdheim-Chester es una condicién extremadamente
rara en la infancia, cuya presentacion es heterogénea y multisistémica. Para
lograr un diagndstico adecuado, se deben tener en cuenta los hallazgos
clinicos, los histopatolégicos y los radioldgicos. Los reportes de casos de la
enfermedad permiten conocerla mejor y, por ende, diagnosticarla y tratarla de
forma adecuada.
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Reporte de caso

Sindrome de Ramsay-Hunt: a propésito de dos
casos en que se identificé el genoma del virus de la
varicela-zéster en liquido cefalorraquideo

Marcelo Corti'2, Maria F. Villafafie'?, Jorge Correa'?

' Departamento de Medicina, Orientacion Enfermedades Infecciosas, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina

2Divisién VIH-Sida, Hospital de Infecciosas “Francisco Javier Mufiz; Buenos Aires, Argentina

Como los otros herpesvirus alfa, el virus de la varicela-zéster (VZV) permanece en

estado de latencia en los ganglios neurales después de la infeccidn primaria (varicela). La
reactivacion de una infeccion latente por VZV en los ganglios de la raiz dorsal, produce

el herpes zdster. La erupcion que este provoca se caracteriza por lesiones cutaneas
metaméricas que se acompafnan de dolor neuritico y comprometen con mayor frecuencia a
ancianos y sujetos inmunocomprometidos, en especial, aquellos infectados con el virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV).

Las complicaciones que se observan en esta poblacion de pacientes incluyen neumonia,
hepatitis y compromiso del sistema nervioso central (meningitis y encefalitis). Varios
sindromes clinicos se asocian con el herpes zdéster de localizacién craneal, incluida la
paralisis facial periférica y el sindrome de Ramsay-Hunt, el cual constituye la segunda
causa de pardlisis facial periférica y tiene una gran variedad de presentaciones clinicas.
La pardlisis facial se presenta en 60 a 90 % de los casos de sindrome de Ramsay-Hunt,
puede preceder o aparecer después de las lesiones cutédneas y tiene peor pronéstico que
la pardlisis de Bell.

Se describen aqui dos casos de herpes zéster del ganglio geniculado, con pardlisis

facial periférica que coincidié con la aparicién de las lesiones cuténeas vesiculosas

en el conducto auditivo externo y el pabellén auricular (sindrome de Ramsay-Hunt
multimetamérico). En ambos casos, se identificd el genoma del VZV mediante PCR en el
liquido cefalorraquideo (LCR).

Palabras clave: herpes zéster; HIV; sindrome de inmunodeficiencia adquirida; paralisis
facial; liquido cefalorraquideo.

Ramsay-Hunt syndrome: Report of two cases with identification of the varicella
zoster virus genome in cerebrospinal fluid

Like other alpha-herpesviruses, the varicella-zoster virus (VZV) remains latent in the neural
ganglia following the primary varicella infection. The reactivation of the VZV in the dorsal
root ganglia results in herpes zoster. Herpes zoster eruption is characterized by localized
cutaneous lesions and neuralgic pain mostly in older and immunocompromised persons,
especially those living with the human immunodeficiency virus (HIV).

The most commonly reported complications include VZV pneumonia, meningitis,
encephalitis, and hepatitis. Several neurologic syndromes have been described associated
with herpes zoster localized in cranial areas including peripheral nerve palsies and the
Ramsay-Hunt syndrome, which has a varied clinical presentation and is the second most
common cause of peripheral facial paralysis. Facial paralysis in this syndrome occurs in

60 to 90% of cases and it may precede or appear after the cutaneous lesions with a worse
prognosis than idiopathic Bell paralysis.

Here we present two cases of herpes zoster from the geniculate ganglia with peripheral
facial paralysis that appeared simultaneously with vesicular herpetic otic lesions
(multimetameric Ramsay-Hunt syndrome). In the two cases, amplifiable varicella-zoster viral
DNA was found in the cerebrospinal fluid by RT-PCR Multiplex.

Keywords: Herpes zoster; HIV; acquired immunodeficiency syndrome; facial paralysis,
cerebrospinal fluid.

El virus de la varicela-zéster (VZV) o virus del herpes humano de tipo 3
(HHV-3) pertenece al género Varicellovirus. El genoma es el mas pequefo de
todos los miembros de la familia Herpesviridae. Las especies de esta familia
se agrupan en tres subfamilias segun las caracteristicas de su genoma,
estructura, tropismo tisular, efecto citopatico y las células en las que se
mantienen en estado latente. Dichas subfamilias se denominan Herpesvirinae
alfa, beta y gamma. EI VZV pertenece a la Alfaherpesvirinae (1).
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Cuando el VZV ingresa por primera vez al organismo de un huésped
sensible, produce la varicela de patogenia exégena, que se caracteriza por
una erupcion maculo-papular y vesicular costrosa, cuya primera modalidad
de diseminacion es la hematica (viremia). La segunda forma clinica, o
reactivacion enddgena, es el herpes zdster, que ocurre luego de un periodo
variable de latencia en las células neurales (neuronales y gliales) de los
ganglios sensoriales. Esta afeccion se observa predominantemente en
pacientes inmunocomprometidos y en ancianos cuando el virus migra por via
axonal hasta la piel, provocando una erupcién, generalmente metamérica y,
con frecuencia, diseminacion a otros 6rganos como pulmén o el higado y el
sistema nervioso central (2).

Casos clinicos
Caso 1

Se trata de un varén de 46 afos con antecedentes de HIV/sida en
tratamiento de mantenimiento, y criptococosis y tuberculosis meningeas
en tratamiento de consolidacion. Ingresd al Hospital de Infecciosas
“Francisco Javier Muiiz” (Buenos Aires) por presentar lesiones maculo-
papulares vesiculosas localizadas en la hemicara derecha, el pabellon
auricular y el dorso de la lengua homolaterales indicativas de herpes zdster
multimetamérico. El paciente habia iniciado recientemente el tratamiento
antirretroviral de gran actividad (TARGA) con un esquema de 50 mg/dia
de dolutegravir, 200 mg/dia de emtricitabina y 300 mg/dia de tenofovir
desoxifumarato. El recuento de linfocitos T CD4+ fue de 134 células/pl (8 %).

A su ingreso, se le practicé una tomografia computarizada (TC) de cerebro
y se descartaron lesiones ocupantes de espacio; ademas, se le practicd una
puncién lumbar. Se obtuvo liquido cefalorraquideo (LCR) claro, y se detectd
una discreta pleocitosis (8 células/ml, 100 % mononucleares), glucorraquia
de 40 mg/dl, e hiperproteinorraquia de 1,88 g/L. La reaccion en cadena de la
polimerasa para herpes virus en liquido cefalorraquideo (PCR multiplex) resulté
positiva para el genoma de VZV y negativa para el resto de los herpesvirus.

Se diagnostico sindrome de Ramsay-Hunt en estadio | y se inici6 el
tratamiento con aciclovir intravenoso en dosis de 2 gramos por dia durante 14
dias. Se obtuvo una buena evolucidn clinica y mejoria de las lesiones de piel
y mucosas. Se descarté compromiso ocular y auditivo y, dado que el paciente
evoluciond favorablemente, se le dio de alta para su seguimiento por consulta
ambulatoria.

Caso 2

Se trata de un varén de 55 afos con diagnostico de HIV/sida de larga
data, con deficiente cumplimiento del tratamiento antirretroviral de gran
actividad (TARGA), el cual habia reiniciado dos meses antes con un esquema
de 50 mg/dia de dolutegravir, 200 mg/dia de emtricitabina y 300 mg/dia de
tenofovir desoxifumarato.

Consulté por otalgia, tinnitus, paresia moderada en hemicara izquierda
y dificultad para cerrar el ojo (figura 1), ademas de lesiones vesiculosas
costrosas en el pabellon auricular homolateral de 15 dias de evolucion (figura
2). El cuadro clinico se interpreté como una erupcién por VZV con compromiso
de mas de un par craneal y sindrome de Ramsay-Hunt en estadio IIl.
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Figura 1. Paralisis facial periférica izquierda Figura 2. Erupcion vesicular costrosa por

con imposibilidad para el cierre palpebral y herpes zoster en el conducto auditivo externo
caida de la comisura labial y el pabellén auricular

En el examen fisico, se constato la presencia de paresia moderada en la
hemicara izquierda, con dificultad para cerrar €l 0jo, y lesiones vesiculosas
costrosas en el pabellén auricular homolateral.

El recuento de linfocitos T CD4+ fue de 111 células/pl (3 %) y la carga viral
para HIV era indetectable: <40 copias/ml (log,,<1,60). Se practicé una TC de
cerebro con la cual se descartaron lesiones ocupantes de espacio. Se efectud
una puncién lumbar y se obtuvo liquido cefalorraquideo claro, normotenso,
con 5 células/ml, glucorraquia de 74 mg/dl y proteinas de 0,33 g/L. La PCR
multiplex en el liquido cefalorraquideo resulté positiva para el genoma del
VZV y negativa para el resto de los herpesvirus.

Se inicio el tratamiento con aciclovir intravenoso en dosis de 2 g por dia
durante 14 dias, con buena evolucion clinica y mejoria de las lesiones de
piel y mucosas. Durante la hospitalizacion, el paciente presenté falla renal y
sindrome vertiginoso, por lo que se agregaron corticoides en dosis diarias
de 1 mg/kg, y requirié cuidados intensivos para el manejo de la funcion
renal durante 72 horas. Se completd el tratamiento con aciclovir intravenoso
durante 14 dias vy, al finalizarlo, se hizo una nueva puncién lumbar de control
obteniéndose 3 células/ml, glucorraquia de 102 mg/dl, y proteinas de 0,35
g/L. La PCR para VZV resulté negativa. Dada la mejoria clinica y de la funcién
renal, se dio de alta al paciente para continuar con el seguimiento y el control
ambulatorios.

Consideraciones éticas

Se obtuvo la autorizacién de ambos pacientes para publicar los casos
clinicos, y la del paciente del caso 2 para la publicacién de las fotos e imagenes.
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El IX par craneal, o nervio glosofaringeo, se origina en el ganglio
geniculado, en la superficie lateral del bulbo, cerca del primer codo del VII
par craneal y de los nucleos de origen de los nervios vago (X par) y espinal
o accesorio. Contiene fibras motoras y sensoriales: las motoras inervan el
musculo estilo-faringeo y el musculo constrictor superior de la faringe, y las
sensoriales transmiten la sensibilidad general de la orofaringe y la sensacion
gustativa del tercio posterior de la lengua.

El herpes zdster 6tico, descrito por Ramsay y Hunt en 1907, es un
sindrome que conjuga la paralisis facial periférica y la erupcién cutanea
papulo-vesiculosa, la cual puede comprometer la membrana timpanica y el
conducto auditivo externo homolateral. En ocasiones, la erupcion se extiende
al pabelldn auricular ipsilateral o la mucosa oral como consecuencia de la
afectacion del ganglio geniculado por el VZV (3). La parélisis facial es muy
parecida a la llamada paralisis de Bell. La afectacion de los ganglios de Corti
y Scarpa se acompafa de vértigo, tinnitus, nistagmo, nauseas, vomitos e
hipoacusia neurosensorial debido al compromiso del VIII par craneal por
proximidad (4). Se estima que este sindrome incluye entre el 7 y el 16 %
del total de las paralisis faciales periféricas unilaterales no traumaticas;
la afectacién facial suele aparecer entre los dias 4 y 15 después de la
erupcion, y su evolucion es mas grave que la de la paralisis facial de Bell. La
recuperacion completa solo se alcanza en el 50 % de los adultos (5).

Los sujetos inmunodeprimidos son especialmente proclives a
desarrollar esta enfermedad, sobre todo aquellos que reciben tratamiento
inmunosupresor, individuos infectados por el HIV (como los casos que se
describen) y los portadores de enfermedades hematologicas malignas (6).
La presentacion clinica es muy variada. La enfermedad se clasifica en cuatro
estadios, del | al IV. El estadio | incluye otalgia y erupcion de vesiculas en
el territorio del nervio facial; el estadio Il incluye, ademas, paralisis facial
periférica homolateral; el estadio Il o sindrome de Sicard comprende la
triada de dolor, erupcion y paralisis facial, asi como acufenos e hipoacusia
perceptiva de dificil recuperacion y, a veces, episodios de vértigo; el estadio
IV se caracteriza por la afectacion de otros pares craneales, en especial el V
par, por lo que se trataria de una polineuropatia craneal (7). La presentacion
del sindrome de Ramsay-Hunt como una polineuropatia de varios pares
craneales fue descrita por Aviel y Marshak (7), quienes comprobaron la
participacion de los siguientes nervios en orden decreciente: VII, VIII, IX, V, X
y VI, siendo rara la participacion del resto de los pares craneales.

Las manifestaciones clinicas dependen del territorio o territorios que
inervan los pares craneales afectados. Su caracteristica esencial es la de ser
estrictamente unilateral, deteniéndose en la linea media, como toda erupcién
por herpes zéster. La sobreinfeccién de las lesiones, sobre todo las cutdneas,
es frecuente. En la mayoria de los casos el diagndstico es clinico y se basa en
la presencia de las lesiones cutaneas tipicas en el oido externo y, a veces, con
caracter metamérico, en otras zonas de la cabeza y el cuello (6). En general,
la erupcidn vesicular precede a la paralisis facial, pero en el 14 % de los casos
esta es posterior y complica el diagndstico (8) En otros pacientes, las vesiculas
herpéticas no llegan a aparecer, forma clinica que se conoce como zoster sine
herpete y que, segun algunos estudios, corresponde al 16 % del total de las
paralisis faciales periféricas (9). Una pequefa proporcion de los pacientes con
un diagndstico inicial de pardlisis idiopatica de Bell, podrian sufrir en realidad
un zoster sine herpete o sindrome de Ramsay-Hunt atipico (6,10).



Biomédica 2021;41:625-30

Sindrome de Ramsay-Hunt

Aunque el diagndstico es eminentemente clinico, es posible detectar
serologias especificas para el VZV hasta en el 25 % del total de paralisis
faciales. Mediante PCR, se ha podido detectar el genoma del VZV en el 89
% de los casos estudiados de sindrome de Ramsay-Hunt, pero son técnicas
que confirman el diagndstico tardiamente y no estan disponibles en todos los
centros médicos (6). La unica prueba util para evaluar las lesiones cutaneas,
por su rapidez de ejecucion y sencillez de interpretacion, es el citodiagndstico
de Tzanck (11).

Cualquier persona que haya padecido varicela puede presentar un
sindrome de Ramsay-Hunt. La reactivacion del VZV puede causar varicela en
los contactos si estos no la han tenido o no han sido vacunados previamente.

Como tratamiento, los antivirales mas aconsejables son: aciclovir, 30 mg/
kg/dia de 10 a 14 dias; famciclovir, 500 mg cada 8 horas durante 7 dias, o
valaciclovir, 1 g cada 8 horas durante 5 dias. Estos dos ultimos tienen la
ventaja de que el tratamiento es de una menor duracién y con dosis menos
frecuentes (12).

En cuanto al uso de corticosteroides en estos casos, en el estudio
retrospectivo de Coulson, et al. (13), sobre los factores de prondstico en 101
pacientes con sindrome de Ramsay-Hunt, los autores concluyeron que su uso
temprano conjuntamente con el tratamiento antiviral tuvo mayores beneficios
en comparacion con no emplearlos. Una explicacion posible de este hallazgo
es que el efecto antiinflamatorio de los esteroides es més beneficioso en el
momento de mayor inflamacion de los nervios craneales por la accién del
VZV. En los dos casos que se describen, el uso de esteroides fue necesario,
especialmente en el paciente numero 2 por el gran componente vertiginoso
que formaba parte del cuadro clinico. En ambos se utilizé la formulacion
intravenosa de aciclovir al detectar el genoma viral en liquido cefalorraquideo
mediante PCR y la evolucién fue muy favorable.

Conclusioén

En conclusidn, las complicaciones neuroldgicas del VZV son mucho
mas frecuentes en los pacientes inmunocomprometidos y, especialmente,
en los infectados con el HIV. En estos casos, se observan formas cutaneas
diseminadas que simulan una varicela y compromiso visceral, incluido el
sistema nervioso central. En este sistema, lo mas comun es el compromiso
vascular (vasculitis/angeitis granulomatosa de grandes vasos), que puede
simular un accidente cerebrovascular agudo (encefalitis de grandes vasos),
y la hemiparesia contralateral tardia, denominada asi porque ocurre
generalmente algunas semanas después de un episodio de herpes zdster
con afeccion de la primera rama del V par (trigémino) (14-16). EI compromiso
de las meninges, comprobada en los dos casos que se presentan, es muy
infrecuente y estd escasamente citada en la literatura médica (17,18).
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Reporte de caso

Primer registro de accidentes ofidicos por
mordedura de Micrurus ortoni y Micrurus hemprichii
(Serpentes: Elapidae) en Colombia y Peru

Santiago Ayerbe-Gonzalez', Gloria Esperanza Condiza-Benavides?, Maria José
Sevilla-Sanchez?

' Grupo de Investigaciones Herpetoldgicas y Toxinolégicas, Universidad del Cauca, Popayan,
Colombia

2 Departamento de Medicina Interna, Clinica Los Andes, Tunja, Colombia

3 Grupo de Nutricion, Facultad de Salud, Universidad del Valle, Cali, Colombia

Se reportan dos casos de mordedura por serpientes de la especie Micrurus ortoni en
Colombia y uno por M. hemprichii en Peru. En dos de los casos se observo afeccion
neuroldgica motora leve a moderada vy, en todos, se presentd un acentuado trastorno
sensitivo con hiperestesia e hiperalgesia irradiada desde el sitio de la mordedura hacia
todo el hemicuerpo comprometido. El Unico paciente que recibié antiveneno, el cual no era
especifico para el tipo de envenenamiento, desarrollé una reaccion al suero equino a los
ocho dias de su aplicacion.

Se presentan y discuten los resultados de las pruebas de laboratorio, incluido el estudio
electromiografico, asi como el registro fotografico de las manifestaciones clinicas y de los
agentes causales.

Palabras clave: serpientes de coral; mordeduras de serpientes; Colombia; Peru.

First record of snakebites by Micrurus ortoni and Micrurus hemprichii (Serpentes:
Elapidae) in Colombia and Peru

We report two snakebites by Micrurus ortoni in Colombia and one by M. hemprichii in

Pert. In two of the cases, we observed mild to moderate motor neurological involvement
and in all patients, there was a marked sensory effect with hyperesthesia and hyperalgesia
radiating from the bite site to the entire ipsilateral hemibody. The only patient who received
antivenom, which did not correspond with the type of envenomation, developed equine
serum sickness eight days after its administration.

The results of the laboratory tests, including an electromyographic study, the photographic
record of the clinical manifestations, and the causative agents are presented and discussed.
Keywords: Coral snakes; snake bites; Colombia; Peru.

Las serpientes conocidas comunmente como corales pertenecen a la
familia Elapidae, de la cual se reconocen 30 especies del género Micrurus en
Colombia y 19 en Peru, y una sola especie del género Hydrophis (Hydrophis
platurus) en los dos paises (1). Estas serpientes tienen denticién proteroglifa
caracterizada por la presencia de un par de colmillos en la maxila, muy
pequefios, inmdviles, curvados hacia atras, y dotados de un conducto
semicerrado por donde fluye el veneno (2). En Colombia, la gran mayoria
de los accidentes elapidicos son ocasionados por Micrurus mipartitus y M.
dumerilii, aunque también se han reportado algunos casos causados por
M. obscurus y M. surinamensis (3-5), en tanto que, en Peru, no ha habido
reportes de casos de accidentes micruricos hasta el momento (6,7).

Las corales verdaderas y las falsas tienen un patron de colores que
combina el rojo (naranja), el amarillo (blanco) y el negro. Los anillos negros
siguen un patrén bicolor (M. mipartitus), monadal (M. dumerilii) o en triada (M.
ortoni) (8,9). El ofidismo micrurico en Colombia es poco frecuente; en algunos
estudios se ha reportado una prevalencia de menos del 1 al 3,4 % (5,6). Esto
se debe a distintos factores, como sus habitos secretorios y fosoriales, ya
gue se adaptan a la vida subterranea y en excavaciones, su comportamiento
no agresivo, sus colmillos diminutos y la poca cantidad de veneno inyectable
(3-5,9).
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En este estudio, se presenta el primer reporte de casos de accidente
ofidico micrurico por M. ortoni en Colombia y el primero por M. hemprichii
en Peru. Estas especies se hallan en el piedemonte oriental de la Cordillera
Oriental de los Andes y en la Amazonia de Colombia, Venezuela, Ecuador,
Brasil, Peru y Bolivia (figuras 1y 2).

Caso 1

En este caso el agente causal fue un individuo de la especie M. ortoni
(Schmidt 1953), la cual se conoce como “coral lombricera occidental” (5,10),
identificado con base en el registro fotografico (figura 2A). Infortunadamente,
el ejemplar fue incinerado por creencias religiosas.

Se trata de una mujer de 24 anos, que piso accidentalmente la serpiente y
fue mordida en la cara interna de la regién talar del miembro inferior derecho
a las 18:15 horas del 11 de septiembre de 2020, encontrandose en la parte
posterior de su casa, situada en el casco urbano de Pajarito, noreste de
Boyaca, a 1.400 msnm, en el piedemonte oriental de la Cordillera Oriental de
los Andes.

La paciente lleg6 al centro de nivel | de atencidn (centro de salud basico),
a 30 minutos del sitio del accidente ofidico, refiriendo dolor intenso en la
extremidad afectada, irradiado a la region lumbar, asi como sensacion de
parestesias generalizadas y cefalea intensa. El acompafante ensend la
fotografia al médico, quien determind que no se trataba de una serpiente
venenosa y canalizd una vena periférica.
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Figura 1. Primeros registros de accidente ofidico causado por
las especies Micrurus ortoni en Colombia (caso 1y caso 2) y
Micrurus hemprichii en Peru (caso 3)
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Fotografias: Juan Carlos Suarez-Porres (A), Fiorella Escobar-Holguin (B) y Timothy D. Pyne (C)

Figura 2. Especies involucradas en los accidentes ofidicos reportados en Colombia
y Pert. A. Micrurus ortoni. Pajarito, Boyaca (Colombia), B. Micrurus ortoni.
Cartagena del Chaira, Caqueta (Colombia), C. Micrurus hemprichii. Estacion
Bioldégica Los Amigos, Madre de Dios (Pert)

En el examen fisico, su tension arterial era de 100/51 mm Hg, la frecuencia
cardiaca de 115 por minuto, la frecuencia respiratoria de 17 por minuto, la
saturacion de oxigeno de 89 % y la temperatura de 36,0 °C; su peso era de 64
kg, la estatura de 163 cm y el indice de masa corporal (IMC) de 24 kg/mZ.

Se encontraba alerta, agitada y ansiosa, con pupilas isocoricas y
fotorreactivas, ligeramente midriaticas, sin compromiso de los pares craneales,
con taquicardia sinusal en la auscultacién cardiaca, en tanto que los pulmones,
el abdomen y las vias genitourinarias estaban normales. En el borde externo
del tenddn de Aquiles, se apreciaron dos lesiones puntiformes a 6,1 mm una
de la otra, con ligero eritema perilesional (figura 3A), hiperestesia en la cara
interna de la pierna y el muslo, pero sin compromiso motor.

A los 20 minutos, el dolor era intenso y presentd ligera dificultad
respiratoria. EI médico decidié aplicar dos viales de suero antiofidico
polivalente liofilizado de laboratorios Probiol®, lote AP 009 | 19-V, a las
18:45 horas. En ese momento la tension arterial era de 195/150 mm Hg
y presentaba una ligera taquicardia. Se ordend un inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) (no especificado en la historia clinica)
por via sublingual, con lo que se logré revertir el episodio hipertensivo, asi
como 2 g de dipirona por via intravenosa que no tuvieron efecto sobre el
dolor. La herida se lavé con solucién salina al 0,9 % y jabdén quirdrgico.

Se trasladé a la paciente a un hospital de nivel Il en Sogamoso, Boyacd, a
donde llego a las tres horas de viaje con signos vitales estables (SO,: 94 %),
y sin compromiso motor ni de pares craneales. El dolor intenso persistia en la
regién talar lesionada, y se irradiaba a toda la extremidad y la regién lumbar
derecha. En ese momento, el pulso periférico de la paciente era normal, el
llenado capilar era de 2] presentaba una ligera hiporreflexia patelar derecha ++
e izquierda ++++. Se decidié administrar tratamiento de gastroproteccion con 50
mg de ranitidina por via intravenosa cada 12 horas y 10 mg de metoclopramida
por via intravenosa cada 12 horas; se continud la dipirona en dosis de 2 g, y se
inicié la administracion intravenosa de 5.000.000 Ul de penicilina cristalina cada
4 horas y de 200 mg de hidrocortisona en una sola dosis.
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Fotografias: Gloria Esperanza Condiza-Benavides (A, D), Jnoan Manuel Ceballos-Sanchez (B, C, E, F)

Figura 3. Ofidismo micrurico por M. ortoni (Pajarito). A. Area de la mordedura. B. Facies
de Rosenfeld. C. Paresia del Il par craneano. D. Enfermedad del suero (séptimo dia). E.
Facies normal (octavo dia). F. Eritema facial (octavo dia)

Cuadro 1. Resultados de los exdmenes paraclinicos en el Hospital Regional de
Sogamoso (Boyacad) de nivel Il

Estudio Resultado

Hemograma Leucocitos: 14,82 x 103/mm3; neutrdfilos: 90 %;
linfocitos: 10 %; hemoglobina: 14,6 g/dl; hematocrito:
43,6 %; plaquetas: 283 x 103/mm?

Enzimas musculares Creatina cinasa total: 105 U/L

Perfil metabdlico Glucemia: 88 md/dl

Funcion renal Creatinina sérica: 0,99 mg/ml, Nitrégeno ureico en
sangre: 10,05 mg/dl

Proteina C reactiva 0 mg/L

Electrolitos Sodio: 139 mmol/L; potasio: 3,5 mmol/L

Un médico anotd en su historia clinica en urgencias: “...se obtiene imagen
fotografica del animal cabeza redonda, anillos pares, identificada como
coral no venenosa, se inicia hidratacion...” Posteriormente, se suspendié la
dipirona, se le administré 1 g de acetaminofén por via oral cada 6 horas, y se
le ordenaron examenes paraclinicos y hospitalizacién (cuadro 1).

A las 18 horas del accidente, la paciente refiere odinofagia moderada y
disgeusia: “todo lo que como, me sabe a aji” La saturacién de oxigeno era
de 94 % y el dolor intenso persistia. Otro médico anoté en su historia: “se
confirma especie de animal por fotografia, coral no venenosa’ Entonces, se
reinicié la dipirona, se suspendid la penicilina y se inicié la administracion de
cefazolina. Se considerd el egreso hospitalario.

A las 25 horas el dolor era muy intenso y los profesionales de enfermeria
decidieron aplicarle 75 mg de diclofenaco por via intravenosa en dosis Unica
“frente a insistencia de la paciente’ Los familiares solicitaron entonces su
traslado a un centro de nivel lll; ingresé a la Clinica Los Andes en Tunja
(Boyaca) después de 48 horas del evento y alli se acepto el diagndstico de
accidente micrarico por M. ortoni.
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La paciente presento ligera facies de Rosenfeld con leve ptosis palpebral
bilateral por paresia de la rama superior del Ill par craneal (figura 3By 3C) y
bradilalia con parestesia en la lengua y ligera disfagia por compromiso del IX
par (glosofaringeo) sin que progresara a los pares X (vago), Xl (accesorio)

y XllI (hipogloso). Se ordenaron nuevos examenes paraclinicos (cuadro 2).

A pesar del manejo médico, la paciente continud presentando hiperalgesia

e hiperestesia intensas en el area de la mordedura en el miembro inferior
derecho, en el tendon de Aquiles y el taldn (L), en el nervio sural (S,) en

el musculo cutaneo (L, a L,), siguiendo un curso ascendente ipsilateral

hacia la region lumbosacra por estimulacion de las raices sensitivas L, a S,,
hiperestesia de T, a T,,, del hombro (nervio axilar, ramas C_y C,), de la region
anterolateral del brazo y el antebrazo (nervio radial, intercostobraquial y
braquial mediano, ramas C, a T,), parestesias en el dedo gordo derecho y en
los dedos de la mano derecha (C,, C,, C,) (11).

Dada la persistencia del intenso dolor, el Servicio de Medicina Interna
ordeno estudios con ecografia Doppler venosa y dimero D para descartar
trombosis venosa profunda, los cuales fueron normales. Se le practico
una electromiografia de las cuatro extremidades, la cual mostr6 hallazgos
de “neuropatia axonal motora y axonal-mielinica sensitiva en medianos y
mielinica motora-sensitiva de tibial posterior derecho de caracter leve a
moderado’ Estos hallazgos se consideraron secundarios a la neurotoxicidad
del veneno de M. ortoni, por lo que se inici6 tratamiento con pregabalina y
terapia fisica, con lo que se logré una leve disminucion de los sintomas.

Al séptimo dia de hospitalizacion, la paciente presentd exantema en
pies, muslos y cara, acompafnado de prurito intenso y disnea leve (figura
3D), se diagnostico, entonces, una enfermedad del suero secundaria al
uso del antiveneno polivalente de origen equino y se traté con 100 mg de
hidrocortisona por via intravenosa cada 8 horas durante tres dias y 50
mg de difenhidramina por via oral cada 8 horas durante cinco dias, lo que
permitié la mejoria del cuadro clinico. Dada la adecuada evolucién clinica y la
desaparicion de las manifestaciones neuroldgicas (figura 3E y 3F), se ordend
el alta al noveno dia, continuandose la terapia fisica y la pregabalina.

Cuadro 2. Resultados de los examenes paraclinicos en la Clinica Los Andes de Tunja (Boyacad)
de nivel lll

Estudio Resultado

Hemograma Leucocitos: 9,9 x 103mm?; hemoglobina: 14,2 g/dl;
plaguetas: 271 x 103/mm3

Enzimas musculares Creatina cinasa total: 83 U/L; CK (MB): 7 U/L

Funcién hepatica Aspartato aminotransferasa: 15,3 UK/L; alanina-

aminotransferasa: 12,8 UK/L; bilirrubina total: 0,47
mg/dl; b. directa: 0,20 mg/dl; b. indirecta: 0,27 mg/dl

Funcién renal Creatinina sérica: 0,87 mg/ml; Nitrégeno ureico en
sangre: 6 mg/dl

Reactante para dafio tisular Lactato deshidrogenasa: 271 U/L

Reactante para trombosis venosa profunda Dimero D: 0,56 pg/ml

Tiempos de coagulacién Tiempo de protrombina: 12,5"/12,2”; tiempo parcial

de tromboplastina: 26,67/26,3”; INR (International
Normalized Ratio): 1,13”

Ecografia abdominal total Hallazgos normales

Ecografia Doppler venosa de miembro Edemas de tejidos blandos, negativo para
inferior derecho trombosis venosa profunda

Radiografia de térax Normal

Electromiografia de las cuatro extremidades Ver descripcion en el texto
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Caso 2

Se trata de una mujer de 19 anos mordida por una serpiente M. ortoni
(figura 2B) cuando la pis6 accidentalmente en la cocina de su casa en el
casco urbano de Cartagena del Chaira, Caqueta (Colombia), situada a 350
msnm en la margen derecha del rio Caguan, en la Amazonia, el dia 30 de
noviembre de 2020 a las 18:30 horas. El animal estaba debajo de un plastico
oscuro. Existen dos lagos artificiales cerca de la casa de la paciente y, la
vispera del accidente, el poblado se habia inundado por el desbordamiento
del rio Caguan debido al intenso invierno.

La paciente estaba descalza y fue mordida en la zona distal del borde
externo del primer dedo del pie izquierdo (figura 4). Presentd dolor intenso
y continuo, irradiado al pie y la pierna hasta la rodilla, con sensacién de
quemadura, por lo que acudio al centro de nivel | de atencion, donde le
administraron hidratacion parenteral. En el examen fisico, solo se encontraron
las pequefas marcas de los colmillos sin ninguin otro signo, pero fue remitida
al nivel Il de atencidon en Florencia, Caqueta, por el intenso dolor que no
cedié con la aplicacién de tramadol intravenoso. A las dos horas, el dolor era
intermitente y poco a poco fue cediendo hasta desaparecer aproximadamente
tres horas después. Segun los médicos, la serpiente no era una Micrurus
sino una falsa coral.

En el examen fisico, se encontrd tension arterial de 120/80 mm Hg,
frecuencia cardiaca de 75 por minuto, frecuencia respiratoria de 20 por minuto
y saturacion de oxigeno de 95 %. No habia signos de neurotoxicidad motora ni
alteraciones de los pares craneales; el resultado del resto de las evaluaciones
fue negativo. Se le tomaron examenes paraclinicos a las 18 horas de evolucién
(cuadro 3). El uroanalisis evidencié contaminacion por menstruacion.

Se trat6 el dolor con 500 mg de acetaminofén cada 6 horas y por via
intravenosa, 1 g de dipirona cada 8 horas y 25 mg de tramadol cada 6 horas;
ademas, 3 g por via intravenosa de ampicilina-sulbactam cada 8 horas y 500
ml de lactato de Ringer (70 ml/hora). Se ordend su salida y la continuacion
del tratamiento por via oral con 1 g de acetaminofén cada 8 horas por 7 dias,
500 mg de cefalexina cada 8 horas por 7 dias y 250 mg de naproxeno cada 8
horas por 7 dias.

Fotografia: Fiorella Escobar-Holguin

Figura 4. Ofidismo micrurico por M. ortoni (Cartagena del
Chaira). Mordedura en el dedo gordo del pie izquierdo
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Cuadro 3. Resultados de los examenes paraclinicos en la Clinica Medilaser S. A. de
Florencia (Caqueta) (nivel II)

Estudio Resultado

Hemograma Leucocitos: 8,5 x 10%/mms3; hemoglobina: 13,5 g/dl;
plaquetas: 278 x 108/mm?

Electrolitos Potasio sérico: 3,64 mmol/L
Sodio sérico: 141,6 mmol/L

Proteina C reactiva 3,5 mg/L

Tiempos de coagulacion Tiempo de protrombina: 15,87/13,6”; tiempo parcial

de tromboplastina: 31,77/29,3”; INR (International
Normalized Ratio): 1,17”

International Normalized Ratio (INR) 1,17”

Caso 3

Este caso llegd a la atencion de los autores porque el herpetélogo William
W. Lamar de la University of Texas at Tyler Graduate School establecio el
enlace entre el paciente y el doctor Santiago Ayerbe, buscando orientacion,
ya que habia ocurrido en una regién latinoamericana. Se trataba de un
hombre de 44 afios, mordido el 27 de octubre de 2010 a las 15:50 horas en
la estacion bioldgica “Los Amigos’, Madre de Dios, en la Amazonia del Peru,
por una M. hemprichii, denominada “coral lombricera occidental” (5,12) (figura
2C), en el borde interno de la zona distal del pulgar derecho mientras le
tomaba fotografias. Ambos colmillos penetraron la piel. La distancia entre los
colmillos se estimd entre 6 y 7 mm.

A continuacidn, se describe la evolucion del cuadro clinico segun los datos
suministrados por el propio paciente, quien los tenia anotados, pues no le
entregaron la epicrisis. Las cifras corresponden al tiempo en minutos y horas
después de la mordedura.

“+:10’ Inicio del dolor y ligero edema en el pulgar derecho

+:45’ Entumecimiento y dolor moderado en antebrazo derecho y
linfadenitis regional durante 45’

+3 h 10’ hipoestesia moderada y entumecimiento facial similar al efecto
producido por anestesia local con novocaina. El sintoma duré 45

+4 h El dolor en el dedo, que habia sido intermitente, ahora se torna
severo (sic) en todo el dedo y en oleadas por cerca de 30:

+7 h El dolor ha disminuido notablemente. A las 06:00 horas del 28 de
junio, no hay dolor ni edema”

Aproximadamente a las 12:00 horas del 29 de junio, el paciente refiere
dolor difuso en todo el cuerpo similar al de un resfriado comun y palpa una
adenopatia dolorosa en la parte lateral derecha del cuello. Este cuadro clinico
durd ocho horas. No se presentaron mas sintomas.

El paciente fue evacuado de la estacién bioldgica hacia un hospital en
Puerto Maldonado, cerca de la medianoche del dia del evento; la doctora que
lo atendié se negd a creer que habia sido mordido por una Micrurus, pues
tenia otro concepto sobre el patron de estas serpientes, desconocia el agente
causal, M. hemprichii, y la evolucion clinica del paciente tampoco encajaba
en el cuadro clinico clasico del ofidismo micrurico. Por otra parte, la médica
desestimd la identificacién positiva de la serpiente, hecha por un herpetélogo
de reconocida trayectoria internacional. Esta situacion generd desconcierto
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en el paciente. Le tomaron una muestra de sangre y le aplicaron tetanol. Fue
enviado a un hotel donde lo examinaron cada 30 minutos por si empeoraba,
hasta la manana del 30 de junio cuando le dieron de alta.

Consideraciones éticas

Se garantizé la confidencialidad de la informacién segun lo estipulado en
la Ley 1273 del 2009 y la Ley 1266 del mismo afio. Los pacientes autorizaron
la publicacién de los casos y el uso de fotografias.

Discusion

En Colombia y Peru, el accidente ofidico se considera un problema de salud
publica de notificacion obligatoria, ya que la diversidad de ecosistemas y clima
de ambos paises permiten albergar muchas especies de serpientes, entre
las cuales se encuentran dos familias de serpientes venenosas: Viperidae y
Elapidae. Las familias Colubridae y Dipsadidae tienen algunas serpientes con
denticion opistoglifa y son potencialmente venenosas, aunque no letales (5).

En un estudio de los venenos de ocho corales amazénicas y una de
norteamérica, se encontré que el veneno de M. hemprichii ocupa el sexto lugar
en letalidad, con una dosis letal 50 (DL, ) de 2,35 mg/kg (47 pg/raton de 18-22
g), actividad especifica de la fosfolipasa A, de 24 nm/minuto/ug de veneno
asociada a neurotoxicidad y actividad proteolitica. En cambio, ocupa el tercer
lugar en cuanto a actividad de la hialuronidasa, casi igual a la observada en M.
lemniscatus (12). En otro estudio, la DL, vario entre 1,41y 3,4 mg/kg por via
intraperitoneal e intramuscular, respectivamente (X=2,4 mg/kg), ocupando el
tercer lugar después de M. surinamensis y M. lemniscatus (13). El antiveneno
anticoral fabricado por el Instituto Butantan (Brasil) ha demostrado una buena
capacidad de neutralizacion moderada del efecto de la fosfolipasa A,, la
actividad proteolitica y la hialuronidasa del veneno de M. hemprichii (12).

El cuadro clinico de los pacientes presentados, no progreso a paralisis
flacida respiratoria y periférica, quiza debido a que el veneno de M. ortoni es
uno de los menos potentes, como se demostré en el estudio comparativo
con ocho venenos de corales amazénicas (6). Por ello, se deduce que
su contenido de a-neurotoxinas es bajo, tiene predominio de accién en
las fibras neurosensoriales, y su diseminacion se produce por una via
diferente, pues esta no fue global sino ascendente e ipsilateral a la lesion,
sin manifestaciones en el hemicuerpo contralateral. En este estudio, no se
comprobd el efecto miotdxico descrito para M. ortoni (6). Asimismo, no se han
reportado las alteraciones de la coagulacidn descritas con las Micrurus spp.
de norteamérica y Venezuela (14).

El veneno de Micrurus tiene una actividad neurotdxica potente, aunque
la actividad miotéxica o hemolitica de algunas especies puede ser escasa o
estar ausente. Las neurotoxinas interfieren en la transmision colinérgica en el
sistema nervioso periférico y en la unién neuromuscular. Se distinguen tres
tipos de neurotoxinas: a-neurotoxinas, k-neurotoxinas y muscarinotoxinas.
Las a-neurotoxinas son tridigitotoxinas que inhiben la acetilcolina y
bloquean la unién postsinaptica neuromuscular 15 a 20 veces mas que la
dextrotubocurarina en los receptores a-1n-ACh, y son poco reversibles con
la neostigmina (15,16). Actualmente, se han identificado nuevas neurotoxinas
del tipo de las tridigitotoxinas en venenos de M. mipartitus y M. dumerilii, cuya
actividad no ha sido letal en ratones, y que marcan diferencias filogenéticas
importantes entre estas especies (17,18). Sin embargo, no hay estudios
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sobre la proteémica del veneno de M. hemprichii y M. ortoni que pudiesen
explicar la poca toxicidad del veneno de M. hemprichiiy M. ortoni, ni su efecto
predominantemente sensitivo.

Los accidentes ofidicos por serpientes del género Micrurus se
caracterizan por la ausencia de efectos patolégicos locales y en la
coagulacion, y por el predominio de la actividad de neurotoxinas que
bloguean las uniones neuromusculares a nivel presinaptico y postsinaptico
(14). Se ha descrito miotoxicidad por dos especies de corales amazonicas,
incluido un caso de M. hemprichii (12), asi como efectos miotdxicos
experimentales en 11 especies de Micrurus (19) y alteraciones de la
coagulacién sanguinea por dos especies de Micrurus de norteamérica y una
de sudameérica (14), pero dicha actividad no es comun a la gran mayoria de
los venenos de este género de serpientes.

El cuadro clinico clasico producido por la mordedura de Micrurus se
caracteriza por paralisis de los pares craneales, con paro respiratorio asociado
a paralisis flacida de los musculos intercostales y del diafragma, asi como de
los musculos de todo el cuerpo. No se presentan cambios inflamatorios locales
y puede haber dolor leve, parestesia local (descrita por los pacientes como
“hormigueo” o “adormecimiento”) y sensacion de picazon, ardor, quemadura
0 prurito, segun lo que ha podido establecerse en los estudios con base en la
experiencia de atencion de casos (3). Como se evidencio en los casos 1y 3,
estos sintomas son pasajeros.

Generalmente, los sintomas por envenenamiento aparecen alrededor
de una hora después de la mordedura, pero si no hay signos a las seis
horas, lo méas seguro es que se trate de una mordedura en seco, lo cual es
relativamente frecuente cuando la serpiente muerde sobre una superficie
plana, como el dorso de la mano o el pie, pues raras veces logra abrir sus
fauces mas de 45 grados; en este caso no se aplica antiveneno (5).

En los casos 1y 3, debid utilizarse el antiveneno anticoral del Instituto
Butantan (Sao Paulo, Brasil), que ha demostrado ser parcialmente efectivo
por tener inmunidad cruzada inmunoquimica con el veneno de M. hemprichii
en dosis de cinco viales, con lo cual solo se presenta sindrome miasténico
leve y dolor sin progresidn a paralisis respiratoria (20). En el segundo caso,
no se requeria antiveneno.

En el primer caso del presente reporte, el paciente cursé con la
sintomatologia tipica del ofidismo micrurico leve en cuanto al compromiso
motor (5,9), en tanto que predominé el dolor intenso (hiperalgesia e
hiperestesia), lo que solo se observa en 9,3 % de los casos (20). Con el
transcurrir del tiempo, hubo hipoestesia, es decir que al comienzo solo
estaba actuando la toxina en las terminales neurosensitivas. En este caso,
se presentd una emergencia hipertensiva grave para la edad de la paciente
después de la transfusion del antiveneno, lo que no se ha descrito en
otros casos de ofidismo micrurico y pudo revertirse con un inhibidor de la
ECA administrado por via sublingual y no especificado. Creemos que la
emergencia hipertensiva se debid a la liberacion de catecolaminas por el
estrés y la angustia de la paciente.

Llama la atencién que en los casos 1y 3 el dolor se presenté en el
hemicuerpo ipsilateral a la zona de la mordedura, es decir que la neurotoxina
responsable de la hiperalgesia se disemind al parecer por via linfatica
subcutanea. Este cuadro clinico se debe parcialmente al compromiso motor
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evidenciado en la electromiografia, en la cual se encontré neuropatia axonal
motora y axonal mielinica sensitiva en medianos, y mielinica motora sensitiva
del tibial posterior derecho de caracter leve a moderado. Clinicamente, solo
se observé una discreta ptosis palpebral en el primer caso, que no progreso
a los otros pares craneales ni a los nervios intercostales o periféricos. El
hemograma registrd una ligera leucocitosis en el primer caso y fue normal en
el segundo; la funcién renal se conservo, los tiempos de coagulacion, la CPK
total, la CPK MB, y la funcidn hepatica fueron normales, asi como la natremia
y los niveles de potasio, es decir, no hubo evidencia de hemotoxicidad ni
miotoxicidad (cuadros 1, 2 y 3), aunque hay que anotar que los resultados de
los examenes paraclinicos se desconocen en el tercer caso.

En los niveles | y Il de atencidn, se constat6 el desconocimiento por parte
del cuerpo médico del agente causal (M. hemprichii y M. ortoni), su veneno
y de los grados de envenenamiento en los tres casos, pues se administro
un antiveneno que no estaba indicado para elapidos (corales) sino para tres
géneros de vipéridos (viboras), cuyos venenos son completamente diferentes
y no presentan ninguna reactividad cruzada con el veneno micrurico. Se
prescribid pregabalina como analgésico, lo que demostro alguna efectividad,
al parecer, porque este medicamento anticonvulsivo y analgésico actua
bloqueando el calcio en la union presinaptica y las a-neurotoxinas del veneno
micruarico que producen un blogueo nicotinico de los receptores ionotrépicos
de la acetilcolina actian en la unién postsinaptica (13,14). Sin embargo,
este medicamento potencia el bloqueo neuromuscular, por lo cual no fue tan
efectivo contra el dolor. Aunque el dolor causado por el ofidismo botrépico
se trata con dipirona, un inhibidor de la ciclooxigenasa precursora de las
prostaglandinas, no fue efectivo en este caso, como tampoco el diclofenaco,
pues no habia un proceso inflamatorio, como lo confirmé la ausencia de
proteina C reactiva.

Consideramos que en los casos 1y 3 debié emplearse tramadol pues, a
pesar de actuar como un opioide, tiene menor riesgo de producir depresion
respiratoria y es un potente analgésico, como se vio en el segundo caso.
Para reducir el efecto colateral de las globulinas de origen equino (cefalea,
escalofrios, hiperemia conjuntival, etc.), segun la experiencia, se recomienda
aplicar un antihistaminico (hidroxicina, clemastina o difenhidramina) 15
minutos antes de aplicar el antiveneno. El uso de esteroides solo se
recomienda para tratar la enfermedad del suero (5).

Conclusiones

El cuadro clinico de los tres pacientes no progresé a paralisis flacida
respiratoria o periférica, tal vez debido al escaso efecto letal del veneno de
M. ortoni demostrado en los estudios de corales amazdnicas. Se deduce
que el contenido de a-neurotoxinas es bajo en esta especie y actua
predominantemente en las fibras neurosensitivas; ademas, su diseminacion
se dio por una via diferente, pues esta no fue global sino ascendente e
ipsilateral a la lesion, sin manifestaciones en el hemicuerpo contralateral.
No se comprobd el efecto miotdxico de M. ortoni, ni las alteraciones de la
coagulacion producidas por Micrurus spp. de norteamérica y Venezuela.

El manejo, aunque oportuno, presentd fallas en el uso del antiveneno;
ademas, en los tres casos se evidencio el desconocimiento de la especie
causal y su sintomatologia por parte del cuerpo médico. Por ello, debe
insistirse en la creacién de la catedra de toxinologia en las universidades,
ya que la biodiversidad de especies animales y vegetales es grande en el
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neotrépico y persiste el desconocimiento de una condicion desatendida que
afecta a la poblacién de bajos recursos, siempre vulnerable al efecto de los
venenos de origen natural, por lo que es necesario consultar con centros
especializados o expertos que ayuden en la correcta identificacion.

La neurografia motora y sensitiva y la electromiografia demuestran ser de
gran utilidad en el tratamiento de los pacientes con mordeduras de especies
micruricas, pues permiten hacer una correlacion apropiada con la clinica,
revelando el grado y el lugar de la afeccidon motora y sensitiva.

En este estudio, se confirma una vez mas que esta clase de ofidismo
se puede tratar adecuadamente mediante el tratamiento sintomatico. El
antiveneno antimicrurico apropiado solo sirve si se aplica en las primeras tres
o cuatro horas del accidente; después, ya es inefectivo, pues las neurotoxinas
de bajo peso molecular se fijan velozmente en las placas neuromotoras y
sensitivas, donde es metabolizado sin dejar secuelas graves.

Se sigue observando la aparicion de la enfermedad del suero y de
reacciones colaterales importantes con el uso de algunos antivenenos de
origen equino (21). Al no recibir el antiveneno especifico para Micrurus
spp., los tres pacientes deben haber desarrollado inmunidad natural contra
el veneno de M. ortoni y M. hemprichii. Seria interesante hacer un estudio
inmunoldgico con ellos para confirmar esta hipétesis.
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Reporte de caso

Enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido
por aloanticuerpos contra el antigeno M

Marco Paez', Maria Jiménez?, Ana Corredor®

" Departamento de Patologia y Laboratorio Clinico, Fundacién Santa Fe de Bogotd, Bogota, D.C.,
Colombia

2 Servicio transfusional, Fundacién Santa de Bogotd, Bogota, D.C., Colombia

3 Inmunohematologia, Fundacién Santa Fe de Bogotd, Bogota, D.C., Colombia

Hay pocos reportes de enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido causada por
aloanticuerpos contra el sistema de antigenos MNS, especialmente, porque los anticuerpos
que se generan contra estos antigenos son del tipo IgM, los cuales tienen reactividad a
temperaturas inferiores a los 37 °C, y, por lo tanto, no son de importancia clinica. A pesar
de ello, se han reportado casos con presencia de anticuerpos anti-M de tipo IgG causantes
de la enfermedad hemolitica del recién nacido e, incluso, casos de muerte intrauterina por
incompatibilidad materno-fetal en el sistema MNS. El proceso hemolitico se asemeja al
causado por los anticuerpos anti-Kell, con anemia progresiva por supresion hematopoyética
que induce la destruccién de precursores hematopoyéticos en la médula ésea y ausencia
de reticulocitos en la periferia.

Se reporta el caso de una mujer con 38,5 semanas de gestacién, que presentd
discrepancia en la hemoclasificacion directa y en la inversa. Como resultado, el recién
nacido fue positivo en la prueba de Coombs directa sin que existiera incompatibilidad ABO
con la madre. La correlacion de estos resultados llevé a la deteccién de un anticuerpo
anti-M en el suero materno. El diagnéstico definitivo fue posible gracias a la discrepancia
en la hemoclasificacion de la sangre materna. A pesar de que los anticuerpos anti-M
usualmente no desempeian un papel importante en la enfermedad hemolitica perinatal,
este caso resalta la importancia de determinar la presencia de diferentes anticuerpos

que pueden ser de vital interés a la hora de prevenir resultados graves asociados con
dicha condicién. Ademas, abre la puerta a nuevas recomendaciones relacionadas con la
tamizacion y el tratamiento temprano de la hemdlisis en los recién nacidos.

Palabras clave: eritroblastosis fetal; incompatibilidad de grupos sanguineos; prueba de
Coombs; ictericia neonatal; hiperbilirrubinemia neonatal; antigenos de grupos sanguineos,
enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido.

Hemolytic disease in fetuses and newborns due to antibodies against the M-antigen

There are few case reports of hemolytic disease in fetuses and newborns (HDFN) caused
by alloantibodies against the MNS blood group system. The reason for this dearth is that
antibodies toward these antigens are usually IgM, which not only cannot cross the placental
circulation but also react at temperatures below 37°C. They are, therefore, of minimal
clinical importance. Nevertheless, cases have been reported in which the presence of
anti-M IgG antibodies caused severe HDFN and even intrauterine death in the presence of
maternal-fetal MNS incompatibility indicating that they could have a high clinical impact. The
hemolytic pattern observed in these cases is similar to that caused by anti-Kell antibodies.
Progressive anemia is mediated and developed through hematopoietic suppression
inducing the destruction of bone marrow precursor cells with the resulting absence of
reticulocytes in peripheral blood.

This occurred in the case of a woman at 38.5 weeks of gestation who showed a
discrepancy between direct and reverse blood type determination. A direct Coombs test
was performed on the newborn’s blood, which was positive in the absence of maternal-fetal
ABO incompatibility. Further tests were performed and anti-M antibodies were found in the
maternal serum screening. Our final diagnosis was largely due to discrepancy issues in
maternal blood. Although anti-M antibodies do not usually play a significant role in HDFN,
this case stresses the importance of identifying the presence of antibodies that can be
crucial in preventing HDFN and lead to new recommendations for the screening and prompt
treatment of hemolysis in newborns.

Keywords: Erythroblastosis, fetal; blood group incompatibility; Coombs test; jaundice,
neonatal; hyperbilirubinemia, neonatal; blood group antigens.
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El sistema sanguineo MNS, a excepcidn del antigeno S, es considerado
clinicamente significativo en medicina transfusional dado que genera
anticuerpos IgM y entrafa el riesgo potencial de causar una reaccion
hemolitica posterior a la transfusion. La incidencia del antigeno M es del 75
% en la poblaciéon mundial, en tanto que su incidencia como aloanticuerpo
(alo-Ac) en donantes es de 1 en 2.500 individuos (1-3). Los aloanticuerpos
del sistema MNS que ocurren de forma natural fueron descritos por Wolff,
et al.,, en 1933 (4). Estos anticuerpos son del tipo IgM, parecen tener mayor
prevalencia en infantes que en adultos, son producto de la reaccién cruzada
tras la exposicion poblacional a virus y bacterias, y no tienen significado
clinico. La presencia de los IgM anti-M ha sido reportada con mayor frecuencia
que la de los anticuerpos del tipo IgG como causantes de discrepancias en la
hemoclasificacion inversa al presentar reactividad a temperaturas menores de
37 °C; se resuelven al incubar la reaccion a 37 °C (5).

Los anticuerpos anti-M se identifican en el 9 a 10 % de las mujeres
gestantes cuando el rastreo de anticuerpos irregulares (RAI) resulta positivo.
Usualmente son del tipo IgM, por lo que no tienen la capacidad de atravesar
la barrera placentaria (6), pero existen casos reportados de anticuerpos
anti-M causantes de la enfermedad hemolitica del feto y el recién nacido.
Entre los anticuerpos contra antigenos no-Rh causantes de esta enfermedad
hemolitica, la frecuencia de los anti-M es muy baja; estos se agrupan con
anticuerpos en grupos sanguineos como el Lewis o el Duffy, e incluso,
aquellos de reaccion inespecifica, con prevalencias hasta de menos del 5 %
en casos de aloinmunizacion (7). En un reporte de Suresh, et al., en India,
en que se hizo el cribado de 2.060 mujeres gestantes, se documentaron 22
casos de aloinmunizacion materna con RAI positivo, de los cuales solamente
uno correspondia a la aloinmunizacién causada por anti-M, es decir, apenas
el 4,5 % de las mujeres con aloinmunizacion. Los aloanticuerpos anti-M de
significado clinico para la enfermedad hemolitica perinatal son reactivos
unicamente a 37 °C y son anticuerpos de isotipo IgG o IgM de amplio espectro
térmico, que pueden afectar al feto con diversos grados de gravedad.

Son contados los reportes del anti-M como causante de la enfermedad
hemolitica perinatal. Se presenta con anemia de aparicion tardia y de
gravedad progresiva, y la prueba de Coombs directa es negativa o levemente
positiva al nacimiento. Se han descrito casos de hiperbilirrubinemia de
gravedad variable, muerte intrauterina en embarazos repetidos e, incluso,
anemia neonatal grave. En la enfermedad hemolitica del feto y del recién
nacido causada por el anti-M, hay destruccion de precursores eritropoyéticos,
mas frecuente que en los glébulos rojos maduros debido a una mayor
expresion de los antigenos MNS en la superficie de dichos precursores.

Esta hemdlisis cursa con hiperbilirrubinemia y reduccién de reticulocitos en
la circulacién periférica, lo cual compromete la capacidad de reconstitucion
medular para reponer la poblacion eritrocitaria (6,8).

Descripcion del caso

Se presenta el caso de una mujer de 30 afos de edad en su primer
embarazo producto de fertilizacién in vitro, con 38,5 semanas de gestacion
segun la ecografia y sin antecedentes gineco-obstétricos. Ingresé para una
cesarea programada por desproporcion cefalopélvica (el peso fetal estimado
en el ultimo control fue de 3.800 g). La mujer presentaba diabetes gestacional
desde la semana 20, la cual se le habia tratado con dieta y ejercicio. No informé
de transfusiones previas y la hemoclasificacién del padre era O RhD positivo.
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Hemodlisis perinatal: anti-M

En el servicio transfusional se procesé una muestra materna para
hemoclasificacién, como parte del protocolo de obstetricia y ginecologia
(figura 1), con lo cual se evidencié la discrepancia entre la prueba globular y
la sérica.

Tal como se observa en el cuadro 1y la figura 2, la hemoclasificacion
directa y la inversa a 4 °C demostraron la presencia simultanea de antigenos
Ay B en los eritrocitos maternos con actividad anti-A y anti-B en el suero
materno; al repetirse la prueba a 37 °C, la discrepancia ya no se presentaba
al desaparecer la actividad de anticuerpos anti-A y anti-B.

La recién nacida registrd un peso de 3.485 g, APGAR de 8/9/10 y
liquido amnidtico claro, pues no hubo complicaciones durante la cesarea.
El nacimiento fue a término, con peso adecuado y adaptacion neonatal
espontanea. La hemoclasificacion de sangre de cordén umbilical fue: grupo
sanguineo A RhD positivo con prueba de Coombs directa positiva 1 + (figura
3). Al correlacionar este ultimo resultado con la discrepancia inicial de la
hemoclasificacion materna, y en ausencia de incompatibilidad ABO entre
la madre y la recién nacida, se decidié hacer un rastreo de anticuerpos
irregulares (RAI) en la muestra materna, el cual resultd positivo (células I:
positivo leve; células Il: 1+) (figura 4). La muestra materna fue remitida a la
unidad transfusional de referencia y alli se identificé un aloanticuerpo anti-M.

X1 X2 X3 X4 X5 X6

Anti-A  Anti-B Anti-DVI  Ctl Al

++++ || ++++ || +++ || - || ++ || ++ |

Figura 1. Hemoclasificacion automatizada rechazada por el software
debido a la discrepancia presente, lo que explica la X roja en cada pozo.
En la prueba globular o directa (pozos 1, 2, 3y 4), el grupo era claramente
el AB. Sin embargo, en la prueba sérica o inversa (pozos 5y 6), se
identificaron anticuerpos anti-A y anti-B.

Cuadro 1. La hemoclasificacion manual a 37 o C (figura 2) resolvié la discrepancia y
se concluyd que el grupo sanguineo de la madre era AB RhD positivo

20 °C (temperatura ambiente) 4 °C 37 °C

Hemoclasificacién directa: Hemoclasificacion directa: Hemoclasificacion directa:
Anti-A: 4+ Anti-A: 4+ Anti-A: 4+

Anti-B: 4+ Anti-B: 4+ Anti-B: 4+

Anti-D (VI-): 4+ Anti-D (VI-): 4+ Anti-D (VI-): 4+

Control: negativo Control: negativo Control: negativo
Hemoclasificacién inversa: Hemoclasificacion inversa: Hemoclasificacion inversa:
células A1: 2+ células A1: 2+ células A1: negativo
células B: 2+ células B: 2+ células B: negativo
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J1 JS2 /3 J4 /5 /6

-
Anti-A  Anti-B  Anti-D VI Citl A1 B

| ++++ || ++++ || ++++ || - || - || -

Figura 2. Hemoclasificacion manual a 37 °C . En la
prueba globular o directa (pozos 1,2, 3y 4), se confirmé
la presencia de antigenos A y B sobre el eritrocito y, en
la prueba sérica o inversa (pozos 5 y 6), se confirmd

la ausencia de anticuerpos anti-A y anti-B vistos en los
montajes a temperatura ambiente y a 4 °C.

/1 /2 /4
{ ) | u
Anti-A  Anti-B  Anti- D VI - -

| ++++ || - | ++++ ++++

Figura 3. Hemoclasificacion del recién nacido. Grupo
sanguineo A RhD positivo. En el pozo 6 se observa la
prueba de Coombs con el resultado positivo de 1 +.

Ja /5
A 4 :\‘hff

Figura 4. Rastreo de
anticuerpos irregulares
en la muestra materna.
- Las dos células fueron
positivas, lo que hizo
sospechar que la
I I I discrepancia se debia a
un aloanticuerpo, que se
confirmé posteriormente
como un anti-M.

+/- +

Posteriormente, en la muestra de la recién nacida, se analizo el fenotipo
para el antigeno M del grupo sanguineo MNS, con el fin de confirmar o
descartar que la sensibilizacion observada en la Coombs directa positiva que
se le practico se debiera a la presencia del anticuerpo anti-M identificado
en la muestra materna. Ademas, se analizo el fenotipo de la madre para
confirmar que correspondiera a un antigeno M del sistema MNS negativo
(figuras 5y 6). El resultado en la unidad transfusional de referencia confirmé
las dos premisas.
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Hemodlisis perinatal: anti-M

A MNS B iiac IIAC  WIAC ACACC
2 - - -
M|N|S|S 1 i1 1] 1
Célulal +|0|+|0 |
Célulall O+ |0+ ot
Célula lll + |+ |0+ .

Figura 5. A. Panel de células de rastreo: fenotipo del grupo MNS. Con respecto
al antigeno M, la tabla demuestra su expresién en las células | y lll. B. El rastreo
de anticuerpos irregulares y de autocontrol en la muestra materna dio resultados
positivos para las células 1y Ill. La reactividad con estas dos células concordd
con la presencia de un anticuerpo de especificidad anti-M en el suero materno.

AHG CO
+/-

Figura 6. Fenotipo para el antigeno M del sistema MNS. Se confirmé la
presencia del antigeno M sobre la superficie del glébulo rojo de la recién nacida.

Se inform¢ este hallazgo a la unidad de neonatos para que hicieran el
seguimiento por riesgo de hemodlisis. Dada la evolucion satisfactoria de la
recién nacida se tenia programada su salida, pero con la notificacion de los
resultados del laboratorio, se decidio dejarla en observacion.

En los examenes de laboratorio practicados se encontraron los siguientes
resultados: hemoglobina, 16,7 g/dl; hematocrito, 48,4 %; leucocitos, 21,3 x 10°
/ul; neutrdfilos, 68,5 %; linfocitos, 19,3 %; plaquetas, 349,000 por pl; glucosa,
56 mg/dl; bilirrubina total, 3,5 mg/dl, directa, 0,25 mg/dl, e indirecta, 3,25 mg/
dl, con lo cual se determiné que la intervencion era innecesaria. A las 21
horas del nacimiento, las glucometrias eran normales, la succion adecuada
y el tono muscular bueno. No presentaba dificultad respiratoria y la bilirrubina
(bilicheck) estaba entre 5,3 y 5,7 mg/dl. Con estos resultados no se requeria
intervencion y la bebé evolucioné satisfactoriamente, por lo cual se le dio
salida.

Se empled la columna de microparticulas (BioRad®) para determinar su
movilidad y la lectura de los pozos se hizo en un sistema automatizado |H-
500 de Biocientifica.

Consideraciones éticas

_ Elreporte del caso fue revisado y aprobado por el Comité Corporativo de
Etica en Investigacion de la Fundacion Santa Fe de Bogota (#CCEI-10817-2019).

647



Paez M, Jiménez M, Corredor A

648

Biomédica 2021;41:643-50
Discusidn

Los antigenos del sistema MNS se expresan en la membrana eritrocitaria
en las estructuras denominadas glucoforina A (GPA), glucoforina B (GPB)
y las glucoforinas hibridas producto de recombinaciones genéticas de los
genes GPA y GPB; estas ultimas, las hibridas, son de mayor prevalencia en
asiaticos y casi inexistentes en blancos. Las glucoforinas son glucoproteinas
de paso unico por la membrana, compuestas principalmente de acido sialico y
con gran numero de puntos de glucosilacién; este tipo de estructuras explican
la naturaleza electronegativa de la superficie del eritrocito. Las glucoforinas
interactian con otras estructuras como la banda 3, las proteinas del sistema
Rh, las acuaporinas, los transportadores de glucosa de tipo | y la espectrina,
formando complejos que regulan el intercambio gaseoso y la estabilidad
osmoética de la membrana eritrocitaria. La expresion de los genes GPAy GPB
ocurre tempranamente en la hematopoyesis y representa uno de los primeros
marcadores de linaje del compromiso eritroide (2).

Los antigenos expresados en glucoforinas hibridas se caracterizan por
generar aloinmunizacién mediada por IgG, a diferencia de los fenotipos de
mayor prevalencia en raza blanca (M y N), los cuales, tras las transfusiones
o la gestacion, generan de forma tipica aloinmunizacion de naturaleza IgM. A
pesar de ello, se han identificado anticuerpos anti-M y anti-N como causantes
de reacciones hemoliticas después de la transfusién (5,9,10) y anemia del
recién nacido, esta ultima, con graves consecuencias (6,8,11,12).

La prevalencia de este aloanticuerpo parece ser baja; se resalta que no todos
los casos concluyen en enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido,
dada la naturaleza de tipo IgM del anticuerpo formado, por lo que es incapaz de
atravesar la barrera feto-placentaria. Sin embargo, la preocupacién aparece en
aquellos casos de transfusiones o gestaciones que generan aloinmunizacién con
el anti-M de tipo IgG. Los casos de enfermedad hemolitica perinatal causados
por el anti-M, se caracterizan por la gran variabilidad de sus manifestaciones
clinicas, por ejemplo, mujeres con antecedentes de abortos repetidos en
gestaciones superiores a las 20 semanas (6,12), y neonatos con anemia
progresiva e hiperbilirrubinemia (6), incluso en aquellos sin afectacion evidente,
prueba de Coombs directa levemente positiva y ausencia de anemia (1).

El caso que aqui se presenta fue detectado tras el estudio de una
discrepancia en la hemoclasificacién de la sangre materna, la cual se resolvio
con la incubacioén a 37 °C, dando cuenta de un anticuerpo IgM de naturaleza
fria que causaba aglutinacion con las células A1 y B de la hemoclasificacién
inversa, sin tratarse de una reaccidon mediada por anticuerpos frente a los
antigenos del sistema ABO. La prueba de Coombs directa positiva en el
recién nacido obligd a ampliar el estudio para incluir este anticuerpo causante
de la discrepancia, dada la ausencia de incompatibilidad ABO o Rh entre la
madre y su hijo (madre AB RhD positivo, hijo A RhD positivo), lo que podria
causar este resultado.

El rastreo y posterior identificacidon de anticuerpos irregulares en el suero
materno, permitieron identificar la presencia del anti-M, el cual se reconocié
como causante de la sensibilizacion in vivo de los eritrocitos de la recién
nacida, cuyo fenotipo era positivo para el antigeno M. Ademas, se establecio
que el anti-M descrito incluia ambas subclases de inmunoglobulinas, la IgM,
causante principal de la discrepancia en la hemoclasificacién materna dado el
rango térmico en que se encontraba, y la IgG, capaz de atravesar la barrera
feto-placentaria y causante de hemdlisis en el recién nacido.
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Dilucidado el caso, el servicio de neonatologia fue informado de la
posibilidad de que se presentara hemdlisis y anemia del recién nacido, por lo
que se hizo un seguimiento clinico y paraclinico, el cual evidencié Unicamente
un aumento en los valores de bilirrubinas que no ameritaba intervencion.

Conclusiones y recomendaciones

La enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido tiene gran incidencia
en casos de incompatibilidades antigénicas del grupo Rh entre madre y
feto, con consecuencias graves en la mayoria de los casos. También, se ha
descrito con otros grupos sanguineos como el Kell, y menos frecuentemente,
con el antigeno M del sistema MNS. En este ultimo caso, las manifestaciones
clinicas son muy variadas, con consecuencias de resolucion espontanea la
mayoria de las veces, sin que medie mucha intervencion médica mas alla del
seguimiento paraclinico. Sin embargo, algunos de los casos descritos han
sido mas graves, lo que amplia el espectro del compromiso neonatal.

El presente caso evoluciond de forma benigna y fue diagnosticado a
raiz de las discrepancias en la hemoclasificacion de la madre, asi como de
la prueba de Coombs positiva en la recién nacida, a pesar de no tener una
incompatibilidad evidente de grupo o de Rh. Esta circunstancia abre las
puertas para la evaluacion de nuevas recomendaciones con respecto a la
importancia del estudio de los anticuerpos irregulares en el desarrollo de la
enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido, la cual puede representar
un riesgo alto para nifios recién nacidos a nivel mundial.

Este caso también evidencia que, cuando existe una discrepancia de
hemoclasificacion entre la prueba directa y la indirecta, la causa puede
ser una incompatibilidad que debe ser estudiada para evitar posibles
complicaciones. Otra prueba muy util, que no se utilizé en este caso, es la
identificacion de anticuerpos en el eluido de la muestra del recién nacido,
para constatar la identificacién del anticuerpo sobre la superficie del eritrocito.
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Introduction: Identifying obesity risk factors as a health problem facing communities is
crucial given its complexity. The vitamin D receptor gene has been reported as a possible
cause of this disease.

Objective: To study the association of the VDR gene Apal, Bsml, and Taql polymorphisms
with obesity in an Iranian population.

Material and methods: We analyzed the genotypes of 348 obese (BMI230 kg/m?) and 320
non-obese people (BMI: 18.5-24.9 kg/m?) using PCR-RFLP. We measured FBS, TG, total
cholesterol, and HDL and LDL cholesterol levels in an automatic biochemical analyzer.
Results: We found significantly higher BMI, FBS, and TG levels in the obese group
compared to the control. In the obese individuals, the frequency of genotype AA was 47.1%
and that of the combined Aa+aa genotype, 52.9% while in the control group they were

30% and 70%, respectively (p=0.024, 95% confidence interval (Cl)=1.100-3.933, odds
ratio (OR)=2.08). A and a alleles frequencies for the Apal polymorphism were statistically
significant in the two groups (allele A vs. a; p=0.017). No significant relationship was
observed between Taql genotypes and alleles in the control and obese subjects.
Conclusion: We found that VDR Apal (rs7975232 C/A) polymorphism appeared to be a
risk factor for obesity. Especially, the A allele and the AA genotype in Apal were associated
with the obesity phenotypes.

Keywords: Obesity/genetic; vitamin D; polymorphism, genetic; body mass index; Iran.

Asociacion del polimorfismo Apal del gen receptor de vitamina D con la obesidad en
una poblacion irani

Introduccidn. La determinacion de los factores de riesgo de la obesidad en la poblacion
irani como problema de salud de la comunidad es crucial dada su complejidad. El gen
receptor de la vitamina D (VDR) se ha mencionado como posible causante de dicha
enfermedad.

Objetivo. El objetivo del estudio fue investigar la asociacion de los polimorfismos Apal,
Bsml y Tagl, con el gen VDR y la obesidad en una poblacion irani.

Materiales y métodos. Se analizaron genotipos de 348 individuos obesos (BMI=30 kg/m?)
y 320 no obesos (BMI: 18,5-24,9 kg/m?) mediante reaccion en cadena de la polimerasa y
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP). Para medir los niveles
de glucemia en ayunas, tiroglobulina (TG), colesterol total, colesterol HDL y colesterol LDL,
se utilizé un analizador bioquimico automatico.

Resultados. Los indices de masa corporal, glucemia en ayunas y TG fueron
significantemente mas elevados en el grupo de los obesos que en el de control. En

los individuos obesos, la incidencia del genotipo AA fue de 47,1 % y la del genotipo
combinado Aa+aaa fue de 52,9 %, en tanto que en el grupo de control estas cifras fueron,
respectivamente, de 30 y 70 % (p=0,024; IC,,,, 1,100-3,933; la razén de probabilidades
(OR) fue de 2,08. La frecuencia de los alelos A’y “a” para el polimorfismo Apal en ambos
grupos fue estadisticamente significativa (alelo A Vs. A; p=0,017). No se observé ninguna
relacion significativa entre los genotipos Taql y los alelos en los sujetos obesos y, tampoco,
en los controles.

Conclusion. El polimorfismo Apal del gen VDR (rs 7975232C/A) seria un factor de riesgo
para la obesidad. El alelo y el genotipo AA en dicho polimorfismo se asociaron con los
fenotipos de obesidad.

Palabras clave: obesidad/genética; vitamina D; polimorfismo genético; indice de masa
corporal; Iréan.
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Obesity is a complex disease influenced by environmental and genetic
factors, which consists of the excessive accumulation of fats in adipose tissues
as a result of an imbalance between energy consumption and intake. In the
past 50 years, unhealthy habits in lifestyle have resulted in the so-called
“obesogenic” environment, i.e., the intake of easily accessible energy-dense
foods coupled with decreased physical activities. Researchers have suggested
that genetic factors play a key role in regulating body weight (1). Obesity can
cause many disorders, including cancer, cardiovascular disease, impaired
glucose tolerance, hypertension, type 2 diabetes, sleep apnea, osteoarthritis,
and gallbladder and liver disorders (2). The body mass index (BMI) has been
commonly used as a surrogate marker of excessive body fats in the absence of
accurate yet simple techniques for measuring them (3). Identifying the genetic
factors contributing to the risk of obesity may help broaden the basic biological
knowledge about the energy imbalance and determine the pathways and
molecules that may be targeted for therapeutic purposes in humans.

Although vitamin D deficiency is a proven risk factor for obesity (4-6), the
exact relationship between vitamin D status and obesity remains unclear.
Vitamin D function is induced by the attachment of 1,25-dihydroxyvitamin D3,
one of vitamin D active forms, to VDR as a nuclear receptor and a product
of the VDR gene locus on chr12g13.1. A nuclear receptor acts as a ligand-
inducible transcription factor. Some polymorphisms reported in the VDR
gene are associated with certain diseases and phenotypes (7). Several VDR
gene polymorphisms, including Tagl, Bsml, and Apal, are located near the 3’
un-translated region (UTR). In the human VDR, the Fokl translation-start site
polymorphism was found in the 5’ UTR.

In Iran, the prevalence of overweight/obesity is 63.6% in adults while that
of abdominal obesity is 75.2%, and it is higher in women (32.2%) than in men
(15.1%) (8). Mirzazadeh, et al., have reported an obesity prevalence of 13.7%
in men and 27.3% in women (9). Frequently, VDR gene polymorphisms have
been found to be related to obesity, although these findings differ depending
on the population (10-12). Considering them as risk factors for obesity, we
studied three of these polymorphisms: Tagl, Apal, and Bsml, and their
relationships with serum factors in an obese Iranian population.

Materials and methods
Data collection and participants

We conducted a case-control study in the private nutrition clinic of
Abolabbas, a charity institution in Khorasgan, Isfahan, Iran, from October,
2014, to March, 2015. Multiple clinical evaluations were performed and a
questionnaire was completed by participants. The parameters recorded
included weight, height, and BMI calculated by the accurate measurement
of height (meters) and weight (kg) under the supervision of a nutritionist.
According to the BMI classification proposed by the World Health Organization
(WHO), 320 subjects were categorized as healthy controls with normal weight
(BMI: 18.5-24.9 kg/m?) and no chronic diseases while 348 participants were
considered obese individuals (BMI=30 kg/m?) (13); their ages ranged from
25 to 80 years. Pregnant or breastfeeding women were excluded, as well
as those with a family history of obesity, severe psychological disorders, or
other serious diseases, and those consuming metformin, vitamin D, calcium
supplements, or cholesterol-lowering medications.
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We used biochemical kits to evaluate fasting blood sugar (FBS)
(Biorexfars, Iran), triglycerides (TG) (ParsAzmun, Iran), total cholesterol
(ParsAzmun, Iran), high-density lipoprotein cholesterol (HDL cholesterol)
(ParsAzmun, Iran), and low-density lipoprotein cholesterol (LDL cholesterol)
(calculated parameter) after eight hours of nocturnal fasting. The results of
tests related to blood biochemical parameters were evaluated by an internist
and a nutritionist.

All the participants signed written informed consent forms before sampling
and data collection. The Research Committee of the Isfahan (Khorasgan)
Branch, Islamic Azad University, Isfahan, Iran approved the present study.

Genotyping

Blood samples were collected in EDTA tubes and DNA was extracted from
peripheral blood leukocytes through standard salting-out. We used the PCR-
RFLP technique with forward and reverse primers to amplify and analyze
the genomic DNA of VDR genotype Taql, Apal, and Bsml polymorphisms
following the protocol of a previous study (14). Allelic nomenclatures of
dominant (ABT) alleles are based on endonuclease success over its Taqgl,
Apal, and Bsml restriction sites. Recessive (abt) alleles were therefore utilized
when these endonucleases failed to cut their corresponding DNA molecules.

Data analyses

We analyzed the data using the SPSS-20.0™ software. We examined the
Hardy-Weinberg genotype equilibrium in the control group using the chi-
squared test. The descriptive data were expressed in means and standard
deviations, as well as allele and genotype frequency. The Kolmogorov-
Smirnov test was used to analyze the normality of distribution for each
variable. To compare groups we used the chi-square test for qualitative data
and for quantitative data, independent samples T-test. Odds ratios (OR) were
calculated using logistic regression with 95% confidence intervals (Cl). A
p-value less than 0.05 was considered statistically significant.

Results

The characteristics of the obese and control subjects and the details of
the control group (mean age: 50.02 + 12.47 years) and the obese participants
(mean age: 36.30 + 10.19 years) are shown in table 1. There were significantly
more women in the obese group than in the control group. FBS, TG, and
BMI were also significantly higher among the obese subjects compared
to the controls. There were no significant differences between the two
groups in terms of smoking status, alcohol consumption, HDL cholesterol,
LDL cholesterol, total cholesterol, and heart disease; however, there were
significantly more subjects who practiced physical activity in the control group
than in the obese group (p=0.010).

The Hardy-Weinberg equilibrium was observed in the Taql and Apal
genotypes distributions in the control group (p=0.086 and 0.262, respectively)
(table 2). A significant deviation was, however, observed in the Hardy-
Weinberg equilibrium of the Bsml polymorphism in the controls (p<0.001).
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Table 1. Anthropometric and biochemical characteristics of study subjects

Variable Normal weight Obese p-value
(Control group n=80) (Case group n=87)

Sex; n (%) Male Sex; n (%) Sex; n (%) 0.0022
Female

Smoking status; n (%) Yes Smoking status; n (%) Smoking status; n (%) 0.3422
No

Physical activity; n (%) Yes Physical activity; n (%) Physical activity; n (%) 0.0102
No

Alcohol intake; n (%) Yes Alcohol intake; n (%) Alcohol intake; n (%) 0.428°
No

Heart disease status; n (%) Yes Heart disease status; n (%) Heart disease status; n (%) 1.00°
No

Age (year) Mean = SD Age (year) Age (year) <0.001°¢

BMI (kg/m2) Mean + SD BMI (kg/m2) BMI (kg/m2) <0.001¢

FBS (mg/dl) Mean = SD FBS (mg/dl) FBS (mg/dl) <0.001°

LDL cholesterol (mg/dl) Mean + SD LDL cholesterol (mg/dl) LDL cholesterol (mg/dl) 0.244¢

HDL cholesterol (mg/dl) Mean = SD HDL cholesterol (mg/dl) HDL cholesterol (mg/dl) 0.132°

Triglycerides (mg/dl) Mean + SD Triglycerides (mg/dl) Triglycerides (mg/dl) <0.001¢

Total cholesterol (mg/dl) Mean + SD Total cholesterol (mg/dl) Total cholesterol (mg/dl) 0.071¢

p-values from a: Chi square test; b: Fisher exact test; c: Mann-Whitney test; d: independent t study
BMI: body mass index; FBS: fasting blood sugar; LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein

Table 2. Hardy-Weinberg equilibrium in the control group

Genotype Observed Expected x?  p-value
Apal aa 12 14.5 1.256 0.262
Aa 44 39.1
AA 24 26.5
Taql it 8 11.6 2.957 0.086
Tt 45 377
TT 27 30.6
Bsml bb 4 171 34.778 <0.001
Bb 66 39.8
BB 10 23.1

VDR polymorphisms and obesity risk

Table 3 shows the allelic and genotypic frequencies of VDR Apal and Taql
polymorphisms in both groups. Apal and Tagl genotypes were expressed
as recessive homozygous (aa, tt), dominant homozygous (AA, TT), and
heterozygous (Aa, Tt). The frequency of genotype AA was 47.1% and that
of the combined genotype Aa+aa, 52.9% in the obese group, figures that
corresponded to 30% and 70% in the controls, were respectively (p=0.024,
OR=2.08, 95%CI=1.100-3.933). Compared to genotype aa, Aa was found as
a potential risk factor for obesity (p=0.029, OR=3.417, 95%CIl=1.135-10.283).
The frequencies of A and a alleles in the Apal polymorphism were statistically
significant in the two groups (allele A vs. a, p=0.017). As shown in table 3,
there was no significant association between Tagl genotypes and alleles in
neither group.

Apal genotypes associations with biochemical parameters

In table 4 we present the distribution of clinical variables by genotypes in
the obese and control groups. We combined genotypes Aa and aa given the
limited frequency of aa genotype in the VDR Apal polymorphism. Moreover,
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86.2% of the AA genotype and 70.6% of the Aa + aa group corresponded to
women. According to the Chi-squared test, the two groups were significantly
different in terms of gender distribution and the vast majority of the
participants with genotype AA were female (p= 0.020).

As for the Apal variant, BMI (p=0.022) and FBS (p=0.003) were higher
in the subjects carrying the AA genotype compared to those with the Aa+aa
genotype. Other parameters such as heart disease, LDL cholesterol, HDL
cholesterol, TG, and total cholesterol were not associated with the AA and
Aa+aa genotypes.

Discussion

A complex feedback mechanism mediated by receptors, enzymes,
and hormones, regulates 1,25(0OH),D. With a key function in bone and
calcium homeostasis, 1,25(0OH),D/VDR signaling can regulate proliferation,
differentiation, and various cellular responses in the cardiovascular and
immune systems (15,16). The evidence suggests that VDR polymorphisms
and vitamin D deficiency can increase the risk of osteoporosis, calcium
stones, diabetes, and prostate cancer (17) and the first may affect
development and growth processes.

Table 3. Apal and Taq/ polymorphisms and obesity risk

Genotype Obese (%) Control (%) p-value OR  95%CI

Apal

aa 6 (6.9) 12 (15.0) 1

Aa 40 (46.0) 44 (55.0) 0.029  3.417 1.135-10.283
AA 41 (471) 24 (30.0) 0.273 1.818 0.624-5.298
Aa+aa 46 (52.9) 56 (70.0) 1

AA 41 (471) 24 (30.0) 0.024 2.08 1.100-3.933
a 52 (29.9) 68 (42.5) 1

A 122 (70.1) 92 (57.5) 0.017 1734 1.104-2.723
Taql

it 8(9.2) 8(10.0) 1

Tt 42(48.3)  45(56.3) 0.574 1370 0.457-4.110
TT 37(42.5) 27(33.8) 0.899 0.933 0.321-2.711
T+t 50 (575) 53 (66.3) 1

TT 37(42.5) 27(33.8) 0.245 1453 0.775-2.724
t 58 (33.3) 61 (38.1) 1

T 116 (66.7) 99 (61.9) 0.361 1232 0.787-1.930

P-value, OR and 95%ClI based on logistic regression

Table 4. Apal polymorphism and obesity components

. Apal Apal
Variable : A AaI-J'- aa p-value
Gender, n (%) Male 9 (13.8) 30(29.4)  0.0202
Female 56 (86.2) 72 (70.6)
Heart disease, n (%) Yes 3 (4.6) 1(1.0) 0.300°
No 62 (95.4) 101 (99.0)
BMI (kg/m2) Mean+SD 3156+772 28.55+6.62 0.022°
FBS (mg/dl) Mean + SD 114.61 + 32.43 103.69 + 29.41 0.003°

LDL cholesterol (mg/dl) Mean = SD 107.71 + 3716 109.74 + 31.34 0.718¢
HDL cholesterol (mg/dl) Mean + SD 46.25 + 12.59 45.33 + 10.65 0.627¢
Triglycerides (mg/dl) Mean + SD 162.98 + 86.38 149.97 + 82.56 0.242°
Total cholesterol (mg/dl) Mean + SD 184.29 + 45.25 185.82 + 43.65 0.832°

P-value from a: Chi square test; b: Fisher exact test; c: Mann-Whitney test; d: independent
t study

BMI: body mass index; FBS: fasting blood sugar; LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-
density lipoprotein
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A large body of literature has been devoted to four common single-
nucleotide polymorphisms in the VDR gene: Tagl C>T (rs731236), Apal C>A
(rs7975232), Fokl T>C (rs10735810), and Bsml A>G (rs1544410), whose
relationships with different human diseases and traits have been explored (18).
The single-nucleotide polymorphisms near the 3' UTR include Apal, Taql, and
Bsml. Despite being non-functional, they are linked with a poly (A) microsatellite
repeat in the 3’ UTR, which can affect the stability of the VDR mRNA, the
efficiency of protein translation, and the modulation of gene expression while
the protein expression can be affected by altered intronic sequences (7,19).

Our findings suggested an association between the VDR Apal
polymorphism (rs7975232 C/A) and the susceptibility to obesity while the A
allele and the AA genotype in Apal were associated with obesity phenotypes.
The relationships of the VDR gene polymorphisms with the anthropometric
and biochemical features of obesity were evident in the higher serum levels of
FBS and BMI in genotype AA carriers.

Identifying the risk factors and genetic causes of obesity is crucial given
its significant frequency in developing and developed countries. Risk factors
are different in many populations and several VDR gene variants appear to
affect obesity differently. A few studies suggest relationships between VDR
polymorphisms and obesity (11,20,21). For example, Ferrarezi, et al., found
that Bsml polymorphism was related to the height in a cohort of obese
adolescents and children but Tagl and Apal were not significantly associated
with obese adolescents and children (22). In 2018, Correa-Rodriguez, et al.,
found that VDR genetic variants did not contribute to obesity phenotypes in a
population of Caucasian young adults (23).

A study in Saudi Arabia reported vitamin D deficiency, VDR Bsml, and
Taq1 genotypes as risk factors for obesity (24). In 2014, another study in
Saudi Arabia by Al-Daghri, et al., revealed that polymorphisms affecting the
vitamin D/VDR axis played a role in obesity in terms of the inflammation
possibly caused by changes in microbial translocation and gut permeability.
All the polymorphisms, namely Tagl, Apal, and Bsml, were found to relate to
obesity (20). In 2015, Ostadsharif, et al., obtained the frequency of alleles F
and f in obese and healthy groups. The difference between the two alleles in
the control and obese groups was significant (p=0.005) and the individuals
with the FF genotype in the control group had lower fasting blood sugar levels
compared to the other genotypes (25). In contrast, a study in Poland reported
no statistically significant differences in BMI, nor in the weight or height, for
four VDR genotypes, i.e. Taql, Apal, Bsml, and Fokl (26).

The study of Apal and Taql to evaluate VDR polymorphisms in
nephropathic and non-nephropathic patients with type 2 diabetes conducted
by Iranian researchers did not show relationships between the Apal
polymorphism and the nephropathic and non-nephropathic diabetic patients,
although it showed significant differences in VDR gene Taql genotypes of
diabetic patients with and without nephropathy (27).

The contribution of VDR gene polymorphisms to susceptibility to
neurodegenerative diseases and conditions associated with calcium
metabolism has been frequently reported in the literature. In Japan, the
lumbar spine BMD of the common genotype AA was lower by 9.3% than in
genotype aa in premenopausal women (28). In Greece, no heritability patterns
were reported for the relation of genotype AA and low BMD (29).
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In Iran, Meamatr, et al., evidenced that Fokl f and Apal a alleles
significantly increase the risk of Parkinson’s disease as was the case of Apal
heterozygous genotype Aa compared to the AA homozygous (14).

In the present study, we found higher BMI and FBS levels in those
subjects with genotype AA than in those with genotype Aa+aa. In a meta-
analysis, the authors found significant relations between the VDR gene Taql,
Bsml, Apal, and Fokl polymorphisms and the risk of type 2 diabetes; FokI
polymorphism was a risk factor especially in Asians (30). On the other hand,
studies in an Egyptian population showed differences in VDR genotypes
Apa-l and Taq-l allele distribution and frequency between diabetic individuals
and controls (31). There are, of course, a few studies demonstrating that the
Apal polymorphism was related to obesity and blood glucose. Most articles
focused on type 2 diabetes or polycystic ovary syndrome and other VDR gene
polymorphisms (21,32-36).

Given that the outcomes depend on numerous environmental, cultural,
geographical, and socioeconomic factors, the results obtained differ by
population. Like other studies, ours was not without limitations. The size of
the study population and the fact that not all variants in the VDR gene were
evaluated are the most important ones. Vitamin D serum levels were not
assessed either. On the other hand, the most important strengths of the study
were the ethnic homogeneity of participants and the association of genotype
and blood biochemical factors with BMI.

We found relationships between the VDR gene Apal polymorphism and
obesity in an Iranian population. The relation of Apal AA genotype and A allele
to obesity phenotypes can make them obesity potential predictors. These
findings suggest that the Apal polymorphism can predict the increased risk
of obesity and help to identify novel treatment strategies for this metabolic
disorder. We recommend future studies with larger samples to analyze
the relationship between environmental factors and single nucleotide
polymorphisms involved in obesity in different Iranian populations.
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Conflicto armado, contaminacion y riesgos en
salud: una evaluacion de riesgo de tres fuentes de
exposicion ambiental asociadas con el conflicto en
Colombia

Fabian Méndez', Andrés Mauricio Zapata-Rivera?

' Escuela de Salud Publica, Universidad del Valle, Cali, Colombia
2 Departamento de Energia, Universidad de la Costa, Barranquilla, Colombia

Introduccion. Los conflictos armados afectan los territorios ricos en recursos y
biodiversidad; el daiio ambiental causado por las acciones violentas puede afectar la salud
de las poblaciones.

Objetivos. Evaluar los riesgos para la salud humana debidos a la degradaciéon ambiental
asociada con tres acciones violentas en el marco del conflicto armado colombiano: la
voladura de oleoductos, la mineria informal con mercurio y la aspersién de cultivos ilicitos
con glifosato.

Materiales y métodos. Se hizo una evaluacién cuantitativa de los riesgos para la salud
individual asociados con actividades del conflicto armado, usando metodologias que tienen
en cuenta la ruta de dispersion de los contaminantes, su concentracion en el ambiente, la
exposicion de los individuos y los riesgos de efectos cancerigenos y no cancerigenos.
Resultados. La evaluacion de los riesgos asociados con las acciones en el marco

del conflicto armado analizadas, evidencié un riesgo cancerigeno intolerable y uno

no cancerigeno inaceptable debidos al consumo de agua y peces contaminados por
hidrocarburos aromaticos policiclicos, mercurio y glifosato.

Conclusiones. El estudio reafirmé las conexiones inextricables que existen entre ambiente,
sociedad y salud, y las implicaciones de la violencia ambiental para la salud publica de los
grupos poblacionales vulnerables y, en general, para el bienestar de todos los seres vivos
afectados por el conflicto armado.

Palabras clave: conflictos armados; contaminacion ambiental; salud ambiental; medicion
de riesgo; hidrocarburos policiclicos aromaticos; mercurio; mineria

Armed conflict, pollution, and health risks: A risk evaluation of three sources of
environmental exposure associated with the conflict in Colombia

Introduction: Armed conflicts affect territories rich in resources and biodiversity. As a result of
the environmental damage caused by violent actions, the health of populations can be affected.
Objectives: To assess the risks to human health due to environmental degradation
associated with three violent actions in the context of the Colombian armed conflict: Pipeline
bombing, informal mining with mercury, and spraying of illicit crops with glyphosate.
Materials and methods: We conducted a quantitative evaluation of the risks to individual
health associated with armed conflict activities using methodologies focused on the routes
of pollutants dispersion, their concentrations in the environment, the exposure of the
individuals, and the risks of carcinogenic and non-carcinogenic effects.

Results: The risk assessment of the armed conflict-related actions under study

evidenced intolerable carcinogenic risk and unacceptable non-carcinogenic risk due to the
consumption of water and fish contaminated by polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH),
mercury, and glyphosate.

Conclusions: The study reiterates the inextricable connections existing among the
environment, society, and health, as well as the implications of environmental violence for
the public health of vulnerable population groups and, in general, for the well-being of all
living beings affected by the armed conflict.

Keywords: Armed conflicts; environmental pollution; environmental health; risk assessment;
polycyclic aromatic hydrocarbons; mercury; mining.



Biomédica 2021;41:660-75

Conflicto armado y riesgos en salud

Los conflictos armados ocurren con gran frecuencia en territorios ricos en
recursos y biodiversidad. En los paises del sur con economias extractivistas
dependientes de la exportacién de recursos primarios, la rica biodiversidad
y la abundancia de recursos naturales a menudo resultan ser mas una
maldicién que una bendicién (1), pues las riquezas provenientes de la
explotacion de la naturaleza benefician solo a algunos, la competencia por
los recursos genera conflictos socioambientales y, ademas, las ganancias
obtenidas se utilizan para financiar la guerra, con un costo social y ecoldgico
enorme para la mayoria de la poblacion.

El daino ambiental causado por las acciones del conflicto armado puede
afectar la salud de las poblaciones, pero los estudios sobre la degradacion
ambiental asociada con el conflicto y sus efectos en la salud humana son
escasos, lo que limita la comprensién y la implementacion de politicas y
acciones durante los conflictos y después de ellos.

Segun Zwijnenburg, et al., las rutas directas de dafio ambiental en un
conflicto armado incluyen la contaminacién por agentes quimicos secundaria
a los ataques contra sitios industriales, la contaminacion por los residuos
peligrosos de armas, y de los subproductos de las industrias extractivas
usadas para financiar el conflicto, el dafo a la infraestructura sanitaria, el
desplazamiento de la poblacién y la destruccion de los recursos naturales.
Segun estos autores, otros impulsores indirectos del deterioro ambiental son
las debilidades de las economias en medio del conflicto y el colapso de la
gobernanza ambiental de las autoridades estatales, el cual desemboca en el
incumplimiento de las leyes y regulaciones ambientales (2).

A pesar de la firma del Acuerdo de Paz con la guerrilla de las FARC-
EP en el 2016, después de mas de cinco décadas de conflicto armado,
Colombia es hoy uno de los paises del mundo con mayor nimero de
conflictos ambientales (3). Una de las acciones caracteristicas del conflicto
armado colombiano, llevada a cabo para afectar la industria extractiva y con
un potencial efecto en la salud ambiental, ha sido la voladura de oleoductos,
la cual produce incendios y contaminacién por hidrocarburos. El petréleo
es una mezcla compleja de compuestos hidrocarbonados que incluyen
los hidrocarburos alifaticos (n-alcanos, isoalcanos y cicloalcanos), los
hidrocarburos aromaticos policiclicos y sus derivados. El tipo de afectacion
sobre los organismos vivos depende de la ruta, la via de exposicion
(ingestion, inhalacién o dérmica) y del agente quimico especifico (4),
pero siempre, las que primero reciben los efectos contaminantes en los
ecosistemas son las especies de los niveles superiores de la red tréfica.

Segun el registro historico del conflicto armado, en Colombia se han
presentado eventos de voladura de oleoductos desde la década de 1960 y se
estima que la infraestructura de transporte de hidrocarburos ha sido atacada
2.575 veces, y se han derramado cerca de 4,1 millones de barriles de petréleo
(5,6), principalmente en los departamentos de Norte de Santander, Arauca,
Putumayo y Narifio. Las poblaciones aledafnas al estuario del rio Mira, en el
municipio de Tumaco, Narifio, se cuentan entre las mas afectadas, como sucedid
con el derrame de 410.000 galones de petrdleo crudo causado por los atentados
al oleoducto transandino en 2015 (7). Asimismo, a partir de la década de 1980,
la zona de influencia del rio Catatumbo se ha visto afectada por los derrames
de petrdleo a raiz de ataques contra el oleoducto Cano Limén-Covenas. Desde
entonces, mas de 2,8 millones de barriles de petréleo han sido derramados en
la zona, segun el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible (8).
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Otra actividad adelantada en el marco del conflicto armado con efectos
adversos en la salud ambiental, ha sido la mineria informal de oro, en la cual
se utiliza mercurio, y esta en manos de agentes foraneos en territorios donde
ancestralmente la practicaban comunidades campesinas como medio de
subsistencia. La mineria informal en Colombia alcanza entre el 50 y el 80 %
de la actividad extractiva, se extiende en 65 % del territorio nacional y genera
graves efectos ambientales por el deterioro de los ecosistemas, el agotamiento
de la oferta ambiental y, en general, por la destruccién del entorno (9). Se ha
informado, asimismo, que en estas zonas acttan intermediarios (con frecuencia
grupos al margen de la ley) que financian la produccién con antelacion, lo que
condiciona a los mineros a vender el oro a precios inferiores (10).

Las técnicas de extraccion utilizadas en la mineria informal con
mercurio generan emisiones de material particulado, con consecuencias
ocupacionales y ambientales; especialmente, la emision de vapores de
mercurio se produce al destilar la amalgama que el metal forma con el oro. El
mercurio utilizado en las minas puede llegar, ademas, hasta los ecosistemas
terrestres y acuaticos gracias a la escorrentia generada por el rebosamiento
de las pocetas de cianuro o las malas practicas en el manejo de este metal
pesado. En los ecosistemas acuaticos, el mercurio se acumula y se magnifica
en los peces que posteriormente son consumidos por el hombre y otras
especies. Una vez que el mercurio ingresa al ambiente, forma metilmercurio,
que es mucho mas toxico que el mercurio en su forma elemental (11).

Se estima que la cuenca alta del rio Cauca, al suroccidente del pais, se ve
afectada por la actividad minera informal que se lleva a cabo en Suarez y otros
municipios de los departamentos de Cauca y Valle del Cauca. Sudrez es un
municipio primordialmente minero, escenario de conflictos sociales debidos a los
proyectos extractivos de empresas, inversionistas y grupos al margen de la ley
(12). Los hechos violentos en este territorio han estado ligados a problematicas
de inequidad y exclusion potenciadas por un modelo de desarrollo econémico
que reproduce las brechas de desigualdad en el sector rural.

Otro sitio de mineria informal en Colombia es la ciénaga de Ayapel, un
complejo cenagoso de gran importancia ecoldgica, especialmente por la
proteccion de aves acuaticas y migratorias, localizada en el departamento de
Cérdoba. Cerca de 650 hectareas de esta ciénaga han sido arrasadas por la
actividad minera y, segun un informe de la Corporacion Auténoma Regional
de los Valles del Sinu y San Jorge (13) y otros estudios realizados en la zona
(14), la concentracidon de mercurio en el agua de la ciénaga, consumida
por los 50.000 habitantes del municipio de Ayapel, sobrepasa diez veces el
contenido permitido por las organizaciones ambientales internacionales (15).

Por otra parte, en la lucha por los recursos que financian la guerra, la
erradicacion forzada de los cultivos de coca ha convertido la aspersidon con
glifosato en foco de controversia. Este es el herbicida de mayor uso a nivel
mundial y una de las herramientas del actual modelo industrial de produccién
agricola orientado a un incremento constante de la produccién de alimentos
(16). Entre 1974 y 2014, se aplicaron 9 billones de kilogramos de glifosato a
nivel mundial, de los cuales dos terceras partes se utilizaron entre el 2004
y el 2014 (17). Este uso extensivo y creciente del glifosato ha generado un
fuerte debate sobre sus efectos en el ambiente y la salud de las personas.
Sin embargo, un andlisis de la produccion cientifica vinculada al glifosato
entre 1974 y 2016 (17), demostrd que durante los primeros treinta afos los
estudios se concentraron en el campo de las ciencias agricolas y fueron
financiados por las empresas productoras del herbicida como estrategia
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de posicionamiento comercial, lo que implica un conflicto de intereses. No
obstante, en la ultima década se ha incrementado la produccién cientifica
independiente, y ha aumentado el interés por los estudios toxicoldgicos y

los efectos ambientales. En 2015, el Centro Internacional de Investigaciones
sobre Cancer (International Agency for Research on Cancer, IARC) dio a
conocer un informe en el que incluyé al glifosato en el grupo de las sustancias
probablemente cancerigenas en humanos (18).

En Colombia, la aspersion aérea de marihuana con glifosato se inicio en
1985 en la costa Atlantica, y se extendio a los cultivos de amapola y coca en
1992. La mezcla quimica usada para la aspersién tiene el nombre comercial
de Roundup® Ultra plus y estd compuesta por glifosato, Cosmo-Flux®411F
(aceite mineral y surfactantes no ionizados con agentes de acoplamiento) y
el surfactante POEA (alquil-amina-polietoxilada), cuya accion determina un
aumento de la toxicidad de este compuesto (19).

Segun la Direccién Antinarcéticos de la Policia Nacional de Colombia
(DIRAN), el uso del Roundup® en la erradicacion de cultivos ilicitos se ha
extendido principalmente a cuatro regiones o nucleos en el pais (20): Putumayo-
Caqueta, Cauca-Narifo, Guaviare-Meta y Norte de Santander. Segun la Oficina
de las Naciones Unidas para las Drogas y el Crimen, las regiones de Putumayo-
Caqueta (con 29.484 ha asperjadas) y Cauca-Narifio (con 57.897 ha) registran
el mayor numero y frecuencia de aspersiones con glifosato desde el 2001 (21).
Esto coincide con el hecho de que, en el 2019, en estos departamentos, se
localizaron seis de los diez municipios con mayor indice de amenaza para la
diversidad cultural y bioldgica de Colombia, debido a las condiciones histéricas
asociadas con los cultivos de coca en cuanto al grado de afectacion y la
permanencia en el territorio: Tumaco y Barbacoas en Narifio, El Tambo en el
Cauca, y Puerto Asis, Puerto Guzman y Orito en Putumayo (21).

Segun la Resolucién 099 del 31 de julio de 2003 del Ministerio del Medio
Ambiente, la dosis de glifosato para aspersion aérea de cultivos ilicitos en
Colombia es de 10,4 L/hade la formulacion comercial del herbicida glifosato
conocida como Roundup® 480 SL, mas 0,25 L de Cosmo-Flux®411F y 13 litros
de agua; esto representa una descarga de 23,65 litros de la mezcla por hectarea.
En contraste, segun la Resolucion 1121 de 14 de septiembre de 2017 expedida
por la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales, la dosis de Roundup® 480
SL para cultivos licitos es de 2,0 L/ha, es decir que en la aspersion aérea de
cultivos ilicitos se usa 5,2 veces la cantidad recomendada para otros cultivos,
segun los calculos de Maldonado, et al. (22). Esta dosificacion se traduce en
un incremento de la concentracién de glifosato equivalente a 26 % comparada
con el 1 % recomendado en Estados Unidos para aplicaciones terrestres, con
equipos de proteccion y dirigido a malezas agricolas.

Segun los modelos tradicionales de analisis, para evaluar el riesgo para
la salud debido a la exposicidn ambiental a estos contaminantes, se requiere
caracterizar la fuente del contaminante, su dispersion, la exposicion de la
poblacién y la dosis que ingresa al organismo. En estas evaluaciones, el
riesgo es una funcién de la toxicidad de la sustancia peligrosa evaluada, y de
la magnitud y el tiempo de exposicion a ella (23).

En este contexto, se hizo una evaluacion de riesgos para cuantificar los
efectos en la salud de las poblaciones debidos a la degradacion ambiental de
los territorios asociada con el conflicto armado colombiano, en el marco de
tres actividades estrechamente relacionadas con él: la voladura de oleoductos,
la mineria informal con mercurio y la aspersién de cultivos ilicitos con glifosato.
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Cuadro 1. Contaminantes, ruta, via de exposicién y region de las actividades evaluadas del conflicto armado colombiano

Actividad Contaminantes Ruta. d_e’ Via d e Regién
exposicion exposicion
Voladura de oleoductos HAP: naftaleno, Consumo de Ingestion Estuario del rio Mira, costa sur del
pireno y criseno pescado municipio de Tumaco, Narifio (6)
Consumo de Rio Catatumbo, Norte de
agua Santander (25)
Contaminacion por uso de Mercurio Consumo de Ingestion Rio Cauca entre el corregimiento
mercurio en la mineria informal pescado de El Hormiguero en Caliy la

vereda Paso de la Torre en Yumbo,

Valle del Cauca (23)

Ciénaga de Ayapel, Cordoba (26)
Erradicacion forzada de cultivos Glifosato y Consumo de  Ingestion Departamentos de Putumayo,
ilicitos con fumigaciones aéreas AMPA agua Caqueta, Cauca y Narifio (28)
de glifosato

HAP: hidrocarburos aromaticos policiclicos
Materiales y métodos

Se hizo una evaluacion probabilistica de los riesgos para la salud humana
asociados con actividades del conflicto armado, usando la metodologia
estandarizada de la U.S. Environmental Protection Agency - USEPA
(Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos). Para la estimacion
cuantitativa de los riesgos de efectos cancerigenos y no cancerigenos, esta
metodologia tiene en cuenta la ruta de dispersion de los contaminantes, su
concentracion en el ambiente y la exposicion de los individuos (24).

Contaminantes evaluados, poblacion y drea de estudio

Se evaluaron los contaminantes ambientales representativos de cada una
de las actividades analizadas del conflicto, una ruta y una via de exposicion
de acuerdo con estudios recientes reportados en la literatura (cuadro 1).
La poblacidén objetivo del estudio para todas las actividades evaluadas la
conformaron 245 mujeres en edad fértil entre los 15 y los 40 afios de edad,
con condiciones sociales y econémicas similares a las de las areas de estudio.
Este grupo se selecciond por ser especialmente vulnerable frente a los eventos
de contaminacion ambiental y sus datos provenian de estudios similares
desarrollados por Echeverry, et al. (25), y Zapata, et al. (26). Las variables que
se tuvieron en cuenta para las estimaciones de riesgo fueron: edad, tiempo de
exposicion, duracién de la exposicion, peso corporal, cantidad de pescado y
agua consumidos por racion, frecuencia de consumo y tiempo promedio, este
ultimo calculado segun las recomendaciones de la USEPA (24).

Las areas de estudio corresponden a zonas del territorio colombiano donde
suelen ocurrir los tres tipos de acciones caracteristicas del conflicto armado:
la voladura de oleoductos, la mineria informal con mercurio y la aspersion
con glifosato para la erradicacion forzada de cultivos ilicitos. Su seleccion se
justifica, ademas, por la disponibilidad de datos de las variables necesarias
para hacer el calculo de los riesgos. En la evaluacion de los efectos de la
voladura de oleoductos, se selecciond la regién del rio Mira, y se incluyeron
los hidrocarburos aromaticos policiclicos naftaleno, pireno y criseno, por ser
tres de los compuestos mas nocivos para la salud (27). Sobre estos ultimos
se dispone de los datos de la cuantificacién hecha por Garcés, et al., dos
anos después de los atentados al oleoducto transandino de junio del 2015
(7); en peces, las concentraciones de naftaleno, pireno y criseno fueron de
0,1095, 5,6264 y 18,0088 mg/kg, respectivamente. Los valores utilizados para
la frecuencia de exposicion al consumo de pescado estuvieron entre 40,5 y
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162,0 dias/afo, con un promedio de 94,6 (desviacion estandar, DE=4,32x10’
dias/afno). Ademas, se incluyo la region del Catatumbo, utilizando la suma

total de hidrocarburos calculada por la Corporacion Auténoma de Norte

de Santander entre el 2017 y el 2018 (28). La concentracién promedio de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en aguas del rio correspondié a 2,8 mg/L
y el tiempo promedio de exposicion fue de 34 afos.

En cuanto a la mineria informal con mercurio, la ruta de exposicion
seleccionada fue la ingestién de peces provenientes del rio Cauca a su
paso por el Valle del Cauca, asi como de la ciénaga de Ayapel, en tanto que
la especie quimica evaluada del mercurio fue el metilmercurio, pues mas
del 90 % de este metal se presenta en esta forma en la biota acuatica (29).
Las cuantificaciones se tomaron de los estudios de Zapata, et al. (26,30)
mercurio (Hg, en el rio Cauca entre 2014 y 2015, y el de Marrugo, et al. (29),
en la ciénaga de Ayapel entre 2004 y 2005. Las concentraciones utilizadas
estuvieron entre 0,79 x 10y 4,90 x 10" mg/kg (promedio: 2,39 x 10') en peces
del rio Cauca y entre 0,35 x 10"y 6,5 x 10" mg/kg (promedio: 3,54 x 10") en
la ciénaga de Ayapel, la exposicion se produjo durante toda la vida de las
mujeres, es decir, su duracion promedio equivalia a la edad promedio de ellas.

Asimismo, para las concentraciones de glifosato y &cido
aminometilfosfonico (AMPA) en agua, se tomaron como referencia los datos
obtenidos de los estudios de Silva, et al., quienes, en un ecosistema similar
al colombiano y con un nimero adecuado de muestras, determinaron la
contaminacion de aguas por uso de glifosato mediante cromatografia liquida
de alta resolucion, 30 a 60 dias después de la aplicacion del herbicida en
cultivos licitos entre el 2001 y el 2002 (31). Como en estas mediciones no
se tuvo en cuenta la mezcla quimica usada para la aspersion de cultivos
ilicitos en Colombia, compuesta por glifosato, Cosmo-Flux® 411F y el
surfactante POEA, y tampoco, que en esta se utilizan concentraciones cinco
veces mas altas que las de uso agricola convencional, se utilizé este valor
como un factor multiplicador comun en cada estimacion por departamento.
Asi, utilizando concentraciones de base por departamento a partir de la
informacién de la cantidad de aspersiones en cada uno de ellos (desde
0,03 mg/kg en el Cauca hasta 0,10 mg/kg en Narifo), la concentracion final
utilizada fue cinco veces ese valor inicial, entre 0,15 mg/kg en el Cauca y 0,50
mg/kg en Narifo, valores que se consideraron basales (“escenario de base”).
Para estimar la duracion de la exposicion, se tuvieron en cuenta los registros
histdricos de fumigacion de cultivos ilicitos, segun los cuales dicha duracion
seria de 15 afos en todos los departamentos de la zona evaluada (entre el
2001 y el 2015), excepto en Cauca, donde seria un aho menos, pues no se
reportaron fumigaciones en el 2002 (32).

Ademas de este llamado “escenario de base]; se simuld una segunda
situacion que diera cuenta de los fendmenos de bioacumulacién y
biomagnificacion del glifosato en la red tréfica. En diversos estudios recientes,
se ha comprobado que el glifosato se acumula y magnifica en seres vivos
como los peces y las plantas, y se distribuye ampliamente en distintos
compartimentos ambientales en forma de material particulado suspendido en
los cuerpos de agua, los sedimentos, el suelo y la cobertura vegetal (33-36).
Se ha demostrado que el factor de bioacumulacién (bioaccumulation factor,
BAF) del glifosato en estas matrices ambientales puede alcanzar un rango
entre 0,5y 5 (34,37). En consecuencia, para dar cuenta de estos fenédmenos,
se multiplico por tres el valor de base (primer escenario) como referente
del valor promedio de los BAF reportados. En Colombia, no se cuenta con
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estudios rigurosos que permitan conocer experimentalmente los fenémenos
derivados de la aspersion de cultivos ilicitos, razén por la cual se estimo
conveniente hacerlo de esta forma.

Dosis y estimaciones de riesgo

En el calculo de la dosis interna de los diferentes contaminantes después
de la exposicion a la contaminacion, se utilizo la siguiente ecuacion
recomendada por la USEPA (24):

CxIRxCFxEFxED
BW x AT ’

Dosis =

donde C corresponde a la concentracion en la muestra (mg.kg™), IR a la
tasa de ingestion de la muestra (mg.dia™'), CF al factor de conversion (1 x 10®
kg.mg™), EF a la frecuencia de exposicién (dias.afio?), ED a la duracién de la
exposicion (afos), BW al peso corporal (kg), y AT al tiempo promedio (dias)

Con base en esta dosis, se evaluaron los riesgos con respecto a un
marcador de toxicidad caracteristico de cada contaminante. Para los riesgos
de efectos no cancerigenos, se usé la dosis de referencia (reference
dose, RfD), o maxima dosis oral aceptable de una sustancia téxica, de
los contaminantes evaluados en el cuadro 2. El céalculo de riesgos no
cancerigenos se hizo utilizando el cociente entre la dosis y la Rfd, o cociente
de riesgo (hazard quotient, HQ). Si el valor estimado del HQ es mayor de 1,
se considera que el riesgo para la salud es inaceptable (38).

Cuadro 2. Valores de dosis de referencia y factor de pendiente del cancer de los
contaminantes incluidos en la evaluacion de riesgos en salud

RfD CSF

Contaminante mg/kg-dia mg/kg-dia Referencia

Naftaleno 2,00 x 10-? 1,20 x 10-'  USEPA, 1998

Pireno 3,00 x 10-# 1,00 x 10-' USEPA, 2017

Criseno ND 1,00 x 10-®  Michigan State, 2015

HAP Totales 3,00 x 10-4 1,00 x 10-'  Bulder, et al., 2006
Metilmercurio 1,00 x 10-* 3,50x 10-2  USEPA, 1987

Glifosato 1,00 x 10- ND USEPA, 1987

AMPA 3,00 x 10- ND Minnesota Dep. of Health, 2017

RfD: dosis de referencia; CSF: factor de pendiente del cancer; ND: no disponible;
HAP: hidrocarburos aromaticos policiclicos

Segun la literatura cientifica, la exposicion a dos o mas contaminantes
puede causar efectos aditivos o interactivos debido a la sinergia entre estos.
En estos casos, se recomienda estimar el cociente de riesgo combinado
(combined HQ, CHQ), el cual se calculd para la exposicidn a glifosato mas
AMPA, siguiendo las recomendaciones de Miri, et al. (39).

Complementariamente, el riesgo cancerigeno se estimoé a partir del
producto entre la dosis calculada y el factor de pendiente del cancer
(Cancer Slope Factor, CSF), que corresponde al limite superior del intervalo
de confianza del 95 % del incremento del riesgo de cancer asociado con la
exposicion durante la vida por ingestion o inhalacion de un agente; los valores
de los CSF se muestran en el cuadro 2. Un nivel de riesgo cancerigeno
estimado de 1 x 10™ indica que hasta un caso de cancer por cada 10V
habitantes puede ser producto de causas ajenas al factor evaluado (por
ejemplo, cigarrillo, radiacion, etc.); los casos por encima de dicho umbral
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se atribuyen a la variable bajo estudio. En general, se acepta que valores
de riesgo cancerigeno inferiores a 1 por cada 100.000 habitantes (1 x 10%)
se consideran tolerables, en tanto que los riesgos mayores de 1 por 10.000
habitantes (1 x 10*) son intolerables. Las estimaciones entre estos dos
valores (1 x 10°y 1 x 10*#) se consideran en el rango que amerita medidas
de prevencion (40-42). Es de resaltar que no se dispone de valores del CSF
para el glifosato y su metabolito, el AMPA, lo que imposibilita en este caso la
estimacioén de ese riesgo potencial.

El célculo probabilistico del riesgo implica un muestreo aleatorio de
cada una de las variables involucradas en la exposicién para la estimacion
de la dosis segun la ecuacion anterior (30). Con el objetivo de construir las
distribuciones probabilisticas de cada una, se utilizé el analisis de Monte
Carlo, uno de los métodos probabilisticos mas utilizados con este fin (23).
En consecuencia, para el calculo del riesgo, se siguieron las directrices del
programa computacional Crystal Ball 11.0® (Decisioneering Inc., Denver,
Colorado, EUA) con simulaciones de tipo Monte Carlo para 100.000
iteraciones basadas en los tipos de distribucién de probabilidad de cada
variable. Para ello, se utilizé la prueba de normalidad de Shapiro Wilks,
empleando el programa computacional Statistica, v. 8.0 (StatSoft, Poland).
Posteriormente, se determind el ajuste de los datos a la distribucién mediante
la prueba de ji al cuadrado.

Resultados

En el cuadro 3, se presentan los valores del riesgo cancerigeno y no
cancerigeno en mujeres en edad fértil por consumo de agua en el rio
Catatumbo y pescado en el rio Mira. Los resultados demuestran que el
contenido de hidrocarburos aroméaticos policiclicos totales y de algunos de
sus compuestos especificos, especialmente el pireno, representan riesgos
cancerigenos intolerables y riesgos no cancerigenos inaceptables para la
poblacién. Se estarian presentando entre dos y ocho casos de cancer por
cada 1.000 personas expuestas a hidrocarburos aromaticos policiclicos
totales en la zona de influencia del rio Catatumbo o, lo que es lo mismo, entre
225 y 846 casos por cada 100.000 expuestos. En cuanto al consumo de
peces con pireno, el riesgo cancerigeno podria afectar hasta a 111 personas
por cada 100.000 expuestos en la zona de influencia del rio Mira. Todos estos
valores de riesgo son intolerables, pues son mucho mayores que el valor
maximo de un caso por 100.000 personas.

Cuadro 3. Valores del riesgo cancerigeno y no cancerigeno asociado con la exposicién a hidrocarburos en
mujeres en edad fértil por consumo de agua del rio Catatumbo y pescado del rio Mira

Rio Catatumbo Rio Mira
Consumo de agua Consumo de pescado

Estadisticas Rlesgo R'e599 no Riesgo cancerigeno RmsgP no

cancerigeno cancerigeno cancerigeno

HAP totales Criseno Naftaleno Pireno Naftaleno Pireno
Minimo 2,25 x 10-* 7,50 3,64 x 10-7 7,03 x 10-” 1,13 x 10-° 1,11 x 10-* 0,38
Maximo 8,46 x 10-* 28,1 3,55 x 10-° 6,28 x 10-° 1,11 x 10-® 1,08 x 10-? 37,0
Coeficiente de variacién 0,3120 0,6430

Error estandar medio 418 x 105 1,39x10-*> 2,16 x 10-® 1,16 x 10-® 6,76 x 10-7 6,57 x 10-® 2,25 x 10-?

HAP: hidrocarburos aromaticos policiclicos

Riesgo cancerigeno: Tolerable: p<1x10-®
Rango de medidas de prevencion: p1x10-° <p<1x10-* (negrilla)
Intolerable: p>1x10-# (en rojo)

Riesgo no cancerigeno (HQ): >1 inaceptable (en rojo)
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Por otra parte, el riesgo no cancerigeno estimado en el agua del
Catatumbo sugiere que la dosis alcanzada puede ser hasta 28 veces superior
a la maxima aceptada para los hidrocarburos aromaticos policiclicos totales
y, en peces del rio Mira, hasta 37 veces por encima de la maxima aceptada
de pireno. Es importante tener en cuenta, ademas, que en esta evaluacion
de riesgo solo se incluyeron tres hidrocarburos aromaticos policiclicos de los
cien tipos distintos identificados, por lo que la exposicién y sus efectos en la
salud pueden ser aun mayores.

En cuanto a la exposicién a mercurio por el consumo de pescado
contaminado a causa de las actividades de mineria informal, las estimaciones
de los riesgos cancerigenos maximos sobrepasaron los valores tolerables
tanto en el rio Cauca como en la ciénaga de Ayapel y estuvieron en el rango
de los valores que requieren prevencion: esto es, aproximadamente entre 3
y 5 casos por cada 100.000 expuestos (cuadro 4). Se estimd, asimismo, que
en el rio Cauca la dosis de mercurio ingerida por los peces podria llegar a
ser hasta 9,3 veces la maxima aceptable para ser no cancerigena. En otras
palabras, entre los valores de riesgo probables, la estimacion incluyé aquellos
por encima de lo tolerable que ameritan intervenciones de remediacion. En
Ayapel, los valores estimados estuvieron por debajo del maximo aceptable
(menores de 1).

Por ultimo, en condiciones con valores basales, ninguna de las
evaluaciones de riesgo no cancerigeno del glifosato y el AMPA mostré
valores por encima de los maximos aceptables (cuadro 5). En cambio, en la
simulacion de bioacumulacién y biomagnificacion del agente en la red tréfica,
se identificaron valores por encima del maximo aceptable para consumo de
agua contaminada con glifosato en el departamento de Narifio. Cuando se
estimaron los cocientes de riesgo combinados para glifosato y AMPA, los
valores de riesgo estimados excedieron el maximo aceptable en Narifo y
Putumayo (cuadro 6).

Cuadro 4. Valores del riesgo cancerigeno y no cancerigeno asociado con la

exposicién a mercurio en mujeres en edad fértil por consumo de pescado del rio
Cauca y la ciénaga de Ayapel

Rio Catatumbo Rio Mira
Consumo de agua Consumo de pescado
Estadisticas Riesgo Riesgo no Riesgo Riesgo no
cancerigeno cancerigeno cancerigeno cancerigeno
Mercurio Mercurio
Minimo 8,03x10-° 2,29 x 10-® 4,01 x 10-° 1,14 x 10-°
Maximo 3,26 x 10-° 9,32 4,55 x 10-° 0,130
Coeficiente de variacion 1,07 1,14

Error estandar medio 774 x10-° 2,21 x 10-3 9,85 x 10-° 2,82 x 10-2

Riesgo cancerigeno: Tolerable: p<1 x 10-°
Rango de medidas de prevencién: p1x10-° <p<1x10-* (negrilla)
Intolerable: p>1x10-# (en rojo)

Riesgo no cancerigeno (HQ): >1 inaceptable (en rojo)

Cuadro 5. Valores del riesgo no cancerigeno asociado con la exposicion a glifosato y AMPA en mujeres en edad fértil por
consumo de agua en areas asperjadas de Colombia

Narino Putumayo Caquetd Cauca Narino  Putumayo Caqueta Cauca

Estadisticas Riesgo no cancerigeno por consumo de agua

Glifosato AMPA
Minimo 0,145 0,101 0,129 0,044 0,048 0,034 0,0430 0,014
Maximo 0,460 0,321 0,149 0,138 0,153 0,107 0,0497 0,046

Coeficiente de variacion ~ 0,3004 0,3005 0,0418 0,3000 0,3002 0,3004 0,0419 0,2996
Error estdndar medio 2,35x10-4 1,65 x 10-4 1,84 x 10-5 706 x 10-5 786 x 10-5 5,51 x 10-5 6,14 x 10-6 2,35 x 10-5

Los cocientes de riesgo combinado para glifosato mas AMPA por departamento, fueron: Narifio, 0,613; Putumayo, 0,428; Caqueta, 0,199;
Cauca, 0,184
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Cuadro 6. Valores del riesgo no cancerigeno en mujeres en edad fértil asociado con la exposicién a glifosato y AMPA por
consumo de agua en areas asperjadas de Colombia. Caso 2: bioacumulacién y biomagnificacion del glifosato en la red tréfica

Narino  Putumayo Caqueta Cauca Narino  Putumayo Caqueta Cauca
Estadisticas Riesgo no cancerigeno por consumo de agua
Glifosato AMPA
Minimo 0,435 0,304 0,387 0,130 0,146 0,101 0,129 0,044
Méaximo 1,370 0,964 0,448 0,413 0,150 0,106 0,149 0,138

Coeficiente de variacion  0,2997 0,3002 0,0418 0,2999 0,8950 0,9010 0,1260 0,8991
Error estandar medio 7,06 x 10-4 4,94 x 10-4 5,52 x 10-5 2,12 x 10-4 2,36 x 10-4 1,65 x 10-4 1,84 x 10-5 7,05 x 10-5
Los cocientes de riesgo combinado para glifosato mas AMPA por departamento, fueron: Narifio, 1,52; Putumayo, 1,07; Caqueta 0,60; Cauca 0,55
Riesgo no cancerigeno (HQ): >1 inaceptable (en rojo)

Discusion

Esta evaluacion de los riesgos de tres tipos de acciones relacionadas con
el conflicto armado en Colombia, evidencio riesgo cancerigeno intolerable
y riesgo no cancerigeno inaceptable, por consumo de agua y peces
contaminados por hidrocarburos aromaticos policiclicos, mercurio y glifosato.
Los hallazgos concuerdan con otras evaluaciones de riesgo de estos mismos
contaminantes, pero en situaciones asociadas con actividades humanas no
enmarcadas en el conflicto armado. En el presente estudio, las acciones de
violencia ambiental relacionadas con el conflicto corresponden a actividades
productivas en las que diversos actores armados han sido los presuntos
responsables: las guerrillas, en el caso de la voladura de oleoductos;
principalmente los paramilitares, en el caso de la mineria de oro informal, y el
Estado, en el caso de la aspersion con glifosato para la erradicacion forzada
de cultivos ilicitos.

En el caso de la voladura de oleoductos, los modelos evidenciaron un
intolerable riesgo cancerigeno debido al consumo de agua contaminada por
hidrocarburos aromaticos policiclicos en el rio Catatumbo y al consumo de
pescado del rio Mira contaminado con pireno, uno de los compuestos mas
nocivos sobre los que se dispone de informacion. En estos dos casos, el
riesgo no cancerigeno también resultd inaceptable al superar entre siete y
mas de 30 veces la dosis maxima aceptable. Una evaluacion de riesgos mas
exhaustiva podria incluir la cuantificacion de otros hidrocarburos aromaticos
policiclicos, y otras rutas y vias de exposicion (por ejemplo, ingestion,
absorcién dérmica e inhalacién) que aumentarian aun mas la probabilidad de
efectos nocivos para la salud (23).

Los resultados demostraron categéricamente un aumento en el riesgo
de cancer y otras afectaciones de la salud de estas poblaciones. Segun la
IARC, la exposicién a hidrocarburos aromaticos policiclicos en la dieta se ha
asociado especificamente con un aumento del riesgo de adenoma colorrectal
y cancer pancreatico en humanos, en tanto que otras rutas de exposicién,
por ejemplo la inhalacién o el contacto dérmico, asi como los estudios en
modelos animales, han demostrado el aumento del riesgo de cancer de
pulmén y de otros érganos (43).

Por otra parte, la Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (ATSDR) incluye diversos problemas de salud reproductiva,
defectos de nacimiento y bajo peso al nacer, ademas de efectos nocivos
en la piel y en los fluidos corporales, y disminucion en la habilidad para
combatir infecciones, después de exposiciones de corta o larga duracién a
hidrocarburos aromaticos policiclicos con posibles efectos no cancerigenos
para la poblacién (44).
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A la luz de los resultados de la presente evaluacion probabilistica de
riesgos en salud por exposicion a hidrocarburos aromaticos policiclicos,
llaman la atencion los andlisis realizados dentro del area de influencia de
estas exposiciones en Tumaco, que mostraron una gran prevalencia de
leucemia, de tumores benignos o de evolucion incierta, de tumores malignos
de estébmago, de tumores malignos de traquea o bronquios y de otros,
asociados con un exceso de afos de vida potencialmente perdidos por

muerte prematura, especialmente en mujeres (45), lo cual podria potenciarse
en el contexto de estas regiones por el dificil acceso a un diagnéstico
oportuno y a tratamientos especializados.

Por otra parte, se estim6 un aumento en el riesgo no cancerigeno por
consumo de pescado del rio Cauca contaminado con mercurio debido a las
actividades de mineria informal, con coeficientes de riesgo que podrian alcanzar
hasta mas de nueve veces el valor maximo tolerable. Asimismo, tanto en el rio
Cauca como en la ciénaga de Ayapel, los riesgos cancerigenos estimados por
exposicion al mercurio estan en el rango de los valores que ameritan medidas
de prevencién, pues son superiores a un caso por 100.000 expuestos. El
mercurio es un neurotdxico muy conocido que puede afectar el desarrollo fetal
y durante la infancia, asi como causar la aparicion o exacerbacion de déficits
neurolégicos en adultos mayores previamente expuestos (46-48). En cuanto
a los efectos cancerigenos del mercurio, se ha descrito la asociacion con
adenomas renales, adenocarcinomas y otros tipos de carcinomas y, en general,
su capacidad de producir dafio cromosomico y nuclear (49).

En este sentido, en estudios de campo en el municipio de Ayapel
(Cordoba), se evidenciaron concentraciones de mercurio total en cabello
(valores promedio estimados: 2,18 + 1,77 pg/g) superiores a las permitidas
internacionalmente por la USEPA (1 pg/g) en poblacién mayor de 14 afios
(14). Asimismo, sintomas como cefalea, irritabilidad, falta de concentracién,
insomnio, alteracion de la presion arterial, sabor metalico, Ulceras bucales,
paralisis facial, nauseas y hormigueo de las manos, se han asociado con
los niveles de mercurio cuantificados, que se deben, presumiblemente,
al elevado consumo de pescado de la ciénaga de Ayapel contaminado
con mercurio (14). Por otra parte, en la zona de influencia del rio Cauca
al oriente de la ciudad de Cali, incluida en este analisis de evaluacion de
riesgos, los estudios de campo han demostrado una mayor prevalencia de
malformaciones congénitas en neonatos, por ejemplo, la sirenomelia, con
una frecuencia de tres casos por 1.000 nacimientos, cuando lo esperado para
estas malformaciones es de uno por 100.000 nacimientos (50,51).

Por ultimo, en condiciones basales la evaluacion de riesgo no cancerigeno
de la aspersion con glifosato no registrd ningun valor por encima del maximo
tolerable para la exposicion al glifosato o a su metabolito AMPA, aisladamente
0 en combinacidn (todos los cocientes de riesgo combinados fueron menores
de uno). No obstante, al evaluar la bioacumulacion y la biomagnificacion de
estos agentes en la red tréfica, se obtuvieron valores de riesgo por encima de
los méximos permitidos para la exposicion al glifosato, solo o en combinacion
con AMPA, en los departamentos de Narifio y Putumayo. En este sentido,
los efectos del glifosato, especialmente en la salud reproductiva (fertilidad),
el desarrollo fetal o el desarrollo posnatal por exposicion in dtero, se han
documentado bastante en estudios de laboratorio y en modelos animales (52-
55), aunque en los estudios epidemioldgicos en humanos persiste el debate
sobre sus efectos (56-58).
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A pesar de su reclasificacion como probablemente cancerigeno para los
humanos (grupo 2) por parte de la IARC, también hay bastante controversia
sobre los potenciales efectos cancerigenos del glifosato, por lo cual no existe
un valor de CSF avalado internacionalmente. A pesar de ello, con base en el
CSF reportado por el estado de California en Estados Unidos, CSF=0,00062
x 10" mg/kg/dia (59), se estimaron los valores del riesgo cancerigeno por
exposicion al glifosato, los cuales fueron mayores de 1 x 10-°en todos los
departamentos (los calculos no se muestran); las mayores estimaciones de
riesgo (2,27 a 6,25 x 10®°) se obtuvieron en Narifo sin tener en cuenta el
AMPA, lo que sugiere que es necesario tomar medidas de prevencion.

El estudio presenta limitaciones por la falta de mas y mejores datos sobre
las exposiciones, de informacion proveniente de programas sistematicos de
muestreo para determinar las concentraciones y, en general, de un mayor y
mas riguroso seguimiento de las condiciones de las matrices ambientales
que son fuente de exposicion en estas poblaciones vulnerables. No obstante,
los estudios utilizados como base para la evaluacion del riesgo son
confiables, y nos ayudan a comprender la magnitud del impacto del conflicto
armado como causa de contaminacion y riesgo ambiental.

La situacién de riesgo descrita se agrava aun mas cuando se considera el
contexto de vulnerabilidad de estos territorios, sobre todo si se tiene en cuenta
el deficiente acceso a agua potable en las zonas rurales mas afectadas por
el conflicto armado. La cobertura promedio de acueducto en zonas rurales
del pais en el 2017 era de 73,2 % y los indices de calidad del agua indicaban
que el 58 % de la poblacién rural recibia agua no apta para el consumo
(60). Ademas, algunos de los territorios evaluados aqui tienen coberturas de
prestacion del servicio de acueducto incluso mas bajas, como en el caso de
Tumaco, donde solo el 51 % de los habitantes tienen cobertura, o en la zona
del Catatumbo donde, segun la Defensoria del Pueblo, solo el 27 % de la
poblacién tiene acceso a agua potable (8). Sumado a esto, la concentracion
de la pobreza en las regiones afectadas por el conflicto, por ejemplo en el
Catatumbo, se refleja en que mas del 53 % de la poblacion alli se encuentra
bajo la linea de pobreza (8), lo que seguramente favorece sinergias negativas
en salud dado el déficit nutricional de las poblaciones expuestas.

Asimismo, en algunas de estas comunidades, especificamente la
exposicion por consumo de pescado se ve favorecida porque este alimento
hace parte de los habitos nutricionales para su sustento, de su cultura y de
sus modos de vida. Por esto, no se debe adoptar intervenciones enfocadas
en restringir el consumo de pescado, sino en la mitigacién o biorremediacion
de la concentracion de los contaminantes en el ambiente, en el
fortalecimiento de la seguridad y la soberania alimentarias y, en general, en el
mejoramiento de las condiciones de vida de la poblacién expuesta. Ademas,
es necesario implementar acciones de monitoreo de la contaminacion en
estos y otros sitios con problemas similares por las acciones de violencia
ambiental asociadas con el conflicto armado.

En conclusion, este estudio reafirma las conexiones inextricables que
existen entre ambiente, sociedad y salud, y la urgencia de consolidar las
acciones en pro de una paz duradera y sostenible, dadas las implicaciones
que ello tiene para la salud publica de estos grupos poblacionales vulnerables
y el bienestar de todos los seres vivos afectados por el conflicto armado.
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Articulo original

Caracterizacion clinica, sociodemografica y
determinacién del impacto en la calidad de vida de
pacientes con dermatitis atopica de la ciudad de

Medellin y su area metropolitana

Miguel Mateo Cuervo', Gloria Sanclemente?, Lina Marcela Barrera?

'Facultad de Medicina, Secciéon Dermatologia, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia
2Grupo de Investigacién Dermatolégica, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Introduccion. La dermatitis atdpica es una enfermedad cutanea crénica e intermitente muy
frecuente, con un impacto clinico evidente en la calidad de vida de los pacientes. No hay
estudios locales que describan las caracteristicas generales de esta condicién en nuestra
poblacion.

Obijetivo. Evaluar las caracteristicas sociodemograficas, clinicas y de calidad de vida en
pacientes con dermatitis atépica residentes en Medellin y su area metropolitana.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio transversal descriptivo de pacientes que
consultaron en algunos centros de referencia de la ciudad de Medellin, a quienes se les
hizo una encuesta sobre variables sociodemograficas y clinicas. Ademas, se evalud la
seriedad clinica de la enfermedad y su impacto en la calidad de vida.

Resultados. Se incluyeron 113 pacientes, de los cuales 36,3 % manifesté tener algun
trastorno del suefio, 38,1 % reporté déficit de atencion y 44,2 % informé haber sufrido
asma en la infancia. Se registré un puntaje promedio de 6,9 en el indice EASI (Eczema
Area and Severity Index) y de 32,4 en el SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis), es

decir, el compromiso clinico era de leve a moderado. Con el cuestionario Skindex-29, se
encontraron promedios de 37,7, 25,09 y 16,9 para los dominios sintomatico, emocional y
funcional, respectivamente, con un promedio total de 24,78. En el cuestionario EuroQol 5
Dimensions (EQ-5D), el componente mas importante fue la presencia de dolor o malestar
(17,6 %) y de ansiedad o depresion (12,1 %).

Conclusioén. Los resultados obtenidos confirmaron que la poblacién analizada con
dermatitis atdpica presentaba caracteristicas similares a las reportadas en otras partes del
mundo, con un impacto neuropsiquiatrico y emocional en aspectos como el suefio.

Palabras clave: dermatitis atopica/epidemiologia; calidad de vida; suefio; depresion.

Clinical and sociodemographic features and quality of life in patients with atopic
dermatitis who attended dermatology teaching clinics in Medellin, Antioquia and its
metropolitan area

Introduction: Atopic dermatitis is a cutaneous, inflammatory, chronic disease, very frequent
in the world and it imposes a high clinical and quality of life impact in patients. To date there
are no local studies describing the general features in our population.

Obijective: To evaluate the socio demographic, clinical and life quality features in patients
with atopic dermatitis from Medellin city and its metropolitan area.

Materials and methods: cross sectional, descriptive study, that included patients who
attended some teaching dermatological clinics. Data collection included sociodemographic
and clinical features in addition to clinical issues and quality of life measurements.

Results: A total of 13 patients were included. 36,3% manifested a sleeping disturbance,
38,1% attention deficit; 44,2% reported asthma in the childhood. EASI and SCORAD scores
were 6,9 and 32,4, respectively, which indicates a mild-moderate compromise. Regarding
quality of Life, Skindex-29 showed average scores for the symptomatic, emotional and
functional dominions of 37,7, 25,09 and 16,9, respectively, and a total score of 24,78. In
EQ-5D scores, the most altered component was the presence of pain or discomfort (17,6%)
and the presence of anxiety or depression (12,1%), which enhances the symptomatic and
emotional impact of the disease.

Conclusion: These results confirm that patients with atopic dermatitis present similar
features to those reported in other studies from different countries, highlighting the burden
of the disease in adults and its impact in neuropsychiatric and emotional domains.,

Keywords: Dermatitis, atopic/epidemiology, quality of life; sleeping; depression.
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La dermatitis atopica es una enfermedad inflamatoria cronica que suele
aparecer en la infancia temprana, aunque también puede presentarse en
otras edades. Afecta a ambos sexos y a todas las razas. En su etiologia
intervienen factores genéticos, ambientales e infecciosos que provocan una
reaccioén inflamatoria en la piel, con ruptura de la barrera cutanea y aparicion
de las lesiones clinicas caracteristicas (1). Su fisiopatologia es compleja y
aln no esta completamente dilucidada. Hoy se conocen multiples vias de
sefalizacién adicionales al eje Th1-Th2, entre ellas, la produccion de IL-3,
IL-4 e inmunoglobulina E (IgE), la intervencion de linfocitos con linaje Th17,
la produccion de otras citocinas como la IL-17, IL-18 y la IL-22, y algunas
mutaciones genéticas que provocan anormalidades en proteinas de barrera
de la epidermis (2-5).

La enfermedad se ha convertido rapidamente en un problema de
salud publica debido a su gran prevalencia, especialmente en paises
industrializados, y a los altos costos y la carga econdmica que implica
(2), pues suele iniciarse en los dos primeros afnos de vida. Se ha descrito,
ademas, una curva ascendente de la prevalencia, la cual paso del 8 %
de afectados en 1997 al 12 % en 2010 (6). Los datos provenientes de los
diversos paises varian mucho, segun el sitio de los estudios. Por ejemplo,
el llevado a cabo entre 1999 y 2004 mediante el cuestionario del ISAAC
(International Study of Asthma and Allergies in Childhood), incluy6 385.853
pacientes entre los 6 y 7 afos de edad provenientes de 60 paises de todos
los continentes; en dicho grupo se reportd una prevalencia de la dermatitis
atépica de 0,2 a 24,6 %, y Colombia figurd entre los paises con mayores
prevalencias generales (>15 %), y en el grupo de 13 a 14 afos de edad
(alrededor de 600.000 individuos), con 24,6 % (7).

En 2004, Dennis, et al., evaluaron la prevalencia de enfermedades alérgicas
en seis ciudades colombianas y encontraron que, de un total de 6.507
pacientes, el 3,9 % presentaba dermatitis atopica y un tercio de ellos tenia
sintomas graves; en Medellin se reportd una prevalencia de 4 % (39 pacientes)
(8). En un nuevo estudio de los mismos autores entre 2009 y 2010, se encontrd
una prevalencia estimada de dermatitis atdpica de 13,89 % en una poblacion
de 5.780 individuos, y Medellin registré el valor mas alto: 13,36 % (176
pacientes). Ademas, se encontrd que el 13 % de los individuos manifestaba
despertarse una 0 mas noches a la semana por sintomas relacionados con la
enfermedad (9). En 2012, se evaluaron nifos entre los 5 y 14 afios en Medellin
para establecer la prevalencia de enfermedades alérgicas y su relacion con
el trastorno de déficit de atencion con hiperactividad; se encontrd que, de 113
pacientes encuestados, el 8,8 % presentaba dermatitis atdpica, condicion
que, de todas las evaluadas, se asocié significativamente con el insomnio
(OR=4,23), en tanto que el déficit de atencidn con hiperactividad registré una
prevalencia similar a la de la poblacion general (10,11).

Lo usual en la dermatitis atdpica es que se presenten brotes y, en general,
los pacientes comparten caracteristicas como el eccema y el prurito y la
tendencia a tener la piel xerdtica. Asimismo, algunos individuos pueden
presentar otros signos, denominados estigmas de atopia, como piel palida,
presencia de doble pliegue palpebral, e hiperlinealidad palmar, entre otras
(12-14). Los pacientes tienen exacerbaciones y remisiones que suelen durar
mas de seis semanas; durante las exacerbaciones, las lesiones se generalizan
y se presentan sobreinfecciones, incluso, en algunos pacientes aparecen
formas eritrodérmicas que se extienden a mas del 70 al 90 % de la superficie
corporal (15). Para su diagndstico, se utilizan criterios clinicos que las diversas
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organizaciones dermatolégicas mundiales han venido modificando a través
de los anos (16,17). En general, los signos esenciales son la presencia de
eccema o prurito a lo largo de la vida y la presencia de exacerbaciones (18).

Se sabe que la dermatitis atépica provoca alteraciones clinicas que afectan
la calidad de vida del paciente y de su familia, por lo que se han disefiado
diferentes escalas para medir tal impacto (15,19). Con el EASI (Eczema Area
and Severity Index), indice publicado en 1998 (20), se evalla la extension
de la enfermedad en cuatro regiones definidas del cuerpo y se determina
la gravedad segun cuatro signos clinicos: eritema, induracién o palpacion,
excoriacion y liquenificacion; a cada signo se le da un valor en una escala
que varia entre 0 si el signo esta ausente y 3 si es grave, y se le da un peso
a dichos signos de acuerdo con la extension del area anatémica afectada. La
extension se puntua de 0 a 6: 0 corresponde a un compromiso del 0 % y 6, a
uno del 90 a 100 %. Finalmente, se obtiene un puntaje que va de 0 a 72. El
compromiso se considera leve con un puntaje entre 1,1 y 7, moderado, entre
7,1y 21, grave, entre 21,1 y 50, y muy grave, entre 50,1y 72 (21).

El SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis), por su parte, es una de las
herramientas mas ampliamente utilizadas. Se publicd en 1993 y permite
evaluar tres aspectos de la enfermedad: extension, caracteristicas clinicas y
sintomas. La extensién se determina calculando la superficie corporal que se
encuentra afectada. Las caracteristicas clinicas, el eritema, las papulas o el
edema, la exudacién o costras, la excoriacion, la liquenificacion y la xerosis,
a cada una de las cuales se le da un puntaje de 0 a 3 (0 si la caracteristica
esta ausente y 3 si es grave). Los sintomas de prurito y alteracion del suefo
son puntuados por la persona en una escala visual analoga. En general, el
compromiso se considera leve cuando el puntaje es menor de 15, moderado
si esta entre 15y 40, y grave si es mayor de 40 (22).

Para la evaluacién de la calidad de vida se emplearon las escalas
Skindex-29 y EuroQol 5 Dimensions (EQ-5D), las cuales fueron diligenciadas
por los mismos pacientes. El Skindex-29 es un cuestionario diligenciado por
el paciente que incluye 29 items distribuidos en tres dominios: sintomatico,
emocional y funcional. En cada pregunta debe responderse con la frecuencia
de cada situacioén: nunca, raramente, algunas veces, frecuentemente y
todo el tiempo. Los puntos de corte para cada dominio se establecieron asi:
leve, 20 a 30; moderado, entre 30 y 40, y grave, de 40 o mas (23). La EQ-
5D es una herramienta para evaluar la calidad de vida de las personas con
enfermedades dermatoldgicas, segun la movilidad, el cuidado personal, las
actividades cotidianas, la presencia o ausencia de dolor o malestar, y de
ansiedad o depresion. Es un cuestionario que diligencia el mismo paciente,
adjudicando un valor entre 1 y 3 a cada variable, siendo 1 la ausencia de
alteracién, 2 la presencia de afectacién leve o moderada y 3 el compromiso
serio; ademas, los pacientes deben elegir un puntaje que va de 0 a 100 como
promedio de su estado de salud en el dia de la evaluacion, siendo O el peor
estado de salud y 100 el mejor (24).

Actualmente, no hay un tratamiento Unico para la dermatitis atépica,
aunque si multiples terapias para diferentes etapas de la enfermedad que,
combinadas con la educacion de los pacientes, constituyen el plan de
intervencién ideal (25,26). La condicion por si misma es un problema para
los pacientes, pues uno de los sintomas mas importantes es el prurito, el
cual puede ser muy dificil de controlar e impacta negativamente su calidad
de vida que, en conjunto con otros sintomas, aumenta el ausentismo laboral,
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asi como la asistencia fisica al lugar de trabajo, pero con un desempefio
inadecuado de las tareas asignadas. Asimismo, la enfermedad afecta a los
cuidadores directos, pues los pacientes suelen ser nifios, y tiene una gran
repercusién sobre el sistema de salud por la cantidad de consultas que los
pacientes requieren y la complejidad del tratamiento (13,27-29).

Hasta la fecha, se desconoce si en la poblacion del area metropolitana
de Medellin la enfermedad guarda alguna relacién con los factores externos
que se han sefalado en diversos estudios en asociacion con su origen y
desarrollo, asi como con otras enfermedades. Se reconoce su impacto en los
pacientes, pero es importante saber si en la poblacion local se manifiesta de
la misma manera para que, tanto los dermatélogos como otros profesionales
de la salud (médicos generales, pediatras, alergélogos, internistas),
tengan los elementos para reconocer la enfermedad, su gravedad y las
comorbilidades, y puedan darle un manejo integral a los pacientes.

En este contexto se inscribe la pregunta que guid este estudio: ¢ cual es
la distribucidn clinica y sociodemografica, y el impacto en la calidad de vida
de los pacientes con dermatitis atdpica que consultan en Medellin y su area
metropolitana?

Materiales y métodos
Poblacion de estudio

Se hizo un estudio de tipo descriptivo en todos los pacientes con dermatitis
atdpica que de manera consecutiva asistieron al servicio de dermatologia de
los siguientes centros asistenciales: IPS Universitaria, Hospital Universitario
San Vicente Fundacion, Clinica Bolivariana, Universidad CES y algunos
consultorios dermatolégicos particulares de la ciudad y su area metropolitana
en el periodo comprendido entre junio de 2018 y marzo de 2020.

Se incluyeron los pacientes colombianos con méas de 7 afos de edad y
diagnostico clinico de dermatitis atopica emitido por un dermatélogo, que
aceptaron participar en el estudio diligenciando el formato de consentimiento
informado y autorizando el acceso a sus registros clinicos y sus datos
personales; en el caso de los nifios entre 7 y 12 afos, se debia obtener,
ademas,el asentimiento informado; se excluyeron los pacientes que no
cumplieran dichos requisitos. El Skindex-29 se aplico a todos los pacientes
mayores de 16 anos y el EQ5D solo a los adultos, edades para las que se
han validado estas escalas.

Tamafo de muestra y muestreo

El muestreo fue a conveniencia y el tamafo de la muestra se calculé
con base en una frecuencia en la poblacion del 11 % (30), con un intervalo
de confianza del 90 % para una poblacién finita mayor de 1°000.000 con un
efecto de disefio (para encuestas en el grupo-EDF) de 1, segun la siguiente
formula (https://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm):

Tamano de la muestra n = [EDF*Np(1-p)] / [(d%/Z?, ,*(N-1)+p*(1-p)], lo que
arrojé un n de 106 pacientes.

Recoleccion de datos

Se invitd a participar en el estudio a todos los pacientes atendidos en los
centros asistenciales seleccionados y se hizo su registro inicial con nombre,
documento de identificacion y teléfono de contacto; posteriormente, un
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residente de dermatologia de la Universidad de Antioquia se comunicd con
cada uno para establecer una cita presencial en la IPS Universitaria o en el
Hospital Universitario San Vicente Fundacién, donde se diligencié el formato
de consentimiento informado y se hicieron las encuestas del estudio.

Asimismo, durante la recoleccién de datos se organizaron jornadas en la IPS
Universitaria dirigidas a pacientes con dermatitis atdpica que fueron difundidas
por medios fisicos y digitales, y en las cuales se hizo un acercamiento inicial
para explicar los objetivos de la investigacion y remitir a consulta especializada
a quienes lo requirieran; los pacientes que aceptaban participar en el estudio
fueron encuestados inmediatamente. En dichas jornadas también se dictaron
charlas a cargo de residentes de dermatologia de la Universidad de Antioquia
para informar sobre los aspectos generales de la enfermedad, los cuidados que
debian tener los pacientes y el propdsito de la investigacion.

A todos los pacientes que cumplian con los criterios de inclusion se
les aplicé una encuesta diligenciada por residentes de dermatologia de la
Universidad de Antioquia para recoger los datos sociodemograficos de edad,
fecha de nacimiento, sexo, lugar de origen (ciudad y departamento), estado
civil, ocupacion desempefada en los ultimos cinco anos, escolaridad, estrato
socioeconémico y aseguramiento en salud, asi como informacion sobre
los ingresos mensuales promedio, la dependencia econdémica (en caso de
haberla) y el dinero invertido mensualmente en la enfermedad.

Para evaluar las caracteristicas clinicas y comorbilidades, la encuesta
incluia los datos de peso (kg), estatura (cm), consumo de cigarrillo, alcohol
y sustancias psicoactivas, antecedentes personales psiquiatricos, trastornos
del sueno, historia personal y familiar de atopia, otras comorbilidades y
presencia de estigmas de atopia. La gravedad clinica se midi6é con base en
el porcentaje de superficie corporal comprometida mediante los instrumentos
EASI y SCORAD.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos con las encuestas se transcribieron e ingresaron
a una base de datos de Microsoft Excel® 2013 y de Access® 2013. Para
la descripcion de las caracteristicas de la muestra, se hizo un analisis
univariado de las variables para conocer sus frecuencias. Las variables
continuas se presentaron utilizando medias y desviacion estandar, o
medianas y rango intercuartil. Las variables ordinales y categdricas se
expresaron en frecuencias absolutas, y las relativas en porcentajes. Para el
andlisis estadistico de los datos se utilizé el programa SPSS®, version 26.

Consideraciones éticas

El estudio se ajustd a las normas de investigacion en seres humanos
estipuladas en la Resolucion N° 8430 de 1993 del Ministerio de Salud
de Colombia y en la Declaracion de Helsinki de 2013. El estudio supuso
un riesgo minimo para los participantes y se incluyeron unicamente los
pacientes que manifestaran su deseo de participar y diligenciaran el
consentimiento informado. Los nifos entre 7 y 12 afos debian otorgar,
ademas, el asentimiento informado. En la base de datos se asignaron
cédigos numéricos para mantener la confidencialidad de la informacién.

El estudio fue aprobado por el comité de ética de la IPS Universitaria, el
Hospital San Vicente Fundacion y el Instituto de Investigaciones Médicas
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia. No hubo ningun
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conflicto de intereses econdémicos personales o que involucraran a terceros
en la realizacion de esta investigacion.

Resultados

El estudio incluy6 a 113 pacientes atendidos en el periodo comprendido
entre junio de 2018 y marzo de 2020, cuyas caracteristicas sociodemograficas
se presentan en el cuadro 1. El promedio de edad de los pacientes evaluados
fue de 277 afos (rango de 7 a 68 afos); 23 pacientes eran menores de 18
anos. La distribucion por sexo fue muy similar: 57 mujeres (50,4 %) y 56
hombres (49,6 %). En cuanto al estado civil, la mayoria eran solteros (71, 62,8
%); el 33,6 % era profesional universitario, el 31,9 %, bachiller y el 15,9 %,
técnicos. El 70,8 % pertenecia al régimen contributivo del sistema de seguridad
sociay el 18,6 % al subsidiado. En el cuadro 2 se presenta la caracterizacion
economica: el 70,8 % de los pacientes dependia econémicamente de alguien
mas, y 48 de ellos (42,5 %) no tenia ingresos econdmicos.

Comorbilidades personales y factores de riesgo familiares

Las comorbilidades y antecedentes familiares se presentan en el cuadro
3. El 14,2 % de los pacientes refirié consumo actual de cigarrillo, el 41,6 %
de alcohol y el 9,7 % de sustancias psicoactivas. Por otro lado, 41 (36,3 %)
pacientes manifestaron tener algun trastorno del suefio, 38,1 % expreso tener
déficit de atencion y el 0,9 %, haber presentado depresion. En cuanto a los
antecedentes personales de atopia, 25 (22,1 %) pacientes refirieron presentar
eccema desde la infancia, 49 (43,3 %) tenian diagndstico de dermatitis
atopica infantil, 50 (44,2 %) manifestaron haber tenido asma en la infancia y
52 (46 %), rinitis alérgica. El antecedente familiar de dermatitis atopica fue
positivo en 93 (82,3 %) pacientes, de asma en 40 (35,3 %) y de rinitis alérgica
en 41 (36,2 %). Otras comorbilidades fueron poco frecuentes, siendo la mas
relevante el asma activa en 7,1 % de los casos, enfermedades de la tiroides
en 6,2 %, obesidad y diabetes mellitus no complicada en 1,8 % cada una, y
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, higado graso, hipertension arterial
y dislipidemia en 0,9 % de los pacientes cada una.

Cuadro 1. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de estudio

Sexo Mujeres, 50,4 % (57)

Hombres, 49,6 % (56)
Edad promedio 277 afos (7-68 afios)* (DE=17,14)
Estado civil Soltero, 62,8 % (71)

Uniédn libre, 30,1% (34)
Casado, 5,3 % (6)
Viudo, 0,9 % (1)
Escolaridad Ninguna, 3,5 % (4)
Primaria, 6,2 % (7)
Secundaria, 31,9 % (36)
Técnico, 15,9 % (18)
Profesional, 33,6 % (38)
Posgrado, 8,8 % (10)

Aseguramiento en salud Ninguno, 0,9 % (1)
Contributivo, 70,8 % (80)
Subsidiado, 18,6 % (21)
Particular, 5,3 % (6)
Régimen especial, 2,7 % (3)
SISBEN, 1,8 % (2)

Total N=113

DE: desviacion estandar
* 23 (20,3 %) pacientes eran menores de 18 afios.
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Cuadro 2. Caracteristicas econémicas de la poblacion de estudio

Dependencia econémica

Ingresos mensuales*

Si, 70,8 % (80)

No, 29,2 % (33)

Sin ingreso, 42,5 % (48)

$0a $500.000, 12,4 % (14)

$ 500.000 a $ 1°000.000 12,4 % (14)

$ 1°000.000 a $ 2°000.000, 15,9 % (18)
$2.000.000 a $ 5.000.000, 11,5 % (13)
$5°000.000 a $ 10°000.000, 2,7 % (3)
>$ 10'000.000, 1,8 % (2)

Inversion mensual en la enfermedad** $ 0 a $ 100.000, 43,3 % (49)

Total

$ 100.000 a $ 200.000, 23 % (26)
$200.000 a $ 500.000 23,9 % (27)
$ 500.000 a $ 1°000.000 4,4 % (5)

N =106

* Uno de los pacientes no reporté ingreso mensual
** Seis pacientes no reportaron su gasto mensual por la enfermedad.

Cuadro 3. Antecedentes y comorbilidades de la poblacién de estudio

Consumo de cigarrillo
Consumo de alcohol
Consumo de sustancias psicoactivas

Antecedentes personales psiquiatricos

Historia personal previa de atopia

Antecedente familiar de atopia

Otras comorbilidades

Si, 14,2 % (16)

No, 85,8 % (97)

Si, 41,6 % (47)

No, 58,4 % (66)

Si, 9,7 % (11)

No, 90,3 % (102)

Déficit de atencion, 38,1 % (43)
Trastornos del suefio, 36,3 % (41)
Depresion, 0,9 % (1)

Eccema, 22,1 % (25)

Dermatitis atépica infantil, 44,2 % (50)
Asma, 44,2 % (50)

Rinitis alérgica, 46 % (52)

Dermatitis atdpica, 82,3 % (93)
Asma, 35,3 % (40)

Rinitis alérgica, 36,2 % (41)
Alergia alimentaria, 14,1 % (16)
Alergia a medicamentos, 7,9 % (9)

Asma activa, 7,1 % (8)
Enfermedad tiroidea, 6,2 % (7)
Obesidad, 1,8 % (2)

Diabetes no complicada, 1,8 % (2)
EPOC, 0,9 % (1)

Higado graso, 0,9 % (1)
Hipertension arterial, 0,9 % (1)
Dislipidemia, 0,9 % (1)

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica
* No se incluye el nimero total porque algunos pacientes presentaron mas de una

comorbilidad, antecedente o estigma atopico.

Caracteristicas clinicas de la enfermedad y del tratamiento

Las variables clinicas se muestran en el cuadro 4: el promedio del
peso fue de 61,3 kg y el de la estatura de 160,9 cm. Segun las escalas de
clasificacion de la gravedad clinica, la intensidad promedio del prurito fue
de 5,93; el porcentaje de superficie corporal afectada en el momento de
la encuesta fue de 17,14 % en promedio y cuatro pacientes presentaban
eritrodermia (>90 % de la superficie corporal afectada). Asimismo, el 97,3
% de los pacientes presentaba algun estigma de atopia, siendo los mas
comunes la palidez centrofacial (59; 52,2 %) y el doble pliegue palpebral (42;
37,2 %). La més comun de las variantes regionales de dermatitis atépica fue

el eccema de las manos (14,1 %).
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Cuadro 4. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

Peso promedio 61,3 kg (DE=17,2)
Estatura promedio 160,9 cm (DE=16,8)
indice de masa corporal (IMC) 23,68 kg/cm?

promedio

Porcentaje de superficie corporal 17,14 % (DE=20,5)
afectada en el momento del examen  Eritrodermia, 3,53 % (4)*
Estigmas de atopia Si 97,3 % (110)

¢ Palidez centrofacial, 52,2 % (59)
* Doble pliegue palpebral, 37,1 % (42)
* Hiperpigmentacion periocular, 30 % (34)
* Dermografismo blanco, 29,2 % (33)
* Queratosis pilar, 28,3 % (32)
* Disminucion del vello de las cejas, 24,7 % (28)
* Pitiriasis alba, 24,7 % (28)
* Hiperlinealidad palmar, 18,5 % (21)
No, 2,7 % (3)

Variantes de la dermatitis atopica Eccema de las manos, 14,1 % (16)
segun region del cuerpo Quelitis, 7,9 % (9)
Eccema auricular, 2,6 % (3)
Eccema del parpado, 5,3 % (6)
Dermatitis de cabeza y cuello, 0,9 % (1)
Prurigo, 1,7 % (2)
Eccema numular, 3,5% (4)
Eccema del pezén 3,5% (4)

Tratamiento previo recibido Fototerapia 35,4 % (40)
Metotrexate 16,8 % (19)
Ciclosporina 15,9 % (18)
Micofenolato mofetil 10,6 % (12)
Azatioprina 13,3 % (15)
Producto biolégico 13,3 % (15)

DE: desviacién estandar
* Eritrodermia definida como porcentaje de afectacion de mas de 90 %

Se encontrd que 105 (92,9 %) pacientes ya habian recibido tratamiento
previo para su enfermedad y, de ellos, 40 (35,4 %) habian estado en
fototerapia, principalmente con UVB de banda estrecha (31; 27,4 %). En
cuanto al tratamiento sistémico, se refirié el uso de metotrexato (16,8 %),
ciclosporina (15,9 %), micofenolato de mofetilo (10,6 %), azatioprina (13,3 %)
y productos bioldgicos (13,3 %).

Escalas de gravedad clinica y de calidad de vida

Los valores de las escalas se presentan en los cuadros 5y 6. En el
EASI, el puntaje promedio fue de 6,9 (con un maximo reportado de 38,9),
y en el SCORAD, de 32,4 (con un maximo de 75,5). En el Skindex-29,
el promedio para los dominios sintomatico, emocional y funcional fue de
37,7, 25,09 y 16,9, respectivamente, con un promedio total de 24,78. En el
cuestionario EQ-5D, solo se ingresaron los datos de 91 pacientes, ya que 21
participantes eran menores de edad y un adulto no contesté las preguntas,
por lo que se excluyeron del andlisis. De los 91 pacientes evaluados, ninguno
reportd alteracion en la movilidad; el 3,3 % manifestd algun problema con
el autocuidado; el 8,8 % presentaba dificultades para la realizacidon de sus
actividades diarias; el 17,6 % reportd dolor o malestar (el 16,5 %, algo y el 1,1
%, intenso); por ultimo, el 12,1 % refirid ansiedad o depresién (el 11 %, algo y
el 1,1 %, intensa). En cuanto al promedio del estado de salud en el dia de la
evaluacion, el valor fue de 75,01 (rango de 54,48 a 95,54).
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Cuadro 5. Escalas de gravedad de la enfermedad y calidad de vida

Intensidad promedio EASI SCORAD Skindex-29

del prurito*

5,93 (DE=2,9)

6,9 (DE=7,5) 32,4 (DE=19,4) Dominio sintomatico 37,76
(DE=21,6, mediana 35,71)
Leve,1,1a7 Leve, <15, Moderado, 15 a 40 Dominio emocional 25,09
Moderado, 7,1 a 21 Grave, 21,1 a 50 Grave >40 (DE=22,01, mediana 22,50)
Muy grave, 50,1 a 72 Dominio funcional 16,94
(DE=18,8, mediana 12,50)
Total 24,78
(DE=18,4, mediana 20,69)

Leve: 20-30
Moderado: <40
Grave: 240

DE: desviacion estandar

* Intensidad del prurito medida por escala visual andloga

Cuadro 6. Herramienta EuroQol 5 Dimensions (EQ-5D), N=91, sin dato=22*

Dimensiones Movilidad Autocuidado Actividades diarias Dolor o malestar Ansiedad o depresion

Nivel Total Total Total Total Total

1 91 (100 %) 88 (96,7 %) 83 (91,2 %) 75 (82,4 %) 80 (87,9 %)
2 0 (0 %) 3(3,3%) 8 (8,8 %) 15 (16,5 %) 10 (11 %)
3 0 0 0 1(1,1 %) 1(1,1%)

Estado de salud hoy, promedio: 75,01 (DE=20,53)

DE: desviacion estandar
* 21 pacientes eran menores de edad y hubo un adulto que no contesté las preguntas.

Discusion

La dermatitis atdpica es una enfermedad comun de especial relevancia
para el dermatdlogo, debido a su frecuencia y a su impacto clinico y social.
Los datos de grandes estudios internacionales indican que la prevalencia ha
venido en aumento en las ultimas décadas, con valores de hasta 24 % segun el
grupo poblacional, pero con promedios que usualmente van del 6 al 12 %. En
dichos estudios, Colombia se ha clasificado como un pais con una prevalencia
alta; por ejemplo, en el estudio ISAAC del 2009 la prevalencia en los diferentes
grupos de edad evaluados fue alta (>15 % en pacientes entre 6 y 7 afios de
edad y hasta 24,6 % en pacientes entre 13 y 14 afos). Localmente, también
se ha reportado un aumento de la prevalencia, con 4 % en Medellin en el
2004 y 13,36 % en el 2010. Aunque no hay estudios amplios a nivel local que
evalten los grupos de edad mas afectados, en otras partes del mundo los mas
frecuentemente reportados son los nifos y los adolescentes.

En este sentido, cabe sefalar que en el presente estudio no se incluyeron
menores de 6 anos. La edad promedio de los participantes fue de 27 afios y
solo 23 pacientes eran menores de 18 anos, lo que resalta la frecuencia de
la enfermedad en los adultos, ya que prevalece la idea de que los sintomas
mejoran en la adolescencia. Este hallazgo del presente estudio es muy
relevante, pues esta es la edad productiva y de insercion laboral. En cuanto
al sexo, en multiples estudios se ha encontrado que la enfermedad es mas
frecuente en los nifios durante la infancia y méas en las nifas durante la
adolescencia (31); en el presente estudio, la relacidon entre hombres y mujeres
fue similar (49,6 % Vs. 50,4 %).

Es bien conocida la relacién de la dermatitis atépica con otras condiciones
atépicas y alérgicas. En este sentido, hay reportes de asma en hasta el 25
% de los casos y de alergia alimentaria en el 15 %, siendo estos porcentajes
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incluso mas altos en aquellos con sintomas mas graves de la enfermedad
(hasta el 73 % de los adultos con la forma grave también tiene asma);
ademas, el asma puede ser mas frecuente en quienes la enfermedad se
inici6 mas tempranamente y en aquellos con bajo nivel de educacion y
menores ingresos econdmicos (32).

En algunos estudios, se ha reportado que a los tres afios de edad el 66 %
de los pacientes con dermatitis atdpica presenta otra forma de atopia y hasta
el 80 % de los nifos desarrolla rinitis alérgica o asma, aunque hay nifios
(especialmente aquellos con los sintomas menos graves) en quienes dichas
comorbilidades mejoran cuando llegan a la adultez (33).

En el presente estudio, se encontrd que el 44,2 % de los pacientes habia
tenido asma en la infancia y, el 46 %, rinitis alérgica (con un total de 63,7 %
con alguna de las dos comorbilidades), lo que indica que la enfermedad en
la poblacion local se comporta de forma similar a lo reportado en el resto del
mundo. Sin embargo, llama la atencién que ninguno de nuestros pacientes
refirio alergia alimentaria, otro de los componentes de la marcha atdpica.
Asimismo, se destaca que solo en el 7,1 % persistia el asma, es decir, la
recuperacion era del 84 % de los inicialmente asmaticos, lo que también
concuerda con lo referido en la literatura especializada.

En cuanto a las condiciones neuropsiquiatricas en casos de dermatitis
atdpica, en varias revisiones sistematicas se han encontrado asociaciones
con el trastorno de déficit de atencion con hiperactividad, con un OR entre
1,2 'y 7,8 (34). Sin embargo, en un estudio en Medellin, se encontré que la
frecuencia de este déficit en pacientes con dermatitis atopica fue similar a la
de la poblacién general; en tanto que, en el presente estudio, se encontré que
el 38,1 % de los pacientes referia déficit de atencion, una cifra superior a los
reportes de frecuencia de la poblacion general, incluso de la poblacién local,
en la que se han reportado valores del 15 a 116 %. Cabe resaltar, ademas,
que el presente estudio se hizo en mayores de seis afios y el promedio de
edad de la mayoria era de 27 anos, y los estudios locales se han hecho en
pacientes menores, lo que indica que el déficit de atencion ha persistido en
los participantes en el estudio durante varios afos, ya que el diagndstico se
hace cuando los sintomas se han iniciado antes de los 12 afios. En cuanto
a la depresion, la relacidon también es positiva y los OR reportados en un
estudio de casos y controles fueron de 1,2 a 1,6 (35), aunque parece mejorar
cuando los sintomas de la dermatitis atdpica se hacen mas leves.

En el presente estudio, se encontré que solo el 0,9 % reporté haber
sufrido depresion, lo que quizé se deba a que, en general, los participantes
presentaban una dermatitis atépica moderada, en tanto que la depresién
suele asociarse con casos graves; en muchos casos se puede presentar
animo disminuido, pero no de forma persistente, por lo que no se diagnostica
el trastorno depresivo como tal. Asimismo, las alteraciones del suefio son
muy frecuentes en pacientes con dermatitis atdpica y afectan hasta al 60 %
de ellos (33,36). En el presente estudio, se reportaron trastornos del suefio
en 36,3 % de los participantes, lo que también concuerda con lo encontrado
en un estudio previo en Medellin sobre enfermedades atdpicas y trastornos
neuropsiquiatricos, en el cual se encontré que, de todas las enfermedades
atdpicas evaluadas, la dermatitis atopica coexistia mas frecuentemente con el
insomnio, con un OR de 4,23 (11), lo que se explica por el intenso prurito que
referian los pacientes, especialmente en las noches.
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En cuanto a las comorbilidades metabdlicas, la mas relevante en los estudios
de asociacion ha sido la obesidad, con valores de OR entre 1,1y 1,3 en las
revisiones sistematicas (34). En nuestro estudio, el 1,8 % de los pacientes
presentaba obesidad, en tanto que las asociaciones han sido menos consistentes
con otras condiciones metabdlicas como el infarto de miocardio, el accidente
cerebrovascular y la diabetes mellitus de tipo 2 (35). Localmente, tampoco se
ha registrado una frecuencia significativa en casos de dermatitis atépica, lo que
coincide con lo encontrado en el presente estudio, pues solo el 1,8 % de los
pacientes era diabético y ninguno refirié condiciones cardiovasculares. Ademas,
los pacientes con la enfermedad han reportado el inicio del tabaquismo a mas
temprana edad, mayor consumo de bebidas alcohdlicas, menos actividad fisica
y mas frecuencia de dislipidemia (32), lo cual se correlaciona con lo hallado en el
presente estudio, ya que 14,2 % de los pacientes reportaron tabaquismo activo y,
casi la mitad (41,6 %), consumo de alcohol.

En lo referente a las enfermedades autoinmunitarias, también se han
reportado asociaciones importantes con la enfermedad intestinal inflamatoria
y la alopecia areata. Por ultimo, en cuanto a las neoplasias, se ha observado
asociacion con el desarrollo de linfomas (34). En ese sentido, se interrogo a los
pacientes sobre enfermedades autoinmunitarias y neoplasias y no se encontrd
ninguna en los pacientes evaluados; es posible que dichas enfermedades
puedan aparecer en el transcurso de la vida de los individuos, por lo que se
recalca la importancia del seguimiento y la tamizacion por sistemas.

En los estudios sobre el riesgo de dermatitis atdpica, se ha descrito la
relacion entre tener un padre con atopia y la dermatitis atopica (OR reportados
de 1,3), riesgo que aumenta a 2,08 cuando ambos padres la han padecido
e, incluso, hasta 2,32 si presentan otros antecedentes atdpicos ademas de
la dermatitis (31,36,37). En nuestro estudio, se encontrd que el antecedente
familiar de primer grado con dermatitis atopica se presentaba en el 82,3 %
de los casos, el asma en el 35,3 % vy la rinitis alérgica en el 36,2 %, aunque
no fue posible determinar en qué pacientes el antecedente era uniparental o
biparental. Sin embargo, los datos si corroboran la relevancia de la historia
familiar como factor de riesgo de descendencia con dermatitis atdpica.

En cuanto a los aspectos econémicos, se sabe que la dermatitis atdpica
implica una carga econémica elevada. En estudios en Espana sobre el
impacto econdémico de la enfermedad, se ha descrito que esta implica un
costo de hasta 2.400 euros anuales (entre 150 y 200 euros mensuales) por
paciente, que incluso puede ascender a 4.545 euros cuando coexiste con
otras enfermedades, especialmente el asma bronquial (24,38). En Colombia,
no hay estudios sobre este aspecto y ,aunque el nuestro no pretendia
evaluar el impacto econémico, si se encontrd que la mayoria de los pacientes
dependian econdmicamente de alguien mas, casi la mitad de ellos no tenia
ingresos fijos y la mitad invertia entre COP$ 100.000 y $ 500.000 mensuales
para lidiar con su enfermedad, lo que refleja su impacto econémico en una
poblacién que no cuenta con ingresos propios para acceder a las consultas
y tratamientos, y depende de otros y de un sistema general de salud que no
alcanza a cubrir todas las demandas de salud de la poblacién.

Con respecto a la clasificacion de la dermatitis atépica mediante las escalas
EASI y SCORAD, en general, los pacientes analizados presentaban dermatitis
atdpica leve a moderada, con un porcentaje de superficie corporal afectado
promedio del 17,14 %, que se considera moderado (entre 17 y 40 %). El puntaje
en el EASI fue del 6,9, lo que representa un compromiso leve, aunque muy
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cercano al limite superior (leve: entre 1,1y 7,0) (39), y se explicaria porque la
gran mayoria de pacientes estaba en tratamiento y ello pudo reflejarse en una
disminucion de la gravedad de la enfermedad en el momento de la encuesta.

En el SCORAD, el puntaje fue de 32,4 (moderado: entre 25 y 50) (26,39),
lo que se deberia, de nuevo, al tratamiento que estaba recibiendo la gran
mayoria de pacientes en el momento de la encuesta. Cabe resaltar una vez
mas que la edad promedio de los participantes fue de 27 afos, es decir,
pacientes con dermatitis atopica del adulto, que, segun diversos estudios,
tiene un comportamiento clinico mas complicado y requiere la combinacién
de diversos tratamientos (40). Con respecto a la intensidad del prurito, en el
estudio se reportd una intensidad promedio, casi de 6 en una escala analoga
de 1 a 10, lo que concuerda con la gravedad de la enfermedad registrada
en las otras escalas. Ademas, entre los estigmas de atopia mas comunes se
registraron la palidez centrofacial y el doble pliegue palpebral, este ultimo uno
de los mas frecuentes en esta condicion, aunque también la palidez es un
hallazgo caracteristico en los pacientes con dermatitis atépica (41,42).

En nuestra poblacion de estudio la gran mayoria (92,9 %) habia utilizado
al menos uno de los tratamientos usuales, mas frecuentemente el tépico.
La fototerapia fue la otra estrategia de manejo mas reportada (35,4 %),
principalmente la UVB de banda estrecha (77,5 % de los tratados con
fototerapia). La fototerapia es uno de los esquemas mas utilizados con el
tratamiento topico, especialmente en pacientes con un grado leve de la
enfermedad que no mejoran con el tratamiento inicial, o en aquellos con
compromiso moderado. En cuanto al tratamiento sistémico, el medicamento
mas comunmente utilizado fue el metotrexato (16,8 %), seguido por la
ciclosporina (15,9 %), la azatioprina y los productos bioldgicos (cada uno
con 13,3 %), v, por ultimo, el micofenolato de mofetilo (10,6 %). En general,
los estudios previos y la experiencia de otros centros sefialan que la
ciclosporina es el primer medicamento inmunosupresor utilizado, seguido
por la azatioprina y, en tercer lugar, el metotrexato y el micofenolato (43). En
cuanto al uso de productos bioldgicos, en el momento de la seleccion de los
pacientes aun no se habia autorizado en el pais el dupilumab (anticuerpo
monoclonal aprobado para el tratamiento de la dermatitis atopica) (44), y solo
se empleaba el omalizumab en pacientes que también presentaban asma.
Este medicamento esta indicado para el tratamiento de la urticaria crénica y
el asma, pero en la dermatitis atdpica no ha demostrado un efecto palpable,
aunque si se ha reportado su gran utilidad en pacientes que también tienen
asma, cuyos sintomas respiratorios mejoran (45).

En cuanto al impacto de la enfermedad en la calidad de vida, este se
evalud con el Skindex-29 y el EQ-5D, escalas usadas en enfermedades
dermatoldgicas y ampliamente validadas. En general, se encontraron valores
algo elevados en el Skindex-29, excepto para el dominio funcional, con un
puntaje total de 24,7 (leve: 20-30); el dominio sintomatico registrd el valor
mas alto, con 37,7 (moderado: 30-40) y el emocional, con 25,09 (leve: 20-
30). En un estudio de la Asociacién Colombiana de Dermatologia y Cirugia
Dermatoldgica (Asocolderma) publicado en el 2017 en el que se midio el
impacto en la calidad de vida de varias enfermedades dermatoldgicas con
el Skindex-29, se encontraron valores muy similares a los reportados en el
presente estudio para la dermatitis atépica, con un puntaje global de 29,6,
de 42,8 en el dominio sintomatico, de 34,3 en el emocional y de 18 en el
funcional (28), lo que denota el efecto de la enfermedad, sobre todo en el
componente sintomatico y, un poco menos, en el emocional.
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La escala EQ-5D se emple6 en 91 pacientes, ya que 21 de los
participantes eran menores de edad y para ellos no se utilizé esta escala,
y un adulto no contesté adecuadamente las preguntas. En los restantes
(n=91), los sintomas mas frecuentes fueron el dolor o el malestar (17,6
%) y la ansiedad o la depresion (12,1 %); asimismo, se encontrd que el
puntaje promedio para el estado de salud reportado por los participantes
el dia de la evaluacion fue de 75,01. Se esperaria que, en pacientes con
dermatitis atdpica, el dolor o malestar y la ansiedad o depresion fueran
los componentes mas relevantes, dado que uno de los sintomas mas
importantes de la enfermedad es el prurito y este se asocia con sintomas
psiquiatricos como ansiedad, irritabilidad, alteraciones del suefio, tristeza,
minusvalia y, en general, &nimo disminuido, también reportados en nuestro
estudio, y que explicarian el promedio de 75,01 para la percepcién del estado
de salud. También, debe sefialarse que, aunque la frecuencia de depresion
fue solo de 0,9 %, si hubo mas pacientes que identificaron los sintomas
depresivos en esta escala, lo que sugiere que la frecuencia de la depresion
podria ser mayor, o que existe el riesgo de desarrollarla en el futuro.

Entre las limitaciones del estudio, debe mencionarse la ausencia
de pacientes menores de seis afos, puesto que se trata de un grupo
poblacional bastante afectado por la enfermedad, aunque cabe resaltar la
importancia de la poblacién adulta como grupo afectado. Otra limitacion fue
la falta de algunos datos que serian relevantes, como la frecuencia de los
antecedentes familiares uniparentales o biparentales, lo que hubiera podido
fortalecer el poder estadistico. Sin embargo, con los datos disponibles fue
posible observar el efecto en la calidad de vida. En cuanto a las escalas de
evaluacion, se sabe que hay otras herramientas utilizadas extensamente
en la practica clinica, como el Dermatology Life Quality Index (DLQI),
instrumento que, a diferencia del Skindex-29 y el EQ5D, aun no se validado
en Colombia. Asimismo, dado que no existen escalas validadas para evaluar
el impacto de esta enfermedad en la calidad de vida de los menores de 16
afios, fue imposible hacer un adecuado analisis de este grupo tan importante
de pacientes; sin embargo, como ya se menciond, solo el 20 % de la
poblacion de estudio correspondia a menores de edad, por lo que estos datos
faltantes no cambiarian los resultados.

La fortaleza del estudio radica en la inclusién de un importante nimero de
pacientes, lo que permitid aproximarse a una caracterizacion regional de esta
enfermedad, util para comparaciones futuras con otras areas de Colombia y
del mundo.

El estudio aporta al conocimiento sobre dermatitis atépica en el ambito
nacional. Los resultados concuerdan con lo reportado internacionalmente e,
incluso, con los pocos datos locales disponibles. Se destaca la presentacion
de la enfermedad en la edad adulta y el promedio de gravedad de leve a
moderada, con un impacto especialmente en lo sintomatico y emocional
(componente neuropsiquiatrico), asi como la frecuencia del trastorno de
déficit de atencidn con hiperactividad como comorbilidad, los trastornos del
suefno y los sintomas depresivos. Se resalta, ademas, la presentacion de
otras formas de atopia, especialmente el asma, aunque esta parece mejorar
con la edad.
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Articulo original

Regulacidén de los servicios de medicina nuclear:
percepcion de la problematica y desafios para el
manejo del cancer en Colombia

Eliana Marcela Murcia', Johana Andrea Lineros', Jairo Aguilera', Carlos Eduardo

Granados?, Maria Cristina Martinez?, Nathaly Barbosa?

' Grupo de Evaluacién y Seguimiento de Servicios Oncoldgicos, Instituto Nacional de
Cancerologia, Bogota, D.C., Colombia

2 Grupo de Medicina Nuclear, Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota, D.C., Colombia

Introduccién. La modificacién de las normas sobre medicina nuclear en Colombia ha afectado
la administracion de la terapia de yodo radioactivo en el tratamiento del cancer de tiroides.
Objetivos. Determinar las dreas de acuerdo en torno al problema, los requisitos actuales
y los nuevos exigidos en la normativa para el funcionamiento de los servicios de medicina
nuclear.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio Delphi de dos rondas con cada grupo de
expertos, ‘clinicos’ y ‘de entidades reguladoras: En la primera ronda se exploraron los
puntos de vista sobre las implicaciones de la normativa en medicina nucleary, en la
segunda, se calificaron las declaraciones de la primera segun su relevancia.

Resultados. La problematica de los servicios de medicina nuclear esté relacionada con la
claridad normativa, y la falta de sinergia y coherencia entre los organismos de inspeccion,
vigilancia y control. Las exigencias del sistema de gestiéon de desechos requieren una alta
inversién econémica que puede influir en la oferta del servicio y repercutir en el control
integral del cancer de tiroides. Entre las necesidades presentes y futuras, se encuentran la
unificacion de criterios entre los auditores, la delimitacion de funciones de los actuantes,
la asistencia técnica para cumplir con la normativa, y la veeduria a los organismos de
inspeccion, vigilancia y control por parte de los entes reguladores.

Conclusioén. Los hallazgos del estudio sugieren que los servicios de medicina nuclear
atraviesan un momento de multiples desafios institucionales, normativos y econémicos,
que ponen en riesgo el desarrollo y mantenimiento de la medicina nuclear en la atencién
oncoldgica.

Palabras clave: cancer de tiroides; medicina nuclear; residuos radiactivos; radioisétopos;
servicios de salud.

Regulation of nuclear medicine services: Perception of the problems and challenges
in Colombia for the approach to cancer

Introduction: Colombia has modified the nuclear medicine norms that impact the
administration of radioactive iodine therapy in the treatment of thyroid cancer.

Objective: To identify the areas of agreement regarding the issue, as well as the current and
emergent requirements associated with the normative for the operation of nuclear medicine
services that have an impact on the care of patients with thyroid cancer in Colombia.
Materials and methods: We conducted a two-round Delphi study for each expert, clinical,
and regulatory group. The first round explored views on the implications of the regulations
that apply to nuclear medicine. The second round rated the statements from the first round
by their relevance.

Results: The issues regarding nuclear medicine services were related to the normative
clarity and the lack of synergy and coherence among inspection, surveillance, and

control bodies. The demands on the waste management system require a high economic
investment that can influence the service offer and have an impact on the integral control of
thyroid cancer. Unification of the auditors’ criteria, delimitation of the acting agent functions,
technical assistance to the services to comply with the normative, and the oversight of the
inspection, surveillance, and control bodies by the regulatory entities are among the current
and future needs.

Conclusions: Our findings suggest that nuclear medicine services are going through

a time of multiple institutional, regulatory, and economic challenges that put at risk the
development and maintenance of nuclear medicine in cancer care.

Key words: Thyroid neoplasms; nuclear medicine; radioactive waste; radioisotopes; health
services.
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La medicina nuclear en el manejo del cancer en Colombia

La medicina nuclear utiliza radionuclidos con fines diagnésticos y
terapéuticos para detectar y tratar tumores y enfermedades benignas.
En el contexto de la oncologia moderna, esta especialidad involucra
el uso de elementos radiactivos para evaluar las funciones corporales,
determinar el diagnéstico y el tratamiento, asi como la conjuncién de los dos
(“teragndstica”) (1). Hay una gran variedad de radiofarmacos utilizados en
la medicina nuclear, pero en la mayoria de los procedimientos se recurre al
tecnecio 99m (Tc*™M) y al yodo radioactivo (1'31) (2).

El cancer de tiroides es la neoplasia endocrina mas comun (1,0-1,5 %), y
es la quinto mas frecuentemente diagnosticada en mujeres, con un incremento
continuo en su incidencia mundial en los ultimos 30 afos (3). En el cancer
diferenciado de tiroides, el tratamiento con I'*' se administra con tres propdsitos:
como tratamiento ablativo para eliminar tejido tiroideo residual sano después
de una tiroidectomia; como tratamiento adyuvante para tratar la enfermedad
residual microscopica, y como dosis terapéutica para tratar la enfermedad
macroscoépica o metastasica (4). Dependiendo del tipo de tratamiento, los
pacientes sometidos a terapia con 13! son hospitalizados en habitaciones
especiales, con el fin de controlar la irradiacién a otros pacientes, familiares y
cuidadores (5).

Al igual que en muchos paises, en Colombia las habitaciones utilizadas
para la terapia con yodo radioactivo estan ubicadas en instituciones
especializadas de prestacion de servicios de salud (68), las cuales estan
sujetas a inspecciones por parte de los organismos de inspeccion, vigilancia
y control de la seguridad radiolégica y nuclear. En el ultimo quinquenio, las
autoridades nacionales competentes en materia nuclear han modificado las
normas que permiten prestar servicios de medicina nuclear debido a las
exigencias en el otorgamiento de autorizaciones para el empleo de fuentes
radiactivas y la gestién de los desechos radiactivos liberados en el suelo,
los cuerpos de agua o los sistemas de recoleccidén de aguas residuales por
medio de la orina y las excretas del paciente o la descarga de desechos
liquidos hospitalarios (7).

Dicha regulacion esta ajustada a las directrices del Organismo
Internacional de Energia Atomica (OIEA), del cual Colombia es miembro.
Para honrar los compromisos adquiridos con este organismo en torno a una
seguridad nuclear que proteja la salud humana, el pais establecié desde
el 2002 un marco regulador fundamental para el uso seguro de material
radiactivo (8). En el cuadro 1 se presentan las normas nacionales que rigen
la proteccion y seguridad radioldgicas, el sistema de categorizacion de las
fuentes radiactivas, las autorizaciones e inspecciones para el empleo de
fuentes radiactivas, las licencias de importacion de material radiactivo, la
gestidon de desechos radiactivos, el reglamento para instalaciones nucleares
y para el transporte seguro de material radiactivo, y la licencia para la
prestacion de servicios de dosimetria personal.

Las modificaciones mas importantes de la norma, que han generado
reacciones de parte de los involucrados en la practica de la medicina nuclear,
estan en la Resolucion 180005, ademas de la contenida en la Resolucién 41178,
ambas emitidas por el Ministerio de Minas y Energia. En ellas, se establecen
los niveles permitidos para vertidos liquidos a alcantarillas, rios y otras grandes
masas de agua (9-10). Estos estandares se armonizaron con respecto a las
tasas de vertidos establecidas en otros paises con actividades nucleares y
radiactivas equiparables a las de Colombia. Entre los radionuclidos regulados,
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estd el I'*!, cuya tasa de emisién mensual se fijé en una concentracion de
actividad de 1,90 ba/L, con un limite de emision anual de 1,00E+07 bg/afio
(10). Estos limites incluyen la descarga de la actividad radiactiva derivada de
la atencién de los pacientes hospitalizados en las instituciones y de quienes
recibieron el tratamiento de cancer de tiroides con I3,

En este contexto, el objetivo del estudio fue establecer las areas de
acuerdo e incertidumbre frente a la problematica, los requisitos actuales y los
que surgiran con las normas de funcionamiento de los servicios de medicina
nuclear que repercuten en la atencién del cancer de tiroides en Colombia.

Materiales y métodos

Se empled el método Delphi para obtener la opinidn de los expertos
mediante cuestionarios virtuales con garantia de anonimato. Se construyé un
marco de muestreo a partir de los servicios habilitados y se invitd a participar
a 50 profesionales de la salud y a 24 funcionarios de entes reguladores
provenientes de los 22 departamentos que contaban con servicios de
medicina nuclear en ese momento. Cada uno de los participantes recibié un
enlace a encuestas individualizadas realizadas en el cuarto trimestre del 2019
y el primer trimestre del 2020. El estudio constd de dos fases: preparatoria y
de consulta.

Cuadro 1. Normativa para los servicios de medicina nuclear

Ano Norma Objetivo

2002 Resolucion 181434 Reglament la proteccion y seguridad radioldgica; constituye el
marco regulador fundamental para el uso seguro de materiales
radiactivos y nucleares.

2004 Resolucion 181419 Establece los requisitos y el procedimiento para la expedicion de la
licencia de importacién de todo tipo de material radiactivo.

2004 Resolucion 181289 Establece los requisitos para la obtencion de licencias para la
prestacion del servicio de dosimetria personal

2008 Resoluciéon 180052 Adopta el sistema de categorizacidn, cuyo fundamento descansa en
el dafo potencial que la radiaciéon puede causar a la salud humana.

2010 Resoluciéon 180005 Reglamento para la gestion de los desechos radiactivos en el
territorio colombiano

2014 Resoluciéon 90874  Establece los requisitos y condiciones minimas que se deben cumplir
para la obtencion de los diferentes tipos de autorizacion, y se otorga
al érgano regulador la potestad de vigilancia y control mediante
inspecciones o auditorias reguladoras para verificar las condiciones
de proteccion radioldgica y seguridad fisica de las instalaciones.

2015 Resolucion 4245 Establece los requisitos para obtener la certificacion en buenas
practicas de elaboracién de radiofarmacos y se adopta el
instrumento para su verificacion.

2016 Resoluciéon 41226  Establece los requisitos y procedimientos para la expedicién de
autorizaciones para el empleo de fuentes radiactivas y de inspeccién
de las instalaciones radiactivas.

2016 Resoluciéon 41178  Por la cual se modifica la Resoluciéon 180005 de 2010, la cual
reglamenta la gestién de los desechos radiactivos en el territorio
colombiano.

2018 Resolucion 482 Reglamenta el uso de equipos generadores de radiacion ionizante,
su control de calidad y la prestacion de servicios de proteccion
radioldgica.

2019 Resoluciéon 3100 Define los procedimientos y condiciones de inscripcion de los
prestadores de servicios de salud y de habilitacién de los servicios
de salud.
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Fase preparatoria: seleccion de expertos

Se determinaron dos grupos de expertos: los ‘clinicos’ y los ‘reguladores.
Se determinaron los perfiles de los potenciales integrantes, quienes fueron
contactados por correo electrénico para confirmar su colaboracion. El
grupo de expertos clinicos incluyd a profesionales con labores asistenciales
relacionadas con la medicina nuclear en clinicas u hospitales publicos y
privados del pais. En el grupo de expertos reguladores participaron miembros
de organizaciones involucradas o partes interesadas en la dinamica de
funcionamiento, regulacién y normativa de la medicina nuclear en Colombia.
La decision de participar fue voluntaria.

Fase de consulta: rondas 1y 2

En la ronda 1 se utilizé un cuestionario con enunciados y preguntas
abiertas y semicerradas para que los participantes tuvieran libertad de
plasmar sus puntos de vista en torno a la problematica de los servicios de
medicina nuclear con repercusiones en la atencidn del cancer de tiroides en
el pais. A los expertos se les interrogé sobre la normativa y la coherencia
entre el sistema de salud, la gestion de desechos radiactivos liquidos de la
terapia con yodo radioactivo, y el impacto en la atencion de los pacientes
con cancer de tiroides. El periodo de respuesta de la encuesta fue de seis
semanas y se envidé un recordatorio a los invitados en la Ultima semana. Se
abarcaron temas relacionados con el diagnostico y el tratamiento.

En la ronda 2 se tabularon y se categorizaron por temas las respuestas
de la primera ronda para luego ser analizadas por los autores. Cada experto
recibio los resultados del andlisis estadistico de las respuestas grupales,
con las declaraciones y consensos de la primera ronda. A partir de alli, se
solicitd la confirmacion de las respuestas grupales y la ratificaciéon de algunas
opiniones. Ademas de las declaraciones de consenso, se incluyeron dos
preguntas abiertas, y se empled una escala Likert para evaluar la opinién de los
expertos, con el fin de capturar informacidén adicional y detectar los elementos
relacionados con el grado de desacuerdo o acuerdo previamente manifestado.

Para el andlisis cualitativo, se empleé el programa Nvivo, versién 10,
con codificacion abierta segun las categorias planteadas por el grupo
investigador, con lo que se generaron nodos para el andlisis contextual de los
diferentes tipos de retos y de las referencias mas frecuentes en el discurso de
los expertos, y, por ultimo, se consolidd, unifico y tabuld la informaciéon mas
relevante. Los datos cuantitativos se evaluaron en Excel.

Resultados
Expertos clinicos

Participaron 30 profesionales, minimo uno por departamento, que
laboraban en servicios de medicina nuclear de consulta externa especializada
o de apoyo diagnodstico y complementacion terapéutica (figura 1).

En el cuadro 2 se presentan las respuestas obtenidas en la primera y la
segunda ronda, relacionadas con el grado de acuerdo entre los expertos
clinicos frente a los diez enunciados planteados por el equipo investigador.

En cuanto a la normativa y el funcionamiento de los servicios de medicina
nuclear, la mayoria del grupo de clinicos manifesté que habia coherencia entre
los parametros técnicos regulados por la normativa y los requisitos internos de
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funcionamiento de los servicios de medicina nuclear, aunque resaltaron que
en algunos aspectos eran excesivos. Sin embargo, los expertos concordaron
en que la normativa exigida por el Ministerio de Minas y Energia a los
servicios de medicina nuclear no es clara y permite multiples interpretaciones,
por lo cual concluyeron que no habia sinergia ni coherencia entre los
diferentes entes de inspeccidn, vigilancia y control de estos servicios.

50%
24%
10%
7%
- 3% 3% 3%
[ | | [

Médico Fisico Tecndlogo  Referente Radioquimico Enfermera Quimico
nuclear médico de calidad profesional farmaceutico

Figura 1. Profesiones de los expertos clinicos participantes

Cuadro 2. Resultados de los expertos clinicos en la primera y segunda rondas del método Delphi

Ronda 1 Ronda 2

Enunciado Desacuerdo Ni acuerdo ni Acuerdo Desacuerdo Acuerdo

% desacuerdo % % % %
1. La normativa exigida para los servicios de medicina nuclear emitida por el 40,0 23,3 36,7 76,7 23,3
Ministerio de Minas y Energia es clara y no permite interpretaciones.
2. Existe coherencia entre los parametros técnicos regulados por la normativa y 23,3 36,7 40,0 20,0 80,0
los requisitos internos para el funcionamiento de su servicio de medicina nuclear.
3. Los sistemas de gestion de desechos radiactivos liquidos exigidos en la 26,7 23,3 50,0 16,7 83,3

Resolucién 180005 de 2010 y su modificacion 41178 de 2016, contribuyen a
mejorar la calidad del agua de los rios y grandes masas de agua.

4. La implementacién de un sistema de gestién de desechos radiactivos liquidos 6,7 16,7 76,6 3,3 96,7
implica una inversién monetaria adicional y disponibilidad de infraestructura que
genera la disminucién en la oferta de servicios que administran yodoterapias.

5. La normativa exigida para los servicios de medicina nuclear dictados por el 53,3 33,4 13,3 90,0 10,0
Ministerio de Minas y Energia en cuanto al sistema de gestion de desechos

radiactivos liquidos, es consecuente con la realidad del Sistema General de

Seguridad Social en Salud.

6. Existe sinergia y coherencia entre los diferentes entes que realizan inspeccion, 63,3 26,7 10,0 90,0 10,0
vigilancia y control de los servicios de medicina nuclear.

7. El estado deberia asesorar y acompanar a los servicios de medicina nuclear 10,0 13,3 76,7 100
para lograr el cumplimiento de la normativa exigida por el Ministerio de Minas y
Energia, y por el Ministerio de Salud y Proteccién Social.

8. La oportunidad de la atencién de pacientes con cancer de tiroides que requieren 16,7 3,3 80,0 _ 100
terapias con 1131 se ha visto afectada como consecuencia de la normativa vigente.
9. Las exigencias de los entes reguladores impactan en la prestacion de los 13,3 10,0 76,7 _ 100

servicios de medicina nuclear de cara al control integral del cancer de tiroides.

10. Existen dificultades para la aprobacion de tirotropina alfa en pacientes con 33,3 16,7 50,0 16,7 83,3
cancer de tiroides que lo requieren.

Escala de Likert: Acuerdo: totalmente de acuerdo (5) y de acuerdo (4); ni acuerdo ni descuerdo (3); desacuerdo: desacuerdo (2) y totalmente en desacuerdo (1)
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El panel estuvo de acuerdo en que las exigencias del Ministerio de Minas
y Energia a los servicios de medicina nuclear en cuanto a la gestién de los
desechos radiactivos liquidos no es consecuente con la realidad del sistema
de salud colombiano, y que la implementacién de un sistema de este tipo
implica una alta inversién econdémica y una infraestructura sofisticada, lo
cual podria afectar negativamente la oferta de los servicios que administran
la terapia con yodo radioactivo. Sin embargo, estuvieron de acuerdo en que
los requisitos de la Resoluciéon 180005 del 2010 y su modificacion en la
Resolucion 41178 del 2016 contribuyen a mejorar la calidad del agua de los
rios y las grandes masas de agua.

En este sentido, los miembros del panel acordaron unanimemente que el
Estado deberia asesorar y acompanar a los servicios de medicina nuclear
para lograr el cumplimiento de la normativa exigida por los Ministerios de
Minas y Energia y de Salud.

La opinién general frente a la atencion de pacientes con cancer que
requieren la administracion de terapias con I'*', fue que la regulacién ha
afectado la oportunidad de las terapias y, por ende, el control integral del
cancer en el pais.

Durante la primera ronda, se pregunto al grupo por los retos que implicaba
el cumplimiento de la normativa y los requisitos vigentes de los organismos
de inspeccidn, vigilancia y control para los servicios de medicina nuclear
del pais. El panel de expertos emitio diversas opiniones. Se agruparon las
declaraciones para generalizar situaciones que potencialmente podrian
considerarse como desafios, inquietudes y preocupaciones de los servicios
de medicina nuclear en la atencion del cancer de tiroides. Esta informacion
fue compartida en la segunda ronda y los participantes manifestaron estar de
acuerdo con dichas afirmaciones (cuadro 3).

Expertos de entidades reguladoras

Participaron 12 expertos de entidades que legislan, inspeccionan, vigilan
y controlan el quehacer de los servicios de medicina nuclear en el pais: el
Ministerio de Salud y Proteccidn Social, el Ministerio de Minas y Energia, el
Servicio Geoldgico Colombiano, las secretarias departamentales de salud y
la Asociacién Colombiana de Medicina Nuclear.

En la primera ronda, el equipo investigador postulé cinco enunciados.
Las respuestas y el grado de acuerdo de los participantes se presentan en
el cuadro 4. En los enunciados 2, 3y 5, se obtuvo un consenso de mas del
80 %. En la segunda ronda de preguntas, se indagé sobre los enunciados
en los que no hubo conceso durante la primera y se estructurd una seccion
de preguntas abiertas, con el fin de propiciar un mayor acuerdo en las
conclusiones. Al final de la segunda ronda los expertos no lograron acuerdo
frente a las afirmaciones 1y 4, y expresaron opiniones divergentes sobre las
regulaciones normativas exigidas a los servicios de medicina nuclear.

La segunda seccion del cuestionario incluia una serie de preguntas
abiertas encaminadas a establecer las percepciones de los expertos frente
a las consecuencias de las regulaciones normativas para los servicios
de medicina nuclear. Durante la primera ronda, los expertos expresaron
una pluralidad de opiniones, las cuales se resumieron por temas, y en la
segunda ronda, se solicité a los participantes que las enumeraran en orden
de relevancia segun su criterio. En el cuadro 5 se presentan las preguntas
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abiertas formuladas por los autores en la primera ronda, los temas surgidos
de las declaraciones dadas por los expertos y el grado de relevancia valorado
en la segunda ronda.

Cuadro 3. Declaraciones de los expertos sobre los desafios en los servicios de medicina nuclear

Desafios Declaracion de los expertos

Institucionales a. Adecuar o remodelar los espacios donde funciona el servicio de medicina nuclear teniendo en cuenta la infraestructura
disponible, el tipo de edificacion y el costo elevado de las ampliaciones o remodelaciones, no va de la mano con las condiciones
actuales de los servicios y del pais.

b. Implementar el sistema de vertidos para la gestion de desechos radiactivos liquidos como el I-131, es complejo y costoso, y los
niveles de dispensa establecidos en la normativa son muy estrictos, de dificil cumplimiento y monitoreo.

. Disponibilidad de los tratamientos completos por parte de las EPS

. El acceso oportuno al material radiactivo se dificulta por falta de reactores nucleares en Colombia.

. Nuevo personal requerido para areas especificas segun la Resoluciéon 3100 /2019

Formar y capacitar el personal de acuerdo con la realidad del pais

. Baja demanda de tecnélogos en el area de medicina nuclear y capacitaciones a nivel nacional

. Altos estandares de exigencia a los servicios que solo brindan diagndstico o terapias para hipotiroidismo

Articular la normativa del Ministerio de Salud y Proteccion Social y el Ministerio de Minas y Energia, manteniendo la coherencia y
evitando incongruencias y cambios frecuentes

b. Unificar interpretaciones de la normativa por parte de los diferentes entes de control mediante el conocimiento de la norma, listas
de chequeo apropiadas para los servicios y hojas de registro asertivas

c. Implementacién y cumplimiento de criterios normativos relacionados con el sistema de vertimiento y la radiofarmacia

d. Mejorar la comunicacion y prontitud en las respuestas frente a los requisitos exigidos a los prestadores de los servicios de
medicina nuclear

e. Realizar un acompafiamiento por parte de los organismos del Estado a los servicios de medicina nuclear para facilitar el
cumplimiento de los requisitos normativos

Econdémicos  a. Invertir en infraestructura, sistemas y equipos necesarios para el manejo de desechos liquidos representa un alto costo.

b. La sostenibilidad financiera de los servicios de medicina nuclear se ve comprometida debido a que la inversién no esta siendo
recuperada mediante las tarifas cobradas a las EPS, ya que estas tarifas no han sido ajustadas por las EPS y los costos actuales
no contemplan la maquila de los radiofarmacos.

c. Lograr que las EPS cumplan con los pagos por los servicios prestados, asi se encuentren en proceso de liquidacion

Atencion de  a. Se afecta el cumplimiento de los atributos de la calidad en la atencion de salud (acceso, oportunidad, pertinencia y continuidad)
pacientes en cuanto al diagndstico y el tratamiento de pacientes con cancer.

b. Disminucion o concentracion de la oferta del servicio de medicina nuclear y la atencion integral del cancer en el pais

c. Barreras en las dindmicas administrativas de las EPS para autorizaciones de tratamientos o de medicamentos necesarios como
la tirotropina alfa

®» Q@ -0 a0

Normativos

Cuadro 4. Resultados de los expertos reguladores en la primera y segunda rondas del método Delphi

Ronda 1 Ronda 2

Enunciado Desacuerdo Ni acuerdo ni Acuerdo Desacuerdo Acuerdo

% desacuerdo % % % %
1. Las regulaciones actuales para los servicios de medicina nuclear estan 33,3 16,7 50,0 No 75,0 25,0
acordes con la realidad del Sistema General de Seguridad Social en Salud.
2. Las exigencias de los entes reguladores influyen en la prestacion de 8,0 _ 92,0 Si - -
los servicios de medicina nuclear para el control integral del cancer.
3. Los entes reguladores o los organismos de inspeccidn, vigilancia y 16,7 _ 83,4 Si - -
control deberian brindar asistencia técnica a los servicios de medicina
nuclear, con el fin de dar cumplimiento a la normativa exigida y mantener
la oferta de estos servicios en el territorio nacional.
4. Existe coherencia y sinergia entre las normas emitidas por los entes 50,0 _ 50,0 No 66,0 34,0
reguladores y las exigencias de los organismos de inspeccion, vigilancia
y control.
5. Los entes reguladores de los servicios de medicina nuclear deberian _ _ 100 Si - -

hacer veeduria sobre los organismos de inspeccion, vigilancia y control
para verificar que la norma se interprete (aplique) correctamente.

Escala de Likert: Acuerdo: totalmente de acuerdo (5) y de acuerdo (4); ni acuerdo ni descuerdo (3); desacuerdo: desacuerdo (2) y totalmente en desacuerdo (1)
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Cuadro 5. Calificacion de la relevancia de las declaraciones de expertos en la segunda ronda

Pregunta Temas de las declaraciones Media Moda Relevancia
¢ Qué medidas se Delimitacién de competencias de cada 5,0 6 7
podrian tomar para que, actuante
durante los procesos de Participacion de médicos tratantes 4,2 1 5
habilitacion, certificacion  y miembros de la Asociacién de
y licenciamientos que Medicina Nuclear en la toma de
apliquen a los servicios decisiones normativas
de medicina nuclear, los  Divulgacién y capacitacién 3,0 2 1
organismos de inspeccion, interdisciplinaria de organismos de
vigilancia y control se inspeccion, vigilancia y control para
coordinen facilitando el unificar criterios
cumplimento del prestador, Asistencias técnicas 4,0 6 4
con el fin de mantener la  Exigencias de controles, calidad y 3,7 3 2
atencioén oportuna para los listas de chequeo a los servicios
paC|e,nE)es con cancer en Ajustar la regulacion a la realidad 3,8 5 3
el pais? socioecondémica del pais
Acciones coordinadas entre los 4,3 4 6
organismos de inspeccion, vigilancia
y control
¢ Qué consecuencias Demoras en la obtencién de licencias 2,4 1 2
podria traer para los por prolongacién en los tiempos de
servicios de medicina espera en la habilitacion de servicios
nuclear la modificacion oncoldgicos
del Decreto 2106 de 2019  Cierre de servicios que hagan uso 4,0 4 5
(Articulo 91)? de equipos generadores de radiacion
ionizante
Aumento de costos para los servicios 2,2 2 1
debido a la necesidad de implementar
nuevos procesos
Afectacion de la prestacion de los 3,0 3 3
servicios de medicina nuclear
Demora en la obtencion de licencias 3,4 3 4
por falta de personal competente
en las secretarias departamentales
por desconocimiento de temas
relacionados con la radiacion
¢ Qué consecuencias La Resolucion solicita estandares 2,9 2 3
podria traer para los minimos que no interfieren con el
servicios de medicina proceso de habilitacién de servicios de
nuclear la implementaciéon medicina nuclear.
de la Resolucién 3100 de  La Resolucién no diferencia los 2,0 1 2
2019? estandares para la administracién de
terapias de dosis alta y baja, por lo
tanto, se pueden confundir los criterios
y requisitos exigibles por parte de los
auditores.
La Resolucion exige estandares de 1,9 1 1
habilitacion que requieren inversion en
infraestructura.
La Resolucion traera depuracion de 3,2 4 4
los servicios debido al fortalecimiento
de grandes IPS y el cierre de
pequefos prestadores.
Discusion

La medicina nuclear esta experimentando un crecimiento mundial debido

al surgimiento de nuevos radiofarmacos. Segun cifras del OIEA, en el 2020,
134 de los 195 paises contaban con servicios de medicina nuclear (11).
Aunque en la regién europea existen marcadas diferencias en el numero
total de procedimientos de medicina nuclear en los diferentes paises (de
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500 a 3.800 por millén de habitantes), el incremento generalizado de los
procedimientos de medicina nuclear en la ultima década es un hecho. Por
ejemplo, en Grecia, las salas para terapia de medicina nuclear con licencia de
operacion aumentaron en cerca del 60 % (12); en Latinoamérica y el Caribe,
también ha habido un crecimiento significativo aunque heterogéneo en cuanto
a la disponibilidad de la tecnologia y los recursos humanos (13); por otra
parte, durante la ultima década en Colombia la oferta de servicio de medicina
nuclear, con y sin enfoque oncoldgico, ha disminuido levemente (14), lo

que se debe principalmente a la apertura de servicios en el sector privado
concentrada en los centros urbanos mas grandes o en las ciudades capitales,
situacion que se repite en otros continentes (7).

Un factor que impacta la oferta es la gestion de los desechos radiactivos.
Los servicios de medicina nuclear en los hospitales se han catalogado como
una de las principales fuentes de radionuclidos en aguas residuales urbanas
(15,16). Debido a la vida media relativamente larga de algunos radiois6topos,
como el I-131, cuyo tiempo de semidesintegracion fisica es de ocho dias,
los pacientes eliminan el radionuclido por medio de la orina y las excretas
directamente a los sistemas de recoleccion de aguas y la red de alcantarillado.
Con el aumento patente en la administracion de la terapia con yodo radioactivo
frente al diagndstico de mas casos subclinicos, esto se convierte en una
preocupacion para los hospitales con servicios de medicina nuclear (17).

Es imposible evitar la contaminacion de los cuerpos de agua por fuentes
radiactivas, por lo que se han promulgado normas para proteger la calidad
de los recursos ambientales y la salud publica (7). A nivel mundial, las
normas sobre los desechos radiactivos son heterogéneas y muchos paises
han aprobado regulaciones para la descarga directa de desechos liquidos
hospitalarios en el sistema central de recoleccidon de aguas residuales, lo que
incluye desechos radiactivos, pero otros no (17).

Tal como lo sefalan varios autores, paises como Estados Unidos, Reino
Unido, Dinamarca y Finlandia, no usan sistemas de decaimiento de la carga
radiactiva y el 1™ presente en las excretas de los pacientes hospitalizados
se vierte de forma directa a la red de alcantarillado (7,18-21). Por el contrario,
algunos paises, entre ellos Alemania, Francia y Espafa, han dispuesto que
los tratamientos con gran actividad del I'®! se realicen en areas asistenciales
equipadas con sistemas de recoleccidn de aguas residuales (22-24), v,
ciertamente, varios estudios han demostrado diferencias en los niveles de
radionuclidos de origen médico en aguas residuales dependiendo del uso de
sistemas de abatimiento radiactivo en los servicios de medicina nuclear (17).

En el presente estudio, se pudo determinar que una de las mayores
dificultades que han tenido los servicios de medicina nuclear es la
implementacion del sistema de gestion de desechos radiactivos liquidos. Los
participantes manifestaron que no hay claridad en la norma, lo que permite
multiples interpretaciones, y que no hay sinergia ni coherencia entre los
organismos de inspeccion, vigilancia y control a nivel nacional.

Cabe resaltar que la mayoria de expertos clinicos consideran que la
Resolucién 180005 del 2010 y su modificacidon en el 2016 han contribuido
a mejorar la calidad del agua de los rios y grandes masas de agua, pese a
que no todos los prestadores han adoptado un sistema de vertimientos. Sin
embargo, en un estudio realizado por la direcciéon de asuntos nucleares del
Servicio Geoldgico de Colombia en el 2020 para determinar la concentracion
y tasa de actividad del I'*! en las principales entradas y salidas de una
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planta de tratamiento de aguas residuales en Bogota, se evidencio que

la concentracion radioquimica era mayor al valor de referencia para agua
potable y estaba cerca del limite de descarga durante el dia. Esta es la
primera investigacion de este tipo en el pais, y deben hacerse mas estudios
para evaluar estos resultados en otras regiones del pais (25).

Las divergencias de normativa entre paises obedecen a su inclusion
en el OIEA, pues todos los paises que se acogen a sus recomendaciones
han tenido que ajustar la legislacion sobre los servicios de medicina
nuclear y estos, a su vez, se han visto obligados a modificar sus protocolos,
instalaciones y modelos de prestacion para cumplir con la norma. La
adaptacion de las recomendaciones internacionales a la legislacion nacional
no ha sido facil; la experiencia local es equiparable a la de paises europeos
como ltalia, donde ha habido cierta complejidad y falta de coherencia en la
legislacion frente al manejo de residuos médicos radiactivos, por lo que se ha
exigido que los requisitos sean mas sencillos, coherentes y eficaces (26).

Lograr que la normativa sea coherente con el funcionamiento de los
servicios y se ajuste a las condiciones locales, es un reto que debe abordarse
para mejorar el desarrollo de la medicina nuclear en el pais. En la Resolucién
3100 del 2019 del Ministerio de Salud y Proteccién Social, se definen los
procedimientos y condiciones para la habilitacién de los servicios de salud,

y en la Resolucion 4245 del 2015, se establecen los requisitos para obtener
la certificacidon en buenas practicas de elaboracion de radiofarmacos y la
lista las condiciones que debe cumplir la radiofarmacia segun el nivel de
complejidad (27,28). El cumplimiento de la normativa implica, en ocasiones,
la modificacion de la planta fisica de la institucion o servicio. Varios de los
expertos participantes en este estudio manifestaron que los servicios de
medicina nuclear no podian acondicionar su planta fisica para cumplir con los
requisitos de habilitacion nacional debido al costo. Esta compleja situacion
se replica en muchos paises, por ejemplo, en Indonesia solo 10 de sus

17 servicios de medicina nuclear estan funcionando debido a que no han
podido cumplir los requisitos de infraestructura establecidos por el Ministerio
de Salud para la administracién de radiois6topos (29). El disefio ajustado a
los objetivos de los centros médicos y hospitalarios necesita una adecuada
planeacion desde el principio de la construccion y la participacion de fisicos
médicos, radioquimicos médicos y arquitectos (30).

El desarrollo reciente de dispositivos y técnicas para el tratamiento de
la orina y las excretas de pacientes tratados con 1'*" mas faciles de instalar
y menos costosos, aparece como una solucion frente a algunos de los
problemas descritos por los participantes del estudio (31-33). Es fundamental
seguir buscando alternativas de tratamiento para los desechos radiactivos
médicos con I'®" que no afecten la oferta del servicio y que, por el contrario,
permitan una descontaminacién adecuada bajo condiciones de seguridad
tanto para el personal médico como para los pacientes.

Dada la inversién que deben realizar los hospitales y centros de salud para
la atencion de pacientes oncoldgicos y la elevada demanda de tratamientos
oncoldgicos con yodo radioactivo, en el Foro Econdmico Mundial del 2010
se evidencio que los servicios oncoldgicos tienen gastos por encima de
sus ganancias (34), tal como quedd demostrado en un estudio en Brasil en
que se concluyd que la oferta de terapias con I8! a pacientes que requieren
hospitalizacion implicaba mayores gastos (35). En la mayoria de paises que
se acogen a las recomendaciones del OIEA, la administracién de terapias de
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I'*" con actividad superior a 30 mCi (1.110 mbBq) para el manejo del cancer
de tiroides, se hospitaliza a los pacientes en salas de aislamiento con manejo
de desechos radiactivos hasta alcanzar la dosis requerida para ser dados de
alta, pero esto puede tardar un poco mas de 24 horas, lo que incrementa los
costos del servicio. Por ello, en paises como Brasil, Chile o Colombia, son
pocos los hospitales publicos que disponen de tratamientos para el cancer de
tiroides con altas dosis de I-131 (36). También en Japdn, la estricta regulacién
ha llevado a una limitacién en la oferta de la terapia con yodo radiactivo, lo
que ha prolongado los tiempos de espera para recibir tratamientos con 1-131
y otros radiofarmacos (37). Para evitar el incumplimiento de las normas, en
algunos paises los entes gubernamentales son los encargados de brindar
los servicios de medicina nuclear. Por ejemplo, en Pakistan, la mayor oferta
de servicios de medicina nuclear la brinda la Comisién de Energia Atdmica

y el tratamiento ambulatorio con yodo radiactivo estd mas disponible en todo
el pais. Las instalaciones para pacientes hospitalizados que requieren dosis
altas son limitadas, pero dada la distribucién de los centros en todo el pais,
se cubre una gran parte del territorio (38).

En definitiva, los problemas derivados de la normativa son parecidos
en muchos paises, pero también las perspectivas de progreso en este
campo. La oncologia nuclear crecera aun mas a medida que se desarrollen
nuevas terapias con radioisétopos médicos (39), los cuales potenciaran la
denominada medicina personalizada centrada en el paciente (40). Asi, el
futuro de la medicina nuclear se centra en la produccion y la aplicacion de
radiois6topos para la terapia dirigida y la medicina personalizada (41,42),
con lo que, ademas, se incrementara la necesidad de especialistas bien
capacitados, capaces de gestionar aspectos tecnolégicos de la disciplina y
las terapias oncoldgicas innovadoras en un entorno multidisciplinario (40).

En tanto los logros de la medicina nuclear aumenten, la gestion de los
desechos radiactivos también mejorara. En este sentido, se necesitara el
apoyo de organizaciones internacionales como el OIEA mediante proyectos
nacionales y regionales, asi como alianzas publico-privadas y el compromiso
gubernamental para desarrollar capacidades en torno a la practica de la
medicina nuclear.

En conclusidn, los hallazgos del estudio sugieren que los servicios de
medicina nuclear en Colombia atraviesan un momento de muchos desafios
institucionales, normativos y econdémicos, que ponen en riesgo el desarrollo
y mantenimiento de los servicios de medicina nuclear para la atencion
oncoldgica, y, en consecuencia, el control integral del cancer en el pais. Este
panorama reclama esfuerzos inmediatos de articulacion de todos los sectores
involucrados a nivel nacional e internacional. Se requiere del acompanamiento
constante de los organismos encargados de velar por el cumplimento de la
norma, procurando que sea coherente con las condiciones del pais, el sistema
de salud y los servicios, y siempre en beneficio de los pacientes.
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Up-regulation of Arl4a gene expression by broccoli
aqueous extract is associated with improved

spermatogenesis in mouse testes

Omid Jazayeri', Setareh Farahmand Araghi', Tahereh A. Aghajanzadeh?, Fereshteh Mir

Mohammadrezaei®

' Department of Molecular and Cell Biology, Faculty of Basic Science, University of Mazandaran,
Babolsar, Iran

2 Department of Plant Sciences, Faculty of Basic Science, University of Mazandaran, Babolsar, Iran

3 Department of Animal Sciences, Faculty of Basic Science, University of Mazandaran, Babolsar, Iran

Introduction: Broccoli (Brassica oleracea) is well known for its properties as an anti-
cancer, antioxidant, and scavenger of free radicals. However, its benefits in enhancing
spermatogenesis have not been well established.

Obijective: To study broccoli aqueous extract effects on sperm factors and the expression of
genes Catsper1, Catsper2, Arl4a, Sox5, and Sox9 in sperm factors in mice.

Material and methods: Male mice were divided randomly into six groups: (1) Control; (2)
cadmium (3 mg/kg of mouse body weight); (3) orally treated with 200 pl broccoli aqueous
extract (1 g ml"); (4) orally treated with 400 pl of broccoli aqueous extract; (5) orally treated
with 200 broccoli aqueous extract plus cadmium, and (6) orally treated with 400 pl of
broccoli aqueous extract plus cadmium. We analyzed the sperms factors and Catsper1,
Catsper2, Arl4a, Sox5, and Sox9 gene expression.

Results: An obvious improvement in sperm count and a slight enhancement in sperm
motility were observed in mice treated with broccoli extract alone or with cadmium. Sperm
viability was reduced by broccoli extract except for the 200 pl dose with cadmium, which
significantly increased it. Interestingly, Ar/4a gene expression increased in the 400 pl broccoli-
treated group. Likewise, the Arl4a mRNA level in mice treated with cadmium and 200 pl of
broccoli extract was higher than in the cadmium-treated mice. Furthermore, broccoli extract
enhanced the mRNA level of Catsper2 and Sox5 genes in mice treated with 200 pl and 400
pl broccoli extract plus cadmium compared with the group treated solely with cadmium.
Conclusion: The higher sperm count in broccoli-treated mice opens the way for the
development of pharmaceutical products for infertile men.

Keywords: Brassica; spermatogenesis; gene expression; mice; cadmium.

La regulacion positiva de la expresion del gen Arl4a por accion del extracto acuoso
de brécoli se asocia con una mejor espermatogénesis en testiculos de ratén.

Introduccidn. El brécoli (Brassica oleracea) se conoce por sus propiedades como
anticancerigeno, antioxidante y eliminador de radicales libres. Sin embargo, sus beneficios
en la espermatogénesis aln no se han determinado suficientemente.

Obijetivo. Estudiar los efectos del extracto acuoso de brécoli sobre los factores espermaticos
y la expresioén de los genes Catsper1, Catsper2, Arl4a, Sox5 y Sox9 en ratones.
Materiales y métodos. Los ratones machos se dividieron aleatoriamente en seis grupos:
1) control; 2) tratados con cadmio, 3 mg/kg de peso corporal; 3) tratados con 200 pl de
extracto acuoso de brécoli (1 g ml); 4) tratados con 400 pl de extracto acuoso de brécoli;
5) tratados con 200 pl de extracto acuoso de brécoli mas cadmio, y 6) tratados con 400 pl
de extracto acuoso de brocoli mas cadmio. El extracto acuoso de brécoli se administré por
via oral. Se analizaron los factores espermaticos y la expresion de los genes Catsper1,
Catsper2, Arl4a, Sox5 y Sox9.

Resultados. Se observé una mejoria obvia en el recuento y una ligera mejoria en la motilidad
de los espermatozoides, en ratones tratados con extracto de brécoli solo o con cadmio. La
viabilidad de los espermatozoides se redujo con el extracto de brécoli, excepto con la dosis
de 200 pl mas cadmio, la cual la aumenté significativamente. Curiosamente, la expresion del
gen Arl4a aumentd en el grupo tratado con 400 pl del extracto. Asimismo, el ARNm del Arl4a
en ratones tratados con cadmio y 200 pl del extracto, fue mas abundante que en los ratones
tratados solo con cadmio. Ademas, el extracto de brécoli aumentd la cantidad de ARNm de
los genes Catsper2 y Sox5 en ratones tratados con 200 y 400 pl de extracto de brécoli mas
cadmio, en comparacion con el grupo tratado tnicamente con cadmio.

Conclusién. El mayor nimero de espermatozoides en ratones tratados con brécoli abre el
camino al desarrollo de productos farmacéuticos para hombres infértiles.

Palabras clave: Brassica; espermatogénesis; expression génica; ratones; cadmio.
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Infertility is defined by the failure to achieve a clinical pregnancy after
one year or more of regular unprotected sexual intercourse. Approximately
40-50% of all infertility cases are due to male factors (1). While reproductive
technologies can counter male infertility, genetic defects may still be passed to
the male’s offspring (2).

Medicinal plants are used for the development of new drugs, as well as
for health care. For example, Trigonellae Semen, derived from Trigonella
foenum-graecum L., is commonly used as a medicinal herb for the treatment
of infertility in Korean medicine (2). Panax ginseng is a traditional medicinal
plant for male infertility and rats treated with ginseng had had a significant
increase in sperm count and sperm motility (3,4). Aspalathus linearis and
Camellia sinensis have also a forceful positive impact on sperm factors (5).
Decursin, extracted from Angelica gigas, has also shown a positive effect
on sperm counts and motility in cryptorchidism-induced infertile rats (6).
The protective effect of Crocus sativus L. on cadmium (Cd) toxicity in rat
spermatogenesis has been reported as well (7). Besides, recent evidence
suggests that the Ca?* levels of mice sperm cells treated with P. ginseng
extract increased significantly compared with the normal group inducing the
expression of CatSper genes (involved in sperm motility and fertility) (8,9).

There is a growing body of literature on the therapeutic effects of
cruciferous plants like broccoli largely attributed to their high content of
glucosinolates. Broccoli is well known worldwide for its anti-cancer effects
(10) and its antioxidant properties, which make it the finest natural active
substance for scavenging free radicals (11,12), as an antigenotoxic agent
(13), a reducer of fasting blood glucose in type 2 diabetes patients (14), a
protection agent of the cardiovascular (15) and central nervous systems,
against diabetic nephropathy and neuropathy (16), beneficial in the restoration
of skin integrity (17), against Helicobacter pylori infection (18), and for the
improvement of social interaction in patients with autism (19).

Heavy metal pollutants such as cadmium and lead are considered sources
of significant environmental damage as they do not have any biological
functions and can be extremely toxic even at low concentrations (20). The toxic
effect of heavy metals on living organisms’ health are expressed in diseases
and conditions like cancer, infertility, nephritis, hair loss, brain damage,
cardiovascular disease, low blood pressure, and paralysis. However, kidney
and lung damage, fragile bones, and calcium deregulation in biological systems
have been determined as specific toxicological effects of cadmium (21).

The effect of broccoli on spermatogenesis and related gene expression
in mouse testes has yet to be determined. The genetic bases and molecular
mechanisms underlying spermatogenesis and its molecular regulation are
not fully understood yet. In this context, in the present study, we analyzed
the impact of broccoli extract on sperm count and the expression of Arl4a
gene (involved in spermatogenesis) (22), of Catsper? and Catsper2 genes
(involved in sperm motility) (23), as well as that of Sox5 and Sox9 genes
(transcription factors involved in the Sertoli cells and sex development) (24).

Materials and methods
Experimental animals

The study was approved by the Ethics Committee at the University of
Mazandaran, Iran (IR.UMZ.REC.1399.002). We purchased NMRI male mice

707



Jazayeri O, Farahmand Araghi S, Aghajanzadeh TA, Mir Moammadrezaei F Biomédica 2021;41:706-20

708

(5-6 weeks old between 25-30 g of weight) from the Pasteur Institute (Tehran,
Iran), which were kept for one week in polycarbonate cages for adaptation to
their new environment until reaching the desired conditions. They were kept
under standard conditions (12 h light/dark cycle at 24 + 2°C) with free access
to drinking water and standard pellets. Once every two days, the cages were
cleaned, the remaining food was collected, and fresh food was provided.
Finally, they were anesthetized intraperitoneally with ketamine hydrochloride
(100 mg kg~') and xylazine (5 mg kg).

Preparation of the broccoli aqueous extract

Two-month broccoli was collected from a local greenhouse, immediately
frozen and transferred to the plant physiology laboratory. Broccoli flowers
were grinned in liquid nitrogen to a fine powder, dissolved in boiling water,
and boiled for 3 minutes (1 g ml). Then, the suspension was filtered through
one layer of filter paper and the extraction was centrifuged at 10,000g for 10
minutes at 4°C and stored at —20°C for further experiments (25).

Experimental design

Thirty-six NMRI male mice were divided randomly into the following six
groups, with six animals per group: 1) control; 2) cadmium, 3 mg/kg of mouse
body weight; 3) orally treated mice with 200 broccoli aqueous extract (1 g
ml'); 4) orally treated with 400 pul of broccoli aqueous extract; 5) orally treated
with 200 broccoli aqueous extract plus cadmium, and 6) orally treated with
400 pl of broccoli agueous extract plus cadmium. The mice in the control
group only received distilled water. In the cadmium group, mice were injected
intraperitoneally only with cadmium chloride (3 mg/kg of mouse body weight).
Four of the groups were orally administered 200 and 400 pl of the extract (1
g ml''/60 g of mouse body weight) with and without intraperitoneally injection
of cadmium chloride. The extract was administered every day for 48 days and
cadmium on the last day of the treatment. On the 49th day of the experiment,
all animals were sacrificed and samples were collected. The sperm was
rapidly detached from the epididymis and used to determine the parameters.
Mice testis were separated, immediately frozen in liquid nitrogen, and stored
at -80°C for subsequent RNA extraction.

Evaluation of cauda epididymal sperm count and motility

We used the seminal plasma aspirated from the caudal part of the mice
epididymis for the semen analysis. The epididymis was put in a solution
containing 1 ml of PBS buffer (pH=7) and then cut into small pieces. We
incubated the tissue homogenate at 37°C for 10 minutes to release the sperm in
the solution. We placed 10 pl of the sperm on a clean slide coverslip for sperm
count and motility evaluation (26). Total sperm counts were determined with a
hemocytometer under a light microscope at 200X magnification. Spermatozoa
were collected with a micropipette and placed on a slide for motility estimation
and classification into motile and non-motile sperms. Motility was expressed as
the percentage of sperm showing movement (fast forward, slow movements,
and movement in place); data were expressed as percentages (26).

Sperm viability

Viability was assessed by eosin-nigrosin solution (26): A 10 pl sample of
the sperm suspension was placed on a glass slide, mixed with 10 pl eosin,
and after drying at laboratory temperature observed under a light microscope
(400X). With this procedure, the head of the dead spermatozoa absorbs
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eosin and becomes red, but live spermatozoa appear colorless as the plasma
membrane remains intact. Live spermatozoa were counted in five fields of
vision at random and their percentage was recorded.

Semi-quantitative RT-PCR

RNA extraction and cDNA synthesis. Total RNA was extracted from the
mice testis using RNX plus (EX6101) solution following the manufacturer’s
protocol (SINACLON, Iran). The RNA pellet was dissolved in RNase-free
water (DEPC treated water). Total RNA was then treated with DNAasel
(SINACLON, Iran) to destroy possible genomic DNA contamination followed
by heat treatment (65°C for 10 minutes) to inactivate the enzyme and then
stored at —80°C for future cDNA synthesis. We checked the purity and
integrity of the total RNA extracted at 260/280 nm ratio using a Thermo
Scientific NanoDrop spectrophotometer and visualized it on 1% agarose gel.
We used a commercial cDNA synthesis kit (2-steps RT-PCR kit, Vivantis,
Malaysia) following the manufacturer’s instructions. Briefly, 1 pg of total RNA,
0.5 pl M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/pl), 2 pl of 10X Buffer M-MuLV,
1 pl Oligo d(T)18 (40 uM), 1 pl of 10 mM dNTPs were added to a 0.2 ml
microcentrifuge tube. The reaction mixture was adjusted to the final 20 pl

volume with nuclease-free water.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Primer sequences, GeneBank ID, and amplification product sizes are
summarized in table 1. Primers were synthesized (Metabion, Germany) and
samples were normalized with the § actin gene as a reference gene for its
constitutive expression. Synthesized cDNA was amplified by PCR reaction
performed by using 2x PCRBIO Taq Mix Red in a reaction volume of 12.5
upl containing 6.25 pl 2x PCRBIO Taq Mix Red, 0.5 pl of each of the forward
and reverse primers (10 pM), 1.5 pl cDNA, and 3.75 ul H,0. PCR conditions
for Catsper1, Catsper2 and Sox9 were: 94°C for 2 minutes followed by 36
cycles (94°C for 30 s, 57°C for 30 s, and 72°C for 1 min as an extension),
and a final extension at 72°C for 10 min. For Sox5, the conditions were: 94°C
for 2 minutes followed by 32 cycles (94°C for 30 s, 60°C for 30 s, and 72°C
for 1 minute as an extension), and a final extension at 72°C for 10 minutes.
For Arl4a and B actin, the conditions were: 94°C for 2 minutes followed by 30
cycles (94°C for 30 s, 57°C for 30 s, and 72°C for 1 minute as an extension)
and a final extension at 72°C for 10 minutes.

Table 1. Sequence of the designed primers used for RT-PCR

Gene Function Accession Primer sequences Product size Optimized . Reference
number cycle number

CatSper1 Sperm motility NM_139301.3 Forward: 5-'TCGGAGAACCACAGAGAAGAG-3' 566 bp 36 (27)
Reverse: 5'-CACACACCGGGAATATCTTC-3'

CatSper2 Sperm motility NM_153075.3 Forward: 5-TGGCCACAGAGCAGTATTTG-3' 513 bp 36 (27)
Reverse: 5'-TGTCAGGCTGTTGCTTTGTC-3'

Arl4a Spermatogenesis NM_007487.3 Forward: 5- CAGGCTGCAGTTCAACGAAT-3’ 377 bp 30 Current study
Reverse: 5’- AATGCCAAGGAGTCGATGAG-3

Sox5 Transcription factor NM_001113559.2 Forward: 5- CCCCACATAAAGCGTCCAATG-3’ 196 bp 32 (28)
Reverse: 5’- TCTCCAGGTGCTGTTTGCTGAG-3

Sox9 Transcription factor NM_011448.4 Forward: 5-GAAGCTGGCAGACCAGTACC-3’ 479 bp 36 (29)
Reverse: 5'- CTGCTCAGTTCACCGATGTC-3

B actin Reference gene NM_007393.1 Forward: 5'-"GGGAAATCGTGCGTGACAT - 3 385 bp 30 (27)

Reverse: 5'- TCAGGAGGAGCAATGATCTTG -3'

The number of PCR cycles was determined to obtain a detectable signal without reaching saturation.
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We determined the number of PCR cycles for each gene to obtain a
detectable signal without reaching saturation. For the electrophoresis of
amplified products, we used 1% agarose gel and the amplified cDNA fragment
was visualized and photographed under UV light. The band intensities were
semi-quantitatively analyzed using the E-capt software (Vilber Lourmat, France)
and normalized against that of B actin. The resulting data were expressed as
means and standard deviation (SD) of at least three PCR replicates.

GeneMANIA in silico analysis to study protein-protein interaction

We utilized a large set of protein-protein interaction databases within the
GeneMANIA package (30) to build a protein-protein interaction network.
This package comprises 244 databases/articles that collectively utilize
experimentally proved physical protein-protein interactions in humans. The
Arl4a gene was used as input for the GeneMANIA algorithm. Although we
used “mice” in the study, we selected “Homo sapiens” as the organism in the
GeneMANIA input setting because protein-protein interaction in “human” is
more complete than in “mouse” and, thus, it provided a more comprehensive
insight into Ar/4a biological functions.

Statistical analysis

All data were analyzed using the Prism software, one-way ANOVA, and
Tukey post-test at a significance level of p<0.05.

Results

Impact of the broccoli extract on the body and testis weight with and
without Cd-toxicity

No significant difference was evident between groups regarding body and
testis weight (table 2).

Impact of the broccoli extract on sperm parameters with and without Cd-
toxicity

Figure 1 displays sperm microscopic images in NMRI mice treated with
cadmium and the broccoli extract while figure 2 shows the experimental data
on sperm parameters: we observed a positive significant impact of the extract
on the sperm count in a dose-dependent manner (figure 2A). The sperm
count in the 400 pl extract-treated group was 1.5, i.e., two-fold higher than
in the 200 pl extract-treated and the control groups (figure 1, A, C and E).
Additionally, we found a clear benefit of the extract in the prevention of Cd-
toxicity in the sperm count. Likewise, the sperm count significantly increased
in the extract (almost 2.5 fold) and CD-treated (2.7 fold) groups (200 and 400
pl) compared to the mice treated only with Cd (figure 1B, D, F).

Table 2. Body and testis weight in NMRI male mice treated with 200 and 400 pl of broccoli extract
(BE) of (1 g ml-") with and without Cd (1 mg kg-' of mouse weight). Data represent the mean of
six mice in each group (+ SD). The different letters indicate a significant difference among groups
(p < 0.05; Oneway ANOVA; Tukey's HSD all-pairwise comparisons as a post-hoc test).

BE Cd+ BE BE Cd+ BE
(200pl)  (200pl) (400 pl) (400 pl)
Body weight (g) 477+3.9a 39.7x5.2a 38./x4.8a 44.8:5.7a 409+1ba  452+5a
Testis weight (g) 0.17+0.03a 0.16+0.04a 0.13x0.01a 0.15:0.03a 0.14:0.02a 0.16+0.02a

Sample Control Cd
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Figure 1. Microscopic images of sperm in

_ NMRI mice treated with Cd and BE.
\ \'J A: Control; B: Cd; C: 200 pul of BE (1 g
-+ mil-1); D: 200 pl of BE (1 g ml-1) plus Cd
(3 mg kg—1 of mouse body weight); E:
400 pl of BE (1 g ml-1); F: 400 pl of BE (3
g ml-1) plus Cd (1 mg kg—1). 4X
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® 30 treated with 200 and 400 pl of BE (1 g ml-1)
) with and without Cd (1 mg kg-1 of mouse
0 weight). Data represent the mean of six mice
in each group (+ SD). Different letters indicate
& significant differences among groups (p < 0.05;

Oneway ANOVA,; Tukey’s HSD all-pairwise
comparisons as a post-hoc test).
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Figure 3. Relative gene expression determined by semi-quantitative RT-PCR. The expression of
genes corresponds to the ratio of the target gene divided by the reference gene (B actin).
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Furthermore, sperm viability was clearly reduced in Cd-treated mice
compared with the control group (figure 1A, B; figure 2B). When Cd-treated
mice were administered 200 and 400 pl (1g/ml) broccoli extract, the sperm
viability increased 5.3 and 1.5 fold, respectively (figure 2B).

However, sperm viability hardly changed in mice treated with 200 pl
extract and acutely decreased in mice treated with 400 pl extract (figure 2B).
Additionally, sperm motility significantly decreased in Cd-treated mice (figure
2C), but their treatment with both 200 and 400 pl extract led to an increase
in sperm motility. Likewise, the mice treated with both extract doses exhibited
higher sperm motility than those in the control group.

Impact of the broccoli extract on Catsper1, Catsper2, and Arl4a gene
expression with and without Cd-toxicity

Figure 3 shows the relative gene expression by semi-quantitative RT-PCR
while in figure 4 no significant difference in the Catsper1 gene expression
among groups is evident.

Catsper2 gene expression in Cd-treated mice was significantly lower than
in the other groups (Figure 4). However, there was no significant difference
among extract-treated groups with and without Cd-toxicity and a closer look at
the graph indicated that the Catsper2 gene expression in the groups treated
with 200 and 400 pl extract plus Cd was significantly higher than in the mice
treated only with Cd (figure 4).

The Arl4a gene mRNA level was up-regulated (1.8 fold) in the group treated
with 400 pl extract (figure 4) while its expression was clearly down-regulated
in the group treated only with Cd but higher in the two groups treated with 200
and 400 pl extract plus Cd than in the mice treated only with Cd (figure 4).

Impact of the broccoli extract on the gene expression of transcription
factors SOX5 and SOX9 with and without Cd-toxicity

Figure 5 provides the experimental data on the gene expression of Sox5
and Sox9 transcription factors. Following the intraperitoneal administration of
Cd, we detected a significant decrease in the Sox5 gene expression. However,
no significant differences were found in Sox5 gene expression between extract-
treated mice (200 and 400 pl) and the control group while it was significantly
up-regulated in the extract plus Cd-treated mice compared with those treated
only with Cd. Furthermore, Sox9 gene expression appeared to be unaffected
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by Cd. Likewise, none of the extract-treated mice groups, both with and without
Cd, showed significant differences in the Sox9 mRNA level (figure 5).
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3 well as Arl4a (gene involved in sperm count) in
@ NMRI male mice. For experimental details, see
b legend in Figure 1. Relative gene expression
& was determined by RT-PCR compared to 8
actin as reference gene. Data represent the
mean of three mice in each group (+ SD).
Different letters indicate significant differences
among groups (p < 0.05; Oneway ANOVA;
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Figure 5. Transcript levels of Sox5 and Sox9 (transcription factors involved in sperm motility) in
NMRI male mice. For experimental details, see legend in Figure 1. Relative gene expression was
determined by RT-PCR compared to 8 actin as reference gene. Data represent the mean of three
mice in each group (+ SD). Different letters indicate significant differences among groups (p <
0.05; Oneway ANOVA; Tukey’s HSD all-pairwise comparisons as a post-hoc test).
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Figure 6. Protein-protein interaction between human ARL4A protein
and six other proteins based on the GeneMANIA algorithm

Discussion

We found few publications on the association between spermatogenesis
and broccoli extract (31,32). In such context, we conducted the present study
to determine the effect of this extract on the sperm factors and the expression
of some genes whose relation to spermatogenesis has already been reported.

The most obvious and interesting finding (figure 2A) was the significant
dose-dependent increase in sperm count among extract-treated groups even
in the presence of Cd. Surprisingly enough the Arl4a gene expression also
showed a similar increase in sperm count in extract-treated groups with and
without Cd. ARL4 is a 22-kDa GTP-binding protein abundant in testes of
pubertal and adult rodents. In mouse Ar/4-null mutants (Arl4") the inactivation
of the Arl4 gene caused a significant reduction of testis weight and sperm count
(30% and 60%, respectively) (22) and, in general, the association between
testis weight and the Arl4a gene has been reported in the literature (33).

Genome-wide mapping in house mice revealed a significant association
between SNPs located in the Ar/4a gene and relative testis weight. However,
no significant difference between body and testis weight among the six groups
in our study was found. Similarly, Zhou, et al. did not find significant effects on
body and testis weight in mice treated with broccoli seed extract (0.3, 1, and
3 g/kg body weight/day) for 30 days (34) and the broccoli seed extract LD, in
rats was >10 g/kg of body weight/day.

Although the role of the Arl4a gene in mouse spermatogenesis was
reported in 2002 (22), very little is currently known about its biological
functions and spermatogenesis-related mechanisms. In this sense, we
conducted an in silico analysis to find further evidence regarding its role in
spermatogenesis and its binding proteins using the GeneMANIA algorithm.
As shown in figure 6, Arl4a was bound to Spatc1l through the protein-protein



Biomédica 2021;41:706-20

Brassica oleracea extract improves spermatogenesis

interaction. Previously, it had been shown that Spatc1l maintains the integrity
of the sperm head-tail junction and that Spatc1l knockout mice developed
male sterility owing to the separation of sperm heads from tails (35). The
Kpna2 gene also presented protein-protein interaction with Arl4a and it has
been reported that it is a key mediator of nucleocytoplasmic transport in the
embryonic testis. Kpna2 mRNA was identified in pachytene spermatocytes
and round spermatids (36) and Kpna2 amount markedly increased in both
cells (37). Golga2, another protein physically binding to Arl4a, also plays a role
in spermatogenesis. Han, et al. showed that the inactivation of Golga2 caused
male infertility in a mouse model. In Golga2-- mice, acrosome and round
sperm heads, characteristic features of human globozoospermia, were absent
(38) and the cytoskeleton was disorganized in testes.

During spermatogenesis, the ubiquitin-proteasome pathway (UPP) plays
a key role in facilitating the formation of condensed sperm and, therefore,
deficient UPP blocks spermatogenesis. Ubiquitination occurs in different cell
types during spermatogenesis, especially in spermatocytes differentiating into
round and elongated spermatids and, even, in mature sperm in the epididymis
(39). As shown in figure 4, ubiquitin C (UBC), one of the ubiquitination
enzymes, can also physically bind to Arl4a.

Some studies have focused on the association between CCDC102B
(coiled-coil domain containing protein 102b) and spermatogenesis. This protein
is active in the assembly of the centrosome linker to maintain centrosome
cohesion as it contributes to holding the duplicated centrosomes together
and prevents centrosome separation. The regulation of the connection and/
or disconnection of two centrosomes is involved in several cellular processes,
such as Golgi and cilia positioning (40). On the other hand, CCDC57 is another
protein whose functionality has not been well-documented and it may play a
role in the centrosome as it has a coiled-coil domain (41).

Interestingly, it was found that Arl4 has two separate promoters in the rat.
Jacobs, et al., showed that the mRNA transcription is under the control of the
downstream promoter in most tissues while the upstream promoter seems
to drive specifically the expression of Arl4 in adult testis (42). In fact, they
recorded tissue-specific alternative splicing and promoter use in the Ar/4 gene.
These findings provide insights into the molecular control of Arl4a protein in
spermatogenesis. Apparently, it has several biological functions in different
tissues and organelles, and its expression is regulated developmentally.

Broccoli accumulates selenium, consequently reducing the risk of several
cancers (43,44); besides, it is required for spermatogenesis and male fertility
(45). Selenium significantly increased the Catsper1 and Catsper 2 gene
expression in adult male mice (46) and, therefore, it can enhance sperm
mobility. The results of our study indicated that Catsper2 was also up-
regulated with the dose-dependent broccoli extract; however, no significant
difference was detected in the Catsper? mRNA levels. We also observed an
obvious increase in spermatogenesis using the extract, which is consistent
with the selenium enrichment of broccoli and its positive impact on this
process. Our finding is in line with those reported by Raeeszadeha, et al.
who observed that the number of spermatogonia, primary spermatocytes,
spermatids, and sperm significantly increased with the hydro-alcoholic extract
of broccoli (300 mg/kg) in male mice after 42 days of treatment (32).

As reported in other studies, we found that sperm count, motility, and
viability were reduced in Cd-treated mice while the Catsper2 gene was
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down-regulated (47,48). However, our findings diverge from those reported

by Mohammadi, et al. who observed a reduction of Catsper’ mRNA level in
Cd-treated mice (48). Of course, Catsperi gene expression is complex, its
promoter is bidirectional and regulates the IncRNA (Catsper1au) expression.
Indeed, Catsperiau is expressed in adult male mouse testis and can regulate
gene expression during spermatogenesis (49). It may be that broccoli contains
compounds that bind directly or indirectly to IncRNA regulatory proteins or
binds to the Catsperiau target site or some other unknown phenomenon
involved in Catsper1 gene regulation.

Previous studies have established that both Sox5 and Sox9 transcription
factors interact with the Catsper? promoter in HEK-293 cells (50). As shown in
figure 5, the gene expression in Sox9 was similar to that in the Catsper1 gene,
and no differences were observed among treatments in any of them, which
agrees with Mata-Rocha, et al.’s findings. However, our findings indicated
that Sox5 gene expression was dramatically reduced in Cd-treated mice as
compared with the control. A deeper look revealed that in the 200 and 400
pl extract-treated mice, Sox5 mRNA level was slightly higher than in the Cd
plus 200 and 400 pl extract-treated mice may be due to the other transcription
factors or to the miRNA, e.g., miR-195, which targets Sox5 3’ UTR and impairs
its expression (51).

Quercetin and kaempferol are the predominant flavonoids in commercial
broccoli (52). Quercetin attenuates Cd-induced oxidative damage and apoptosis
in granulosa cells from chicken ovarian follicles (53). In spite of the antioxidant
properties of quercetin, a significant concentration-dependent conflicting effect
on sperm viability and motility has already been observed (54,55), which is
somewhat in line with our findings. Indeed, we observed that the broccoli diet
affected positively the sperm count; however, it negatively impacted sperm
viability, though increasing sperm motility slightly (figure 2). Raeeszadeh, et
al., determined that the total antioxidant IC_; of broccoli hydro-alcoholic extract
is 278+14 pg/ml (32), a finding that probably explains the negative impact of
broccoli extract on sperm viability and highlights the complexity of its antioxidant
properties. Additionally, it is reported that the treatment with quercetin markedly
inhibited nickel-induced global hypermethylation and DNA hypomethylation
of the nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) promoter (56), which may
subsequently affect its downstream target genes. Kaempferol also inhibits DNA
methylation by suppressing DNA methyltransferases (57).

It has been previously observed that kaempferol leads to the
downregulation of DNMT3 (a kind of DNA methyltransferase) and modulates
DNA methylation in cancer (58). Indeed, kaempferol alters 103 DNA
methylation positions (hypo-methylation and hyper-methylation) associated
with bladder cancer genes (57). Likewise, sulforaphane, another predominant
ingredient in broccoli, increased Nrf2 expression, a transcription factor,
in prostate tumor cells through epigenetic regulation in mice (59). By the
activation of Nrf2/ARE signaling pathways, sulforaphane prevented testicular
damage in Cd-treated mice (60). Sulforaphane also reduced Cd-induced
toxic effects on human mesenchymal stem cells and showed a significant
recovery of cell viability (61). Despite supportive evidence on the impact of
sulforaphane as an anticancer agent, the fact is that it also interferes with the
T cell-mediated immune response (62) turning it into a double-edged sword.

There is a growing number of reports on the epigenetic regulation of
broccoli ingredients and the stable and reversible mechanism regulating
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gene expression. Further research is needed to determine which compounds
in broccoli extract stimulate spermatogenesis without a negative effect on
sperm viability. Future studies on lower dosage would allow finding a suitable
concentration of broccoli to avoid its negative effect on sperm viability and use
it as a medicinal plant for male infertility.

In future studies, experiments using real-time PCR would offer a more
precise view of gene expression alterations. Probably, Homo sapiens-based
protein-protein interaction instead of Mus musculus do not reflect exactly
what happens in mice; however, this in silico analysis definitely would be
informative as it supports the role of Arl4a in the spermatogenesis process.
Our results are promising for the pharmaceutical industry in its efforts to
produce medications for infertile men.
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Evaluacion de las caracteristicas operativas de la
version 2.2018 del instrumento de evaluacion del
malestar emocional de la National Comprehensive
Cancer Network en pacientes atendidos en el
Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota

Sofia Elizabeth Mufioz'?, Ricardo Sanchez'?, Ligia Elena del Toro®

1 Grupo Area de Investigaciones, Instituto Nacional de Cancerologia - E.S.E., Bogot4, D.C., Colombia
2 Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogotd, D.C., Colombia

3 Grupo de Salud Mental, Instituto Nacional de Cancerologia - E.S.E., Bogotd, D.C., Colombia

Introduccidn. Los pacientes con cancer presentan niveles significativos de malestar
emocional. La National Comprehensive Cancer Network (NCCN) desarrollé un instrumento
(Distress Management) para evaluarlo de forma rapida en pacientes oncoldgicos. Para su
utilizaciéon en Colombia, se hizo la adaptacién transcultural y se validé.

Objetivo. Determinar las caracteristicas operativas del instrumento de malestar emocional,
versién 2.2018, en pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia.
Materiales y métodos. Previa autorizacién de la NCCN, se procedi6 a la traduccion,
adaptacion transcultural y evaluacién de las caracteristicas operativas del instrumento. Se
incluyeron 343 pacientes con diagnéstico de cancer atendidos en el Instituto Nacional de
Cancerologia, quienes diligenciaron el instrumento adaptado transculturalmente. Se efectud
un estudio de prueba diagndstica como patron de referencia mediante una entrevista
semiestructurada.

Resultados. Los pacientes tenian una edad promedio de 49,7 afios (DE=15) y la mayoria
(67 %) eran mujeres. El instrumento tuvo un &rea bajo la curva ROC de 0,81 (IC,,, 0,77
0,86); el punto de corte 6ptimo fue de 3,5, el cual se aproximo a 4; la sensibilidad fue de
0,81 (IC,,,, 0,76-0,85) y la especificidad de 0,69 (IC,,,, 0,64-0,74). El porcentaje de acuerdo
entre el resultado de la entrevista y el instrumento fue de 73 % (kappa=0,64; p<0,001).
Conclusiones. El instrumento de malestar emocional permitié detectar el malestar
emocional moderado a grave que requiere intervencion y manejo. Este instrumento fue
adaptado y validado en pacientes con cancer en Colombia, conservandose el punto de
corte en >4 como en la version original.

Palabras clave: estudios de validacién; comparacion transcultural; escala del estado
mental; distrés psicoldgico; neoplasia; sensibilidad y especificidad.

Assessment of the operational characteristics of the National Comprehensive Cancer
Network distress management tool, v. 2.2018, in patients seen at the Instituto Nacional
de Cancerologia, Bogota

Introduction: Cancer patients have significant levels of emotional distress. The National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) developed the distress management tool to
quickly assess significant distress in oncological patients who require intervention. For its
use in Colombia, we made its cross-cultural adaptation and validation.

Objective: To determine the operative characteristics of the distress management tool,
version 2.2018, in patients seen at the Instituto Nacional de Cancerologia (INC) in Colombia.
Materials and methods: Counting with the authorization from the NCCN, we translated,
made the cross-cultural adaptation, and evaluated the operational characteristics of the tool.
We included 343 cancer patients seen at the INC, who filled out the cross-culturally adapted
instrument. A diagnostic test study was carried out with a semi-structured interview as a
reference.

Results: The patients had an average age of 49.7 years (SD=15) and the majority were
women (67%). The instrument had an area under the ROC curve of 0.81 (95% CI: 0.77 -
0.86); its optimal cut-off point was 3.5 approached to 4 when using integers on the scale;

its sensitivity was 0.81 (95% CI: 0.76 - 0.85), and its specificity, 0.69 (95% CI: 0.64 - 0.74).
The agreement percentage between the result of the interview and the instrument was 73%
(kappa = 0.64; p< 0.001).

Conclusions: The distress management tool allowed for the detection of moderate to severe
distress requiring intervention and management. This instrument was adapted and validated
in cancer patients in Colombia keeping the cutoff point at = 4 as in the original version.

Keywords: Validation studies; cross-cultural comparison; mental status schedule;
psychological distress; neoplasm; sensitivity and specificity.
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Con el aumento de la incidencia de cancer a nivel mundial en los ultimos
anos, ha crecido el interés por el reconocimiento del malestar emocional
(distress) en pacientes oncoldgicos. Teniendo en cuenta que el diagndstico
de cancer y su tratamiento generan un impacto psicoldgico en ellos, estas
manifestaciones clinicas y emocionales pueden ser adaptativas, asociadas
a su proceso de enfermedad, o llegar a ser un trastorno psiquiatrico
grave que requiere manejo, lo cual puede depender de caracteristicas
sociodemograficas, del diagndstico oncoldgico, y del estadio de la
enfermedad y del tratamiento, entre otros (1-3).

En algunos estudios se ha determinado que entre el 20 y el 50 % de
los pacientes con cancer presenta alteraciones psicolégicas, incluido el
malestar emocional, siendo los trastornos de la adaptacion, los de ansiedad
y la depresioén los mas frecuentes (3-7). A pesar de la alta prevalencia de
malestar emocional, a menudo este no es detectado (8); de ahi la importancia
de detectarlo para brindar soporte emocional temprano y atencidn integral
al paciente, ya que las necesidades psicosociales no resueltas producen
efectos negativos en el tratamiento oncolégico y el proceso de recuperacion,
afectando el cumplimiento del tratamiento, aumentando el sufrimiento del
paciente y comprometiendo su calidad de vida y la de sus cuidadores (8-12).

Las recomendaciones de la National Comprehesive Cancer Network, el
Institute of Medicine, la Canadian Association of Psychosocial Oncology
y la American College of Surgeons Commission on Cancer en cuanto a la
atencion psicosocial de pacientes con diagndsticos oncoldgicos, sefialan
la necesidad de establecer protocolos para estandarizar la evaluacién de
los aspectos psicosociales de la atencion del paciente con cancer. Dicha
evaluacion debe hacer parte integral de la rutina de la atencion oncolégica
(4,13-18). Para evitar la estigmatizacién de los pacientes de cancer con
problemas psicologicos, la NCCN propuso usar el término distress, que en
espafol se conoce como malestar emocional, para referirse a las dificultades
a nivel psicolégico, social o espiritual que interfieren con la capacidad de
enfrentar su proceso de enfermedad, las cuales deben ser reconocidas y
tratadas en todas sus etapas (4).

En Colombia, la atencion de los pacientes oncoldgicos presenta retos
para los profesionales de salud, pues el numero de enfermos atendidos
diariamente es alto y el tiempo es limitado, lo que provoca que el profesional
se centre en la enfermedad y no le sea facil reconocer el malestar emocional,
con la consecuente ausencia de estrategias para el diagndstico y manejo
de tales problemas (3). Es patente, entonces, la necesidad de contar con
herramientas rapidas y eficaces de tamizacion para detectar estos problemas.
Son muchas las herramientas que se han desarrollado para detectar
sintomas psicoldgicos y psiquiatricos en condiciones especificas como la
depresion o la ansiedad, por ejemplo, el inventario de depresion de Beck, la
escala de Hamilton, la escala de ansiedad y depresion hospitalaria (Hospital
Anxiety and Depression Scale, HADS), las escalas de calidad de vida (16-
19) y el listado de deteccidn de problemas psicosociales (Severity Indices of
Personality Problems, SIPP) (20), entre otros. Sin embargo, las herramientas
cortas exploran solo una dimensién del malestar y tienen poca especificidad
a la hora de detectarlo, en tanto que las herramientas mas extensas pueden
abarcar todas las dimensiones, pero son mas dificiles de utilizar en el ambito
clinico por su duracion y complejidad (21).
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En respuesta a dichos problemas, Roth, et al., desarrollaron en 1998 un
instrumento corto diligenciado por el propio paciente y similar a la escala
visual analoga en la que 0 corresponde a la ausencia total de malestary 10
a un malestar extremo. Esta herramienta, llamada “termémetro de malestar
emocional” (Distress Thermometer), fue utilizada por primera vez para evaluar
de manera rapida el malestar emocional significativo en pacientes con céncer
de prostata que asistian a consulta (22). Posteriormente, la NCCN agregdé
una lista de problemas en cinco dominios (problemas practicos, familiares,
emocionales, espirituales y fisicos), con el fin de recabar la informacién
minima que permitiera hacer una remision mas especifica a los servicios
especializados de psicologia, psiquiatria, trabajo social y servicio religioso, la
cual se usa en todos los pacientes con cancer en diferentes estadios y recibid
el nombre de distress management (4).

La NCCN sugiere que una puntuacién igual o mayor de 4 en la escala
indica un malestar emocional clinicamente significativo que requiere atencién
y manejo (23). Este instrumento ha sido traducido y validado en diversos
paises, manteniendo caracteristicas operativas similares, con un punto de
corte que oscila entre 3y 5, y un area bajo la curva entre 0,7 y 0,88, segun
los paises y culturas (4,23,24). La mayoria de los estudios han reportado un
resultado de 4, como en la version original, lo que permite usar el instrumento
en todas las enfermedades oncoldgicas en sus diferentes estadios y en
diferentes tiempos, ya que indaga sobre el malestar presente durante la
semana anterior, incluido el dia del diligenciamiento del instrumento.

Aunque existe una versién del 2013 en espafiol en la NCCN (25),
se considerd que el estilo de redaccion y el vocabulario dificultaban su
comprension en la poblacion colombiana, por lo que se sometio la version 2
del 2018 del instrumento a un proceso de adaptacion transcultural. Dado que
no se conocian las propiedades del instrumento para clasificar correctamente
a los pacientes con malestar emocional que requieren intervencion, el
objetivo del presente estudio fue determinar las caracteristicas operativas
de dicha version en pacientes con diagnostico de cancer atendidos en el
Instituto Nacional de Cancerologia — E.S.E. en Bogota utilizando la versién
ya traducida y adaptada transculturalmente (26). Se revisé la ultima version
disponible de la NCCN del 2020 y no se encontraron cambios con respecto a
la que se tradujo y validd (version 2.2018).

Este estudio conté con la aprobacién del comité de ética del Instituto
Nacional de Cancerologia y con la autorizacién de los autores de la NCCN
para usar el instrumento Distress Management (2018).

Materiales y métodos
Disefio

Se hizo un estudio de evaluacion de las caracteristicas operativas de un
instrumento de medicion.

Poblacion

Se trabajo con pacientes con diagnéstico de cancer atendidos en los
servicios de hospitalizacién y consulta externa en el Instituto Nacional
de Cancerologia. Se incluyeron hombres y mujeres mayores de 18 afos,
hispanohablantes, que supieran leer y escribir, y aceptaran participar en el
estudio firmando el consentimiento informado.
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Instrumento

El instrumento Distress Management tiene dos partes: la primera parte
consta de las instrucciones para su diligenciamiento y el termdmetro de
malestar emocional en el que el paciente debe encerrar en un circulo el
nuamero de 0 a 10 que describa cuanto malestar ha experimentado en la
semana anterior, incluido el dia de la aplicacion del instrumento, siendo 0
ningun malestar y 10 el malestar extremo:

En la segunda parte se le pide al paciente que indique si algun item de la
lista ha sido un problema para él en la semana anterior, incluido el dia de tramite
del instrumento, marcando Si o No en cada opcion de la lista de problemas
agrupados en cinco dominios. Ademas, hay una pregunta final abierta para
explorar otros problemas diferentes a los enunciados. El instrumento consta de
un total de 41 items, incluida la pregunta abierta final (cuadro 1).

Cuadro 1. Version colombiana del instrumento Distress Management, version 2.2018

Problemas practicos Si No

Cuidado del hogar

Cuidado de los nifios

Seguros o finanzas

Transporte

Trabajo o estudio

Decisiones acerca de tratamientos médicos

Problemas familiares Si No
Interaccién con los nifos

Interaccién con la pareja

Capacidad para tener nifios

Problemas de salud en la familia

Problemas emocionales Si No

Depresion

Miedos

Nerviosismo

Tristeza

Preocupacion

Pérdida de interés en actividades habituales
Preocupacion a nivel espiritual o religioso Si No
Problemas fisicos Si No
Apariencia

Banarse o vestirse

Respiracion

Cambios en la orina

Estrefiimiento

Diarrea

Alimentacion

Fatiga o cansancio

Sensacion de estar hinchado

Fiebre

Capacidad para moverse

Indigestion

Memoria o concentracion

Ulceras en la boca

Nausea

Nariz seca o congestionada

Dolor

Vida sexual

Piel seca o picazén

Sueno

Uso de sustancias psicoactivas

Hormigueo en manos o pies

Otros problemas: Si No

¢ Cuales?
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A continuacion, se reproducen las instrucciones tal como el paciente las lee:

“1- Instrucciones: Encierre en un circulo el nimero (del 0 al 10) que describa
cuanto malestar ha experimentado usted en la semana pasada, incluyendo el dia
de hoy.

2- Lista de problemas: Instrucciones: Por favor indique si cualquiera de los
siguientes ha sido un problema para usted en la semana pasada incluyendo el dia
de hoy, asegurese de marcar Si o No en cada opcion’

Entrevista semiestructurada

Como ya se menciond, esta se considerd como el estandar de referencia
para fines del estudio de las caracteristicas operativas del instrumento y
estuvo a cargo de dos profesionales de salud mental, quienes evaluaron los
requisitos de apoyo en cada uno de los dominios del instrumento.

Procedimiento

Entre agosto y noviembre del 2018, se seleccionaron 343 pacientes
mediante muestreo no probabilistico y secuencial conforme cumplian los
criterios de elegibilidad. Cada paciente diligencio la versiéon en espafiol
del Distress Management, v 2.2018, adaptada transculturalmente para
su uso en Colombia. El proceso inicial de traduccién y adaptacion fue
publicado previamente (26), realizando posteriormente la evaluacion de
las caracteristicas operativas del instrumento. Antes del diligenciamiento
del instrumento, el equipo investigador explicé las dos partes y suministré
informacioén detallada sobre como debian diligenciarse. Ademas, en otro
momento se le hizo a cada paciente una entrevista semiestructurada a cargo
de un médico y un psicdélogo, quienes determinaron si el paciente presentaba
una situaciéon de malestar emocional que requiriera intervencion; estos dos
profesionales eran expertos en salud mental con una experiencia de varios
afhos en la evaluacion de aspectos emocionales en pacientes con cancer.

La secuencia de la aplicacion del instrumento y la entrevista se asigno6 de
manera aleatoria; la entrevista semiestructurada estaba cegada con respecto
al resultado del instrumento y se la considerd como el estandar de referencia
para efectos del analisis de las caracteristicas operativas.

En la fase de analisis, se evalué la validez del instrumento mediante el
estudio de la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) estimada
a partir de los valores de sensibilidad y especificidad con el punto de corte
estimado, y calculando la concordancia entre el instrumento y la entrevista
semiestructurada.

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de
Cancerologia el 6 de junio de 2019.

Analisis estadistico

El andlisis de los resultados se hizo con el programa estadistico Stata,
version 13. Fue un analisis descriptivo mediante el calculo de medidas de
tendencia central (medias y medianas) y de dispersion para las variables
cuantitativas segun los pardmetros de normalidad (test de Shapiro Wilk);
en tanto que, para las variables categéricas, se empled un analisis de
frecuencias absolutas y relativas. El punto éptimo de clasificacion se estimé
empleando el método propuesto por Perkins, et al. (27), mediante una curva
ROC. Se calcularon, ademas, la sensibilidad, la especificidad y los valores
predictivos de la prueba, asi como sus intervalos de confianza del 95 %. Para
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evaluar la concordancia entre la entrevista y el instrumento, se calcularon los
coeficientes kappa (28).

Resultados

La muestra incluy6 a 343 pacientes que respondieron todos los items
del instrumento en un tiempo promedio de cinco minutos. El 75 % de los
participantes se seleccioné en los servicios de consulta externa y, el restante,
entre los pacientes hospitalizados. Posteriormente, se hizo la entrevista
semiestructurada, la cual tuvo una duraciéon promedio de 30 minutos e
incluyd la medicion de las variables sociodemograficas. Los pacientes
tenian un promedio de edad de 49,7 anos (DE=15), la mayoria (67 %) eran
mujeres, el 71% de ellos no tenia ocupacion, el 59 % tenia pareja, el 38 %
habia terminado el bachillerato y el 34 % solo la primaria, el 59 % era de
Bogota y, de este porcentaje, el 90 % provenia del area urbana. En cuanto
al nivel socioecondmico, el 35 % pertenecia a un estrato bajo (2) y el 65
% pertenecia al régimen subsidiado de salud; el 71 % era catdlico. Los
canceres mas frecuentes fueron el de mama (21 %), el de utero (13 %), la
leucemia linfoide (9,3 %), el linfoma no Hodgkin (9 %), el cancer de colon
y recto (8 %) y el de estdmago (7 %). La mediana del tiempo transcurrido
entre el diagndstico y la aplicacién del instrumento fue de 254 dias (rango
intercuartilico=597), el 34 % de los pacientes se encontraba en estadio Il de
la enfermedad y el 83 % recibia tratamiento con quimioterapia (cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas de los pacientes

Frecuencia Porcentaje

Variables (n=343) (%)
Edad* 49,7 15
Sexo
Mujer 230 67
Hombre 113 33
Ocupacion
Sin ocupacion 244 71
Con ocupacion 99 29
Estado civil
No tiene pareja 142 41
Si tiene pareja 201 59
Nivel de educacion
Bachillerato 132 38,5
Universidad 115 33,5
Primaria 47 14
Maestria 28 8
Técnico 13 3,8
Especializacién 7 2
Tecndlogo 1 0,2
Municipio procedencia
Bogota 202 59
Ibagué 12 3,5
Villavicencio 8 2,3
Yopal 7 2
San José del Guaviare 5 1,5
Soacha 5 1,5
Sogamoso 5 1,5
Caracteristicas del municipio
Urbano 310 90
Rural 33 10
Estrato socioeconémico
2 121 35
3 99 29
1 96 28
4 20 6
5 6 1,8
6 1 0,2
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Religion
Catdlico 242 71
Otra 77 22
Sin religién 21 6
Evangélico 3 1
Aseguramiento
Régimen subsidiado 224 65
Régimen contributivo 110 32
Régimen especial 9 3
Localizacién de cancer
Mama 71 21
Utero 46 13
Leucemia linfoide 32 9.3
Linfoma no Hodgkin 31 9
Colon y recto 29 8
Estomago 24 7
Leucemia mieloide 14 4
Préstata 12 3,5
Tiempo de evolucion** 254 597
Estadio del cancer
1} 117 34
0 90 26
\Y) 56 16
1] 50 15
| 30 9
Tratamiento
Quimioterapia 286 83
En espera 22 6
Otro 18 5
Cirugia 10 3
En recaida 5 1,5
Radioterapia 2 0,5
Sitio del INC
Consulta externa 258 75,2
Hospitalizaciéon 85 24,8

*Promedio y desviacion estandar (DE)
** Mediana y rango intercuartilico
INC: Instituto Nacional de Cancerologia

El termdmetro (primera parte del instrumento) present6 un puntaje
de malestar emocional con una mediana de 3 (IC,,,, 3,39-4; rango
intercuartilico=5). El area bajo la curva fue de 0,81 (IC,,,, 0,77-0,86;
DE=0,023) (figura 1). El punto de corte dptimo estimado fue de 3,5, pero al
ser una escala de 0 a 10, sin puntos intermedios, se consideré que el punto
de corte estimado podia aproximarse a 4, lo que coincide con el punto de
corte recomendado por los autores del instrumento. Con este punto de corte
igual o mayor de 4, el valor predictivo positivo fue de 58 % (IC,,, 53-63
%) v, el valor predictivo negativo, de 87 % (IC,,,, 83-90 %). En el cuadro 3
se presentan los valores de la sensibilidad, la especificidad, y los valores
predictivos positivos y negativos en cada punto de corte estimado.

La prevalencia de malestar emocional con el instrumento y un punto
de corte 6ptimo igual o mayor de 4 fue de 48,4 % (n=166), en tanto que la
prevalencia de malestar emocional, moderado a grave segun el criterio clinico
basado en la entrevista semiestructurada, fue de 34,7 % (n=119).

Los problemas mas frecuentes detectados en el instrumento, asociados con
un puntaje igual o mayor de 4 segun el dominio, fueron los problemas practicos:
seguros/finanzas, 74 pacientes (p=0,016); los problemas de salud en la familia,
53 pacientes (p=0,117); los problemas emocionales: preocupacion, 65 pacientes
(p<0,001); los problemas religiosos (un unico item), seis pacientes (p<0,001); los
problemas fisicos: fatiga/cansancio, 78 pacientes (p<0,001) (cuadro 4).
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0.75 1.00

Sensitivity
0.50

0.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1-Specificity
Area under ROC curve = 0.8130
Fuente: elaboracién propia, programa Stata 13
Figura 1. Curva ROC segun la sensibilidad y especificidad de cada punto de
corte; area bajo la curva: 0,8130

Cuadro 3. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) en cada
punto de corte de la escala

Pumosde sensibilidad  IC,,  Especificidad  IC95% VPP  IC95% VPN  IC,,

1 0,97 0,95- 0,99 0,25 021-030 040 035-045 0,95 092-097
2 0,94 0,91-0,96 0,42 0,37-047 047 042-052 0,93 090-0,95
3 0,86 0,82-0,90 0,58 053-063 052 046-057 0,89 085-092
4 0,81 0,76 - 0,85 0,69 064-074 058 053-063 087 0,83-090
5 0,74 0,70-0,79 075 070-079 061 056-0,66 0,84 0,80-0,88
6 0,54 0,49 - 0,59 0,87 083-090 068 063-073 0,78 073-0,82
7 0,43 0,38 - 0,48 0,92 089-095 073 068-077 075 070-0,79
8 0,30 0,25-0,35 0,96 093-098 078 073-082 072 067-0,77
9 0,13 0,1-0,17 0,98 096-099 075 070-0,79 0,68 063-073
10 0,05 0,03 - 0,08 0,99 097-1 075 070-079 066 0,61-071

Cuadro 4. Resultados segun el punto de corte del termémetro de malestar emocional

. Termémetro
Lista de problemas
<3 =4

Problemas practicos n % n % p
Cuidado de los nifios 19 83 4 17 0,001
Cuidado del hogar 51 73 19 27 0,00
Seguros o finanzas 91 55 74 45 0,016
Transporte 86 59 59 41 0,001
Trabajo o estudio 72 65 39 35 0,00

Decisiones acerca de los tratamientos médicos 35 74 12 26 0,00

Problemas familiares

Interaccién con los nifios 15 56 12 44 0,438
Interaccioén con la pareja 32 71 12 29 0,001
Capacidad para tener nifos 1 58 8 42 0,394
Problemas de salud en la familia 63 54 53 46 0,117
Problemas emocionales

Depresion 101 89 13 11 0,00
Miedos 86 75 28 25 0,00
Nerviosismo 120 70 52 30 0,00
Tristeza 132 72 52 28 0,00
Preocupacion 133 67 65 33 0,00
Pérdida de interés en actividades habituales 70 69 31 31 0,00
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Preocupacion a nivel espiritual o religioso 21 78 6 22 0,01
Problemas fisicos

Apariencia 76 72 30 28 0,00
Banarse o vestirse 45 66 23 34 0,001
Respiracion 63 72 24 28 0,00
Cambios en la orina 53 60 36 40 0,014
Estrefiimiento 76 65 41 35 0,00
Diarrea 28 53 25 47 0,482
Alimentacion 78 60 51 40 0,001
Fatiga o cansancio 122 61 78 39 0,00
Sensacion de estar hinchado 69 66 36 34 0,00
Fiebre 20 53 18 47 0,566
Capacidad para moverse 54 74 19 26 0,00
Indigestion 45 60 30 40 0,025
Memoria o concentracion 82 64 47 36 0,00
Ulceras en la boca 22 58 16 42 0,214
Nauseas 80 61 52 39 0,00
Nariz seca/congestionada 72 57 55 43 0,018
Dolor 93 62 56 38 0,00
Vida sexual 17 63 10 37 0,115
Piel seca o picazén 97 58 71 42 0,001
Suefio 109 62 66 38 0,00
Uso de sustancias psicoactivas 2 67 1 33 0,525
Hormigueo en manos o pies 80 60 53 40 0,001
Otros problemas 16 49 17 52 0,991

En cuanto a los problemas mas frecuentes que requirieron remision
en cada dominio de la entrevista semiestructurada, se encontraron los
problemas practicos, pues el 79 % de los pacientes presentaba dificultades
para continuar con su trabajo y requeria remision; los problemas familiares,
ya que el 54 % tenia preocupacién porque sus familiares también
presentaban problemas de salud; los problemas emocionales, pues el 92 %
de los entrevistados habia sentido tristeza durante la semana anterior a la
entrevista, y el 87 % se sentia deprimido y nervioso, por lo que se les dio
orden de remision; en cuanto a los problemas religiosos, solo el 13 % refirié
sentir algun problema en este sentido; en relacidn con los problemas fisicos,
el 81 % habia sentido un dolor limitante durante la semana anteriory el 77 %
se habia sentido fatigado o cansado.

Tanto en la entrevista como con el instrumento, se detectaron 97 (28,3 %)
pacientes con malestar emocional moderado a grave y en 155 (45,2 %) se
descarté la presencia de malestar emocional que requiriera intervencion. El
porcentaje de acuerdo entre el resultado de la entrevista y el instrumento fue de
73 % (p<0,001), con un kappa de 0,64, es decir, un grado de acuerdo sustancial
al ser mayor de 0,61 segun Landis, et al. (28).

Discusion

Se evaluaron las caracteristicas operativas de la escala Distress
Management, en una muestra de pacientes colombianos con cancer
atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia, centro de referencia
de todo el pais para el tratamiento de cancer, por lo que se la considerd
representativa de Colombia, ya que ahi se atienden pacientes de todas las
edades, con todo tipo de cancer y de todos los estratos socioeconémicos,
aunque especialmente de estratos bajos pertenecientes al régimen de salud
subsidiado.

El Distress Management de la NCCN se actualiza todos los afos
desde su creacion en 1998 (4) y ha sido validado en diversos paises. Al
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ser un instrumento en idioma inglés, se requiere su traduccién, adaptacion
transcultural y validacion en poblaciones diferentes a la original (3,8,29-31).
Existe una versién en espafol de la NCCN, pero esta se hizo en el 2013 (25)
y algunos items cambiaron en los afos siguientes, por lo que la validacion en
la poblacion colombiana atendida en el Instituto Nacional de Cancerologia se
hizo con la versién 2.2018 del original. Aunque ya se publicé la version 2020,
esta no incluye ningin cambio con respecto a la version 2.2018 empleada en
el estudio.

Los autores recomiendan un punto de corte de 4 para detectar el malestar
emocional de moderado a grave que requiere intervencion, pero el punto
de corte varia segun la poblacion y el tipo de cancer entre 3y 5 en algunos
paises (23,29,32,33). En el presente estudio, se tomo un punto de corte de 4,
el cual ofrece valores de sensibilidad y especificidad adecuados. En Espana,
China, Turquia, Corea, Portugal, Italia, Reino Unido, Suecia, Irlanda y México,
se ha conservado el punto de corte de 4, con un area bajo la curva de 0,66 a
0,83; en Dinamarca y Francia, el punto de corte es de 3, y no hay reporte del
area bajo la curva; y en Holanda, Bélgica, Alemania e Indonesia, es de 5, con
un area bajo la curva de 0,71 a 0,81 (2,27,29,31,32,34).

En este estudio, con el instrumento se detectd una prevalencia de
malestar emocional de moderado a grave con necesidad de intervencion
del 34,7 %, cifra que concuerda con lo reportado en otros estudios, la cual
oscila entre el 20 y el 50 % (3,6,7) y afecta todos los dominios evaluados, con
excepcion del religioso.

Estos hallazgos coincidieron con lo hallado en la entrevista
semiestructurada, aunque con algunas variaciones: los problemas
relacionados con los seguros o las finanzas no se consideraron por si solos
como un problema de malestar emocional que requiriera intervencion, pero
si se les recomendé a los pacientes acudir a la seccion de trabajo social del
Instituto, en donde se ayuda a los pacientes con alojamiento, alimentacion y
algunos recursos econdémicos.

Segun el indice kappa, la escala present6 un grado de acuerdo
considerable (28) con la entrevista semiestructurada, considerada como
el estandar de referencia a pesar de no disponer de una herramienta que
evaluara integralmente el malestar emocional.

Actualmente, hay herramientas validadas que detectan especificamente la
ansiedad, la depresién o la calidad de vida (16,17,19,33), y otras que evaltuan
mas dominios relacionados con el malestar emocional, pero todas ellas
requieren mas tiempo para su diligenciamiento y no son de uso rutinario dado
el tiempo limitado de atencidn de cada paciente (21).

En otros estudios de validacion del termdémetro de malestar emocional,
este instrumento se compard con la escala de Beck o la escala de HADS
(21,24,30,31); no obstante, estas dos herramientas son especificas para
evaluar la ansiedad y la depresion, y no todos los dominios relacionados
con el malestar emocional incluidos en el termdmetro. Se resalta que las
entrevistas para evaluar el malestar emocional estan a cargo de los servicios
de psicologia y psiquiatria de la institucion, aunque estas no se hacen
rutinariamente a todos los pacientes oncoldgicos y se limitan a aquellos que
son remitidos por el servicio oncolégico cuando presentan algun problema
de salud mental. Por ello, hay un subregistro de los pacientes que requieren
intervencién, pues solo se los reporta cuando ellos mismos lo solicitan



Biomédica 2021;41:721-33

Evaluacioén de las caracteristicas operativas del instrumento de malestar emocional

o el profesional de la salud a su cargo lo hace. Por tanto, se requieren
herramientas de tamizaje eficaces y faciles de usar, dada la prevalencia
de trastornos relacionados con el malestar emocional, y la importancia de
detectarlos y enfrentarlos oportunamente para, asi, contribuir a un mejor
resultado del tratamiento oncolégico.

El instrumento tiene diferentes ventajas frente a otros: es sencillo y facil de
entender, pues consta de una lista de problemas y dos opciones de respuesta
(si 0 no). En la prueba piloto del estudio se evidencié que con una breve
explicacion antes de su diligenciamiento mejoraba la comprension y el tiempo
empleado por los pacientes para responder (26).

También, puede ayudar a detectar el malestar emocional reciente en
los pacientes y, asi, manejar tempranamente las alteraciones emocionales
y mentales que lo requieran, ya que este puede variar en los diferentes
estadios de la enfermedad y las etapas del tratamiento, sobre todo si se tiene
en cuenta que el intervalo entre los controles médicos a veces es mayor de
un mes.

Otra ventaja de este instrumento es que, en la lista de problemas, se
incluyen la mayoria de los factores asociados con el malestar emocional,
lo que proporciona informacidn util para orientar el tratamiento, decidir
la remisidn a psicologia, psiquiatria o ambos, o verificar quién requiere
asistencia de trabajo social.

Las limitaciones del estudio incluyen el poco tiempo de seguimiento a
los pacientes que diligenciaron el instrumento, para evaluar los cambios a lo
largo del tiempo y la capacidad de la herramienta para detectarlos.

El instrumento permitié detectar el malestar emocional moderado a grave
que requiere intervencion. En este estudio, se evaluaron sus caracteristicas
operativas en pacientes con cancer en Colombia con el punto de corte igual
0 mayor de 4 tal como en la version original, es decir, los pacientes con un
resultado igual o mayor de 4 requeririan la remisién al grupo de salud mental
(psicologia, psiquiatria 0 ambos). Se necesitan estudios adicionales en otras
instituciones para evaluar si varia la prevalencia de malestar emocional que
requiere intervencion.
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Introduction: Intestinal apicomplexa protozoa are a recognized cause of gastroenteritis.
They are endemic in Honduras and their epidemiology varies in different population groups.
Obijective: To identify risk factors for cyclosporiasis, cryptosporidiosis, and
cystoisosporiasis.

Materials and methods: We conducted a case-control study in a hospital-based
population. We performed the diagnosis using the modified Ziehl-Neelsen staining
technique and collected the information from laboratory records and clinical charts.
Results: Cyclosporiasis was associated with diarrhea (OR=2.28; 95%Cl: 1.10-4.89),
weight loss (OR=12.7; 95%CI: 2.49-122.00), watery stools (OR=2.42; 95%Cl: 1.26-4.65),
and infection with another protozoan (OR=3.13; 95%Cl: 1.66-5.95). Cryptosporidiosis was
associated with HIV infection (OR=15.43; 95%CI: 3.34-71.22), diarrhea (OR=3.52; 95%Cl:
1.40-9.40), lymphopenia (OR=6.16; 95%CI: 1.99-18.98), and green color stools (OR=3.00;
95%Cl: 1.23-7.30). Cystoisosporiasis was associated with HIV infection (OR=11.20; 95%Cl:
3.53-35.44), diarrhea (OR=7.30; 95%CI: 1.89-28.52), leukopenia (OR=4.28; 95%CI: 1.33-
13.75), green color stools (OR=11.59; 95%Cl: 1.16-558.60), and Charcot-Leyden crystals
(OR=11.59; 95%Cl: 1.16-558.60).

Conclusions: In this hospital-based population from Honduras, HIV infection was a risk
factor for cryptosporidiosis and cystoisosporiasis, but not for cyclosporiasis.

Keywords: Parasitic diseases; intestinal diseases; cryptosporidiosis; cyclosporiasis; HIV
infections; case-control studies; Honduras.

Parasitosis por Apicomplexa intestinales en poblacién hospitalaria en Honduras,
2013-2019

Introduccién. Los protozoos Apicomplexa intestinales son causa reconocida de
gastroenteritis. Estas parasitosis son endémicas en Honduras y su epidemiologia varia
segun los grupos poblacionales.

Obijetivo. Identificar los factores de riesgo para ciclosporiasis, criptosporidiosis y
cistoisosporiasis.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio de casos y controles en poblacidn hospitalaria.
El diagnéstico se hizo utilizando la coloracion modificada de Ziehl-Neelsen. La informacién
se obtuvo del registro de laboratorio y las historias clinicas.
Resultados. La ciclosporiasis se asocié con diarrea (OR=2,28; IC
de peso (OR=12,7;I1C,,,, 2,49-122), heces liquidas (OR=2,42; I1C
con otros protozoos (OR=3,13; IC
(OR=15,43; IC
ICQS%
se asoci6 con el HIV (OR=11,20; IC

s, 1,10-4.89), pérdida
o5 1,26-4,65), infeccion
s, 1,66-5,95). La criptosporidiosis se asocio con el HIV
950 3:34-71,22), la diarrea (OR=3,52; IC,,,, 1,40-9,40), la linfopenia (OR=6,16;
1,99-18,98), las heces de color verde (OR=3,00; IC,,,, 1,23-7,30). La cistoisosporiasis
050 3:93-35,44), la diarrea (OR=7,30; IC,,,, 1,89-28,52),
la leucopenia (OR=4,28; IC ., 1,33-13,75), las heces de color verde (OR=11,59; IC,,,, 1,16~
558,60), y los cristales de Charcot-Leyden (OR=11,59; IC,_, 1,16-558,60).

Conclusiones. En este estudio de base hospitalaria en Honduras, el HIV fue un factor de
riesgo para la criptosporidiosis y la cistoisosporiasis, pero no asi para la ciclosporiasis.

Palabras clave: enfermedades parasitarias; parasitosis intestinales; criptosporidiosis;
ciclosporiasis; infecciones por HIV; estudios de casos y controles; Honduras.
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Intestinal apicomplexan parasitoses in Honduras

Intestinal apicomplexan protozoa (Cyclospora cayetanensis,
Cryptosporidium spp., and Cystoisospora belli) are an important cause
of gastroenteritis in the world, especially in low-income countries (LIC).
Cyclospora cayetanensis infects subjects of all ages and its presence is
associated with the rainy season and outbreaks where the transmission
occurs through raw food and contaminated water (1). On the other hand,
Cryptosporidium spp. is common among children less than five years old
and is one of the main causes of diarrhea (2,3); in the adult population,
the infection is associated with immunosuppression (4). Risk factors
such as poverty, lack of sanitation, contact with animals, and poor-quality
water have been described (5). In most cases, C. belli is detected among
immunosuppressed populations with HIV infection and is considered an
opportunistic pathogen, although cases have also been described among
immunocompetent subjects, as well as some risk factors such as lack of
sanitation and poor-quality water (6).

These parasitoses are endemic in Honduras where the first reports go
back to 1986 (7). Since then, they have been described several times among
patients hospitalized in Hospital Escuela in Tegucigalpa (8-11), which has
taken to the systematic search of the parasites in stool samples, but analytical
studies are needed to better understand their local epidemiology.

We conducted the present study to identify risk factors associated with
intestinal apicomplexan parasitoses and describe their distribution by age and
sex, their clinical presentation, and the laboratory data among the patients
from a public hospital in Honduras.

Materials and methods

We conducted a case-control study among patients attending the
parasitology service at Hospital Escuela clinical laboratory in Tegucigalpa,
Honduras, for six years from January, 2013, to December, 2019. Intestinal
apicomplexan protozoa oocysts were identified in stool samples using the
modified Ziehl-Neelsen staining technique; then, they were measured with
a microscope with a micrometer eyepiece (12). Additionally, we analyzed
all stool samples by direct wet smear with saline and iodine solution. The
Parasitology Service has laboratory technicians, a laboratory technologist,
and a parasitologist (Ph.D.) as permanent staff to carry out and supervise the
parasitological diagnoses, and textbooks, bench aids, and positive samples/
slides are available for reference. The search was done in all ambulatory or
hospitalized patients five or under five years of age, as well as in five-year-
olds and older individuals with watery or loose stools and/or by medical
request. Study subjects were also retrospectively identified from laboratory
records. One stool sample was analyzed for each subject.

Cases were defined as those patients with oocysts and single apicomplexa
infection whose clinical records were available at Hospital Escuela. Controls
were subjects with no intestinal apicomplexa oocysts. The controls were
matched by age (+ 2 years) and sex with the cases in a 2:1 ratio. We
established three groups according to the parasite identified: Cyclospora,
Cryptosporidium, or Cystoisospora.

To determine the strength of the association with possible exposure
factors, we calculated odds ratios (OR) and their 95% confidence intervals
(95% CI). To evaluate the statistical significance, we used chi-square and
Fisher tests while the Mann-Whitney U test was used for median comparison.
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Microsoft Excel and the OpenEpi online statistical calculator were used to
perform these analyzes (http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm).

The study protocol was approved by the ethics committee from the medical
sciences school at Universidad Nacional Auténoma de Honduras (UNAH),
(IRB 00003070 Office of Human Research Protection, https://ohrp.cit.nih.
gov/search/IrbDtl.aspx). We also obtained authorization from the Registration
Department and the Directorate of Teaching and Research at Hospital
Escuela to access the clinical records.

Our study was based on the review of laboratory records and clinical
charts. There was no direct interaction with the patients and, therefore, it was
not necessary to obtain informed consent or assent. Contact information
(names, telephone, ID number, etc.) were not recorded to minimize a potential
loss of confidentiality and each data collection instrument was assigned an
identification code.

Results

From 2013 to 2019, we searched for the presence of apicomplexan
protozoa in 10,938 patients; we identified 131 (1,2 %) cases of Cyclospora
cayetanensis infection, 94 (0.9%) of Cryptosporidium spp., and 50 (0.5%)
of C. belli. Using the data from the clinical charts available, we distributed
61 cases and 121 controls in the Cyclospora group; 53 cases and 86
controls in the Cryptosporidium group, and 27 cases and 52 controls in the
Cystoisospora group. Table 1 shows the age and sex proportion between
cases and controls in each group; 51.6% of cases in the Cyclospora
group were male with a median age of 9.5 years; 54.7% of cases in the
Cryptosporidium group were males with a median age of 4 years, and 51.9%
cases in Cystoisospora group were male and the median age was 32 years.
We found no statistically significant differences by sex or age among cases
and controls within each group, which was expected given the study design.

Table 1. Proportional distribution of cases and controls by sex and age according to
parasitosis. Hospital Escuela, Tegucigalpa, 2013-2019

Variable Cyclospora Cryptosporidium Cystoisospora

Cases Controls Cases Controls Cases Controls
(n=64)  (n=121)  (n=53)  (n=86) (n=27) (n=52)
0, o, () () 0, ()

Yo %o %o %o %o %o

Sex

Male 51.6 48.8 54.7 65.1 51.9 577

Female 48.4 51.2 45.3 34.9 48.1 42.3
Chi square p=0.8352 p=0.2988 p=0.7973
Age (years)

<1 1.5 5.8 18.9 26.7 3.7 5.8

1-5 43.8 41.3 377 43.0 3.7 1.9

6-15 9.4 14.0 5.7 3.6 0.0 1.9

>15 45.3 38.8 377 26.7 92.6 90.4

Median 9.5 8.0 4 25 32.0 36

(IR) (3.0-23.5) (2.0-24.0) (1.0-34.0) (0.8-20.7) (27.0-45.0) (30 - 47.2)
Mann- Whitney U p=0.6213 p=0.7840 p=0.6423

IR: Interquartile range
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Table 2 describes the variables in the Cyclospora group. The main
differences observed between cases and controls were living in a house with
concrete floors (55.2% vs. 30.8%), adobe walls (44.8% vs. 10.3%), block or
brick walls (51.7% vs.71.8%), metal roof (62.1% vs.72.2%), piped water service
(77.8% vs. 83.8%), sewerage service (53.6% vs. 71.8%), and having a dog in
the house (54.2% vs. 38.9%). The main differences in the clinical presentation
were diarrhea (75.5% vs. 57.4%), abdominal pain (42.9% vs. 34.7%), weight
loss (20.4% vs. 2.0%), HIV infection (14.0% vs. 4.6%), leukocytosis (18.9% vs.
30.5%), neutrophilia (16.7% vs. 32.5%), thrombocytosis (30.6% vs. 13.4%),
watery stools (42.2% vs. 23.1%), fat visible under the microscope (14.1% vs.
4.9%), and infection with other protozoa (53.1% vs. 26.4%).

Blastocystis spp. was the most frequently identified parasite (37.7% vs
19.8%). The participants with a significant probability of being diagnosed
or suffering from cyclosporiasis were those living in houses with concrete
floor (OR=2.77; 95%IC: 1.02-7.52) and adobe walls (OR=7.1; 95%CI: 2.0-
25.24), as well as those with diarrhea (OR=2.28; 95%CI: 1.10-4.89), weight
loss (OR=12.7; 95%Cl: 2.49-122), thrombocytosis (OR=2.84; 95%CI: 1.10-
7.36), watery stools (OR=2.42; 95%CI: 1.26-4.65), and coinfection with other
protozoa (OR=3.13; 95%ClI: 1.66-5.95). On the contrary, subjects who lived in
houses with brick walls (OR=0.31; 95%CI: 0.11-0.86) and had vomiting (OR
= 0.48; 95%CI: 0.23-0.97) showed a significantly lower probability of being
diagnosed with cyclosporiasis.

In the Cryptosporidium group (table 3), the main differences between
cases and controls were living in a house with concrete floors (43.5%
vs. 21.9%), block or brick walls (52.2% vs. 58.1%), metal roof (59.1% vs.
65.6%), piped water service (69.9% vs. 90.0%), sewerage service (60.0% vs.
57.1%), and having a dog in the house (39.1% vs. 29.2%). As for the clinical
presentation, the main differences between cases and control were diarrhea
(80.4% vs. 53.8%), fever (65.2% vs. 51.3%), cough (21.7% vs. 15.4%), HIV
infection (30.0% vs. 2.7%), leukopenia (37.5% vs. 9.7%), lymphopenia (35.9%
vs. 8.3%), anemia (65.0% vs. 53.2%), green color stools (28.3% vs. 11.6%),
loose stools (24.5% vs. 33.7%), watery stools (28.3% vs. 20.9%), stools with
mucus (52.8% vs. 30.2%), and the presence of Charcot-Leyden crystals
(3.8% vs. 1.2%). Subjects with a significantly higher probability of being
diagnosed or suffering from cryptosporidiosis were those with HIV infection
(OR=15.43; 95%CiI: 3.34-71.22), a history of diarrhea (OR=3.52; 95%ClI:
1.40-9.40), leukopenia (OR=5.60; 95%CI: 1.90-16.12), lymphopenia (OR=6.16;
95%CI: 1.99-18.98), green color stools (OR=3.00; 95%Cl: 1.23-7.30), and
stools with mucus (OR=2.58; 95%CI: 1.27-5.25).

In the Cystoisospora group (table 4), we were not able to collect data about
house characteristics. The main differences between cases and controls were
diarrhea (87.5% vs. 48.8%), vomit (58.3 vs. 39.0%), abdominal pain (41.7%
vs. 19.5%), HIV infection (77.8% vs. 23.8%), leukopenia (43.5% vs. 16.3%),
lymphopenia (52.2% vs. 15.7%), and anemia (78.3% vs. 51.2%). Cases
presented with stools of green color (18.5% vs. 1.9%), watery stools (44.4%
vs. 30.8%), mucus (48.1% vs. 44.2%), fat visible under the microscope (18.5%
vs. 1.9%), and Charcot-Leyden crystals (18.5% vs. 1.9%) more frequently than
controls. Subjects with the most statistically significant probability of being
diagnosed or suffering from cystoisosporiasis were those with HIV infection
(OR=11.20; 95%Cil: 3.53-35.44), diarrhea (OR=7.30; 95%Cl: 1.89-28.52),
leukopenia (OR=4.28; 95%ClI: 1.33-13.75), anemia (OR=3.43; 95%Cl: 1.08-
10.93), green color stools (OR=11.59; 95%ClI: 1.16-558.60), microscopically
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visible fat (OR=11.59; 95%ClI: 1.16-558.60), and the presence of Charcot-
Leyden crystals (OR=11.59; 95%Cl: 1.16-558.60). Subjects with leukocytosis
had a significantly lower probability of suffering cystoisosporiasis (OR=0.12;
95%Cl: 0.003-0.92).

Table 2. Characteristics of cyclosporiasis cases and their controls, Hospital
Escuela, Tegucigalpa, 2013-2019

Cases Controls
Variable N=64 N=121 OR CI95% P
n (%) n (%)

House building materials

Floor n=29 n=39

Concrete 16 (565.2) 12(30.8) 2.77 1.02 - 7.52 0.0762
Brick 9(31.0) 23(59.0) 0.31 0.11-0.86 0.0416
Soil 4(13.8) 4(10.3) .40 0.23-8.24 0.9355*
Walls n=29 n=39

Block/Brick 15 (51.7) 28(71.8) 0.42 0.15-1.15 0.1490
Adobe 13(44.8) 4(10.3) 710 2.0-25.24 0.0029
Roof n=29 n=36

Metal 18 (62.1) 26 (72.2) 0.63 0.22 - 1.79 0.5463
Tile 9(31.0) 7(19.4) 1.80 0.59-5.83 0.4303
Water source n=27 n=37

Pipe service 21 (778) 31(83.8) 0.67 0.19-2.38 0.7766
Others (well, river, etc.) 6(22.2) 6(16.2) 1.47 0.42-5.20 0.7766
Sewerage n=28 n=39

Sewerage 15 (563.6) 28 (71.8) 0.45 0.16-1.25 0.1547
Latrine 12 (42.9) 10(25.6) 2.10 0.77-6.13 0.2023
None 1(3.6) 1(2.6) .40 0.02-113.3 >0.999*
Origin n=61 n=116

Tegucigalpa city 39 (63.9) 74 (63.8) 1.00 0.53-1.92 0.8839
Francisco Morazan 7 (11.5) 15(12.9) 0.87 0.33-2.27 0.9687
Other departments 15 (24.6) 27 (23.3) 1.07 0.52 - 2.21 0.9925
Animal contact n=24 n=36

Dog 13 (54.2) 14(38.9) 1.85 0.65-5.28 0.3679
Chicken 5(20.8) 6(16.7) .30 0.27-5.98 0.9341*
Cat 5(20.8) 6(16.7) 1.30 0.27-5.98 0.9341*
Clinical presentation n=49 n=101

Diarrhea 37 (75.5) 58 (574) 2.28 1.10-4.89 0.0482
Fever 19 (38.8) 55 (54.5) 0.52 0.26 - 1.06 0.1037
Vomit 17 (34.7) 53 (52.5) 0.48 0.23-0.97 0.0611
Abdominal pain 21 (42.9) 35(34.7) 1.41 0.70-2.84  0.4271
Weight loss 10 (20.4) 2(2.0) 12.7 2.49-122.00 0.0005*
Immunosuppression n=57 n=108

HIV 8 (14.0) 5(4.6) 3.36 0.90-13.60 0.0729*
Cancer 7 (12.3) 5(4.6) 2.80 0.74-12.05 0.1433*
Hematological malignancy 8 (14.0) 9(8.3) .79 0.65-4.94 0.3808
Blood cell count n=38 n=83

Leukocytosis 7 (18.9) 25(30.5) 0.52 0.20- 1.34 0.2584
Leukopenia 4(10.8) 10(12.2) 0.87 0.18-3.31  >0.9999*
Neutrophilia 6 (16.7) 27 (32.5) 0.39 0.15-1.04 0.0893
Neutropenia 5(13.9) 7(8.4) .75 0.40-6.94 0.5497*
Lymphocytosis 4 (11.1) 6 (74) .56 0.30-7.08 0.7362*
Lymphopenia 5(13.9) 17 (21.0) 0.58 0.19-173 0.4743
Anemia 21 (55.3) 44 (53.0) 1.09 0.50 -2.36 0.9728
Thrombocytosis 11 (30.6) 11 (13.4) 2.84 1.10-7.36 0.0518
Stool characteristics n=64 n=121

Formed consistency 9(14.1) 25(20.7) 0.62 0.27 -1.44 0.3667
Soft consistency 12 (18.8) 31 (25.6) 0.67 0.32 - 1.41 0.3847
Loose consistency 16 (25.0) 37 (30.6) 0.75 0.38 - 1.50 0.5304
Watery consistency 27 (42.2) 28(23.1) 2.42 1.26 - 4.65 0.0115
Mucus 14 (21.9) 39 (32.2) 0.58 0.29 - 1.19 0.1901
Leukocytes 10 (15.6) 25(20.7) 0.71 0.32- 159 0.5257

Fat under the microscope 9 (14.1) 6 (4.9) 3.13 1.06-9.25 0.0608
Charcot-Leyden crystals 2 (3.1) 4 (3.3)0.94 0.08-6.79 >0.9999*
Other protozoa 34 (53.1) 32(26.4) 3.15 1.66-5.95 0.0006

*Fisher test
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Table 3. Characteristics of cryptosporidiosis cases and their controls. Hospital
Escuela, Tegucigalpa, 2013-2019

Cases Controls
Variable N=53 N=86 OR Cl95% p
n (%) n (%)

House materials building

Floor n=23 n=32

Concrete 10 (43.5) 7(219) 2.74 0.85-8.9 0.1574
Brick 5(21.7) 16(50.0) 0.28 0.08 - 0.93 0.0648
Soil 7(30.4) 9(28.1) 1.100.34-3.62 0.9085
Walls n=23 n=31

Block/Brick 12 (52.2) 18 (58.1) 0.78 0.26 - 2.33 0.8777
Adobe 8(34.8) 10(32.2) 1.120.35-3.50 0.9225
Roof n=22 n=32

Metal 13 (69.1) 21(65.6) 0.75 0.24 - 2.31 0.8401
Tile 4(18.2) 6(18.7) 0.96 0.17 -4.76 >0.9999*
Water source n=23 n=30

Pipe service 16 (69.6) 27 (90.0) 0.25 0.04 - 1.34 0.1266*
Others (well, river, etc.) 7(30.4) 3(10.0) 3.94 0.89-1742 0.1266*
Sewerage n=20 n=28

Sewerage 12 (60.0) 16(57.1) 1.120.35-3.61 0.9212
Latrine 6(30.0) 12(42.9) 0.57 0.17-1.92  0.3453
Origin n=49 n=85

Tegucigalpa city 26 (53.1) 58 (68.2) 0.52 0.25-1.08 0.1179
Francisco Morazan 8(16.3) 10(11.8) 1.46 0.53-3.99 0.6292
Other departments 15(30.6) 17 (20.0) 1.76 0.78 - 3.95 0.2397
Animal contact n=23 n=24

Dog 9(39.1) 7(29.2) 150 0.46-5.26 0.6798
Chicken 8(34.8) 5(20.8) 2.00 0.54-748 0.4578
Cat 1(4.3) 4(16.7) 0.22 0.004-2.62 0.3741*
Clinical presentation n=46 n=78

Diarrhea 37 (80.4) 42 (53.8) 3.52 1.40-9.40 0.0054
Fever 30 (65.2) 40(51.3) 1.780.84-3.78 0.1856
Vomit 20 (43.5) 36 (46.2) 0.89 0.43-1.86 0.9184
Abdominal pain 10 (21.7) 16 (20.5) 1.07 0.44-2.62  0.9471
Cough 10 (21.7) 12(15.4) 1.50 0.60 - 3.80 0.5148
Immunosuppression n=50 n_74

HIV 15 (30.0) 2(2.7) 15.43 3.34-7122  0.00005
Cancer 5(10.0) 3(4.1) 2.63048-1762 0.3419*
Hematological malignancy 5 (10.0) 5(6.8) 153 0.33-7.05 0.7420*
Blood cell count n=40 n=62

Leucopenia 15(375) 6 (9.7) 5.60 19-16.12 0.0016
Leukocytosis 10 (25.0) 19 (30.6) 0.75 0.31-1.84 0.6948
Neutrophilia 5(13.2) 16(26.7) 0.42 0.14-1.25 0.1703
Neutropenia 5(18.2) 7 (11.7) 1.14 0.26 - 4.59 >0.9999*
Lymphocytosis 12 (30.8) 8(13.3) 2.89 1.05-790 0.0617
Lymphopenia 14(35.9) 5 (8.3) 6.16 1.99-18.98 0.0016
Anemia 26 (65.0) 33(53.2) .60 0.71-3.70 0.3319
Thrombocytosis 8(20.0) 14 (22.9) 0.83 0.32-2.23 0.9499

Stool characteristics n=53 n=86
Green color 15 (28.3) 10 (11.6) 3.00 1.23-7.30 0.0239
Formed consistency 4(75) 11 (12.8) 0.55 1.16-1.84 0.4925
Soft consistency 21 (39.6) 28 (32.6) 1.35 0.66-2.76 0.5067
Loose consistency 3(24.5) 29 (33.7) 0.63 0.29-1.37 0.3390
Watery consistency 15(28.3) 18(20.9) 1.49 0.67-3.29 0.5853
( )
11 ( )
)

Mucus 28 (52.8) 26 (30.2) 2.58 1.27-5.25 0.0132

Leukocytes 20.7) 20 (23.2) 0.86 0.37-1.98 0.8932

Fat under the microscope 4 (7.5) (15 1) 0.45 0.14-148 0.2923

Charcot-Leyden crystals 2(3.8) 1(1.2) 3.33 0.16-198.90 0.6481*

Other protozoa 7(13.2) 16(18.6) 0.53 0.18-1.58 0.5507
*Fisher test
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Table 4. Characteristics of cystoisosporosis cases and their controls. Hospital
Escuela, Tegucigalpa, 2013-2019

Cases Controls
Variable N=27 N=52 OR CI95% p
n (%) n (%)
Origin n=26 n=49
Tegucigalpa city 17 (65.4) 23 (46.9) 2.13 0.79-5.71 0.2006
Francisco Morazan 2 (77) 7(14.3) 0.500.05-2.94 0.6640*
Other departments 7 (26.9) 19(38.8) 0.58 0.20 - 1.64 0.4404
Animal contact n=6 n=7
Dog 3(50.0)0 3(42.9) 1.330.09-9.13 >0.999*
Chicken 1(16.7) 3(42.9) 0.27 0.004-5.49  0.6853*
Cat 1(16.7) 1(14.3) 1200.012-9.70 >0.999*
Clinical presentation n=24 n=41
Diarrhea 21 (875) 20(48.8) 730 1.89-28.52 0.004
Fever 11 (45.8) 17 (41.5) 1.19 0.43-3.29 0.9332
Vomit 14 (58.3) 16 (39.0) 2.20 0.78-6.10 0.2120
Abdominal pain 10 (41.7) 8(19.5) 2.90 0.96 - 9.03 0.1012
Immunosuppression n=27 n=42
HIV 21 (77.8) 10(23.8) 11.20 3.53-35.44  0.00003
Cancer 1(3.7) 2(4.7) 0.76 0.02-15.64 >0.9999*
Hematological malignancy 1(3.7) 4(9.5) 0.37 0.007 - 4.02 0.6892*
Blood cell count n=23 n=43
Leukocytosis 1(4.3) 12(279) 0.120.003-0.92  0.0380*
Leukopenia 10 (43.5) 7(16.3) 4.28 1.33-13.75 0.0346
Neutrophilia 2(9.1) 13(32.5) 0.20 0.04 - 1.02 0.0927
Neutropenia 2(9.1) 3(75) 1.230.09 - 11.68 0.9999*
Lymphocytosis 1(4.3) 2(2.4) 0.86 0.01-1753 0.99999*
Lymphopenia 12 (62.2) 13 (15.7) 2.26 0.79 - 6.48 0.1377
Anemia 18 (78.3) 22 (51.2) 3.43 1.08-10.93 0.0597
Thrombocytosis 4(18.2) 5(12.2) 160 0.27 - 8.41 0.7688"
Stool characteristics n=27 n=52
Green color 5 (18.5) 1(19) 11.59 1.16 - 558.60 0.0323*
Formed consistency 1(3.7) 9(17.3) 0.18 0.004 - 1.28 0.1599*
Soft consistency 8 (29.6) 6 (11.5) 3.22 0.83-12.77 0.0960*
Loose consistency 6 (22.2) 21(40.4) 0.42 0.14-122 0.1727
Watery consistency 12 (44.4) 16 (30.8) 1.80 0.68 - 4.70 0.3384
Mucus 13 (48.1) 23 (44.2) 1.17 0.46-2.97 0.9255
Leukocytes 4(14.8) 10(25.0) 0.52 0.15-1.79 0.8596
Fat under the microscope 5(18.5) 1(1.9) 1159 1.16 -558.60 0.0320*
Charcot-Leyden crystals 5(18.5) 1(1.9) 11.59 1.16 - 558.60 0.0323*
Other protozoa 5(18.5) 15(28.8) 0.56 0.17 -1.75 0.4663

* Fisher test

Discussion

Some of the risk factors for these parasitoses were poverty and lack of
drinking water and sewerage services (5,6,13-15). These conditions are
prevalent in Honduras and they may explain our findings. Living in a house
with brick floors might protect against cyclosporiasis (and possibly against
cryptosporidiosis), which may be a proxy indicator of better socioeconomic
status. On the other hand, living in a house with mud walls was associated
with cyclosporiasis, which might indicate lower socioeconomic status but was
not measured in this study. We observed differences in the frequency of piped
water service, sewerage, and the presence of domestic animals between
cases and controls in the C. cayetanensis and Cryptosporidium spp. groups.
However, these findings were not statistically significant.

We found an association between cyclosporiasis, diarrhea, and weight
loss. These results are consistent with the clinical presentations described for
cyclosporiasis in other studies including diarrhea, abdominal pain, fatigue,
weight loss, and vomiting both in children and adults (16,17). Watery stools
and the presence of other protozoans were associated with cyclosporiasis
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in this study. Similar observations have been made in Honduras relating
watery stools to the clinical presentation (11) and the presence of other
protozoa coinfections in other studies (16) probably explained by the similar
transmission modes of C. cayetanensis and other commensal protozoans.

Diarrhea was associated with Cryptosporidium cases, which is consistent
with other studies (17-19). The proportion of cough was higher among the
cases (21.7%) compared to the controls (15.4%) in the Cryptosporidium
group while respiratory symptoms were not frequent among cyclosporiasis
and cystoisosporiasis cases. Studies in Uganda showed that coughing was
present in 78% of immunocompetent children with cryptosporidiosis while
oocysts were identified in the sputum of 35.4% of children with cough (20).

In adults, respiratory cryptosporidiosis was present in 1.3% of subjects

with HIV infection and 4.4% of HIV-negative individuals with suspected
tuberculosis (21). In our study, coughing was not statistically associated with
cryptosporidiosis but the results could point to a possible respiratory infection.
Unfortunately, the systematic search for this parasite was not conducted
despite the presence of coughing.

In our study, diarrhea was associated with C. belli cases and we observed
that fever, vomiting, and abdominal pain were frequent among cases but with
no statistical association, which is consistent with the clinical presentation
already described (6): diarrhea with abdominal pain, nausea, fever, and
weight loss.

We found that subjects with HIV infection were 15 times more likely to be
infected by Cryptosporidium spp. and 11 times by C. belli but HIV infection
was not a risk factor for C. cayetanensis. These findings are consistent with
observations previously made in Honduras where Cryptosporidium spp. and
C. belli were more frequent among HIV-infected populations but was not the
case of C. cayetanensis (10). Similar observations have been reported in
other countries where Cryptosporidium spp. and C. belli were associated with
immunosuppressed people due to HIV, organ transplants, or leukemia (22-25).
Our results confirmed that these parasitoses are opportunistic and endemic
in immunosuppressed populations, especially those infected with HIV. Thus,
the systematic surveillance of these protozoans is highly recommended.
Leukopenia and lymphopenia were associated with cryptosporidiosis.
Similarly, we found an association with leukopenia and cystoisosporiasis
but not with lymphopenia, although it was more frequent among the cases
(43.5%) than the controls (16.3%) probably due to immunosuppression by HIV
infection, which was frequent among these cases.

We found no association between cryptosporidiosis and stool consistency.
On the other hand, a formed consistency of the stools was present in 47% of
cases probably because of asymptomatic oocysts shedding after the episode
of diarrhea, which in cryptosporidiosis can occur for up to seven months (26).
It is possible that among our participants, the episode of diarrhea resolved
while the asymptomatic period of oocyst shedding remained. Charcot-Leyden
crystals observed microscopically in the stool examination were associated
with cystoisosporiasis but no association with eosinophilia was found, which
would have been expected because these crystals are related to the activity
of eosinophils. Some studies have reported cystoisosporiasis associated with
eosinophilia and Charcot-Leyden crystals (27).

Limitations in our study refer to the diagnostic method. The modified Ziehl-
Neelsen staining technique is a cheap and relatively simple laboratory method,
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although it requires quality reagents, equipment, and human resources, but

it is not very sensitive for detecting the infections given the different patterns

of parasite excretion or the low density in the stool sample. It has been
estimated that this staining technique can detect 78% of cases compared to
other more expensive and specialized methods (fluorescence microscopy,
immunoenzymatic assays, or molecular biology) (14,27-31). This could have
affected the number of cases detected during this period or, more importantly,
the selection of controls. Therefore, the inclusion of false negative controls
should not be discarded and, thus, selection bias. Ideally, the use of molecular
tools with greater sensitivity is required to detect these infections. Secondly,
our sample size represented 51.3% of the total cases in the 2013-2019 period.
Besides, the information on the variables was not complete, which reflected

in the wide 95% confidence intervals estimated for the ORs and indicates low
precision and statistical power, which should be considered when interpreting
the results. Thirdly, we did not search for other non-parasitic pathogens causing
diarrhea, so we do not know if the cases or the controls had infections other
than the parasitoses under study. Additionally, we could not determine if the
clinical presentation and laboratory data were risk factors since they were not
defined as exposure variables occurring before the parasitosis.

In conclusion, HIV infection was an important risk factor for acquiring
Cryptosporidium spp. and C. belli, but not C. cayetanensis among this
hospital-based population in Honduras. Diarrhea is part of the clinical
presentation of the three parasitoses, but it was only associated with
cyclosporiasis. We also found associations with other variables but the
study’s low statistical power prevents further conclusions. However, such
variables may be risk factors for acquiring these parasitoses, and, therefore,
it would be convenient to study them using laboratory detection tools with
a higher sensitivity in cohort studies. Although these parasites are endemic
in Honduras, further studies are required to better understand the local
epidemiology, clinical presentation, circulating Cryptosporidium species, and
other aspects yet to be explored.
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Identification of enteric viruses from raw water
using fluoro-immuno-magnetic separation coupled
to RT-PCR
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Abstract

Introduction: Enteric viruses have been associated with the production of a variety of
diseases transmitted by the fecal-oral route and carried through contaminated food and
water. Given their structure and composition, they are highly resistant to environmental
conditions and most of the chemical agents used in the purification processes. Therefore,
the systematic monitoring of raw water is necessary to ensure its quality especially when it
is used for producing drinking water for human consumption.

Objective: We identified the presence of rotavirus and hepatitis A virus by means of

the fluoro-immuno-magnetic separation technique (FIMS) in raw water taken from four
purification plants and their water supplies in the department of Norte de Santander.
Materials and methods: The viruses were captured and separated from the water samples
using magnetic microparticles functionalized with monoclonal anti-Hepatitis A and anti-
Rotavirus antibodies. Confocal microscopy was used to monitor the viral concentration
process and transmission electron microscopy for the morphological visualization of the
separated viruses. The reverse transcriptase-coupled polymerase chain reaction (RT-PCR)
was applied to confirm the presence of pathogens.

Results: The two enteric viruses were identified in the majority of the analyzed water
samples including water supply sources.

Conclusion: We determined that the FIMS technique together with RT-PCR is highly
effective for the detection of viral pathogens in complex matrices such as raw water.

Keywords: rotavirus infections; hepatitis A; antibodies; raw water; water purification;
magnetic segregation.

Identificacion de virus entéricos en aguas crudas usando separacion inmuno-
magnética acoplada a RT-PCR

Introduccion. Los virus entéricos se asocian con una serie de enfermedades transmitidas
por via fecal-oral en alimentos o agua contaminada. Dada su estructura y composicion,

son muy resistentes a las condiciones ambientales y a la mayoria de los agentes quimicos
empleados en los procesos de potabilizacion, por lo cual es necesario un monitoreo
sistematico del agua cruda para asegurar su calidad, maxime cuando se emplea como
materia prima en la produccién de agua potable para consumo humano.

Objetivo. Determinar la presencia de rotavirus y del virus de la hepatitis A mediante la
técnica de separacion fluoro-inmuno-magnética en agua cruda procedente de cuatro
plantas de potabilizacion y sus fuentes hidricas en el departamento de Norte de Santander.
Materiales y métodos. Los virus fueron capturados y separados a partir de las muestras
de agua, empleando microparticulas magnéticas funcionalizadas con anticuerpos
monoclonales anti-hepatitis A y anti-rotavirus. Se empled microscopia confocal para hacer
el seguimiento del proceso de concentracion viral y, microscopia electrénica de transmision,
para la visualizacion morfoldgica de los virus separados. La reaccién en cadena de la
polimerasa acoplada a transcriptasa inversa (RT-PCR) se utilizé para confirmar la presencia
de los patégenos.

Resultados. Los dos virus entéricos se detectaron en la mayoria de las muestras de agua
analizadas, incluidas las de sus fuentes hidricas.

Conclusion. La técnica de separacion fluoro-inmuno-magnética acoplada a RT-PCR fue
altamente efectiva en la deteccién de patégenos virales en matrices complejas como el
agua cruda.

Palabras clave: infecciones por rotavirus; hepatitis A; anticuerpos; agua cruda; purificacion
del agua; segregacion magnética.
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About 783 million people around the world lack access to drinking water
and at least 2.5 billion people have no proper sanitation (1). In Colombia, most
of the rural population faces a critical situation due to the lack of quality water.
In Colombia, the physicochemical and microbiological quality of raw water is
regulated by decree 1594 of 1984 (2); however, it is worrying that the decree
does not include virological analyses.

Viruses may enter the food chain through wastewater containing excretions
from infected people with contents ranging from 10° to 10" viral particles per
gram of feces (3). Enteric viruses such as Enterovirus, Astrovirus, Calicivirus,
Hepatitis A, and Rotavirus have devastating effects around the world, and
they have been classified by the World Health Organization (WHO) from
moderate to highly significant depending on the country and its socio-
economic conditions (4). They are usually transported by water and produce
gastroenteritis, hepatitis, meningitis, or encephalitis to consumers, but they
can also remain latent (5).

Many methods for virus detection have been reported. However, most of
them require pre-concentration steps as viruses are easily diluted in water.
Among the most widely used techniques, we can mention matrices based on
activated carbon (6) or ion exchange resins (7), as well as absorption-elution
tests, among others (8,9).

The immunomagnetic separation (IMS) method is effective in the detection
of several enteric viruses including Hepatitis A (10). Recently, some of
the authors in the present study reported the use of a new concentration
technique called fluoro-immunomagnetic separation (FIMS) with high
efficiency in the capture, concentration, and determination of Rotavirus in
drinking water rendering results in just two hours (11). This time, we used the
FIMS to detect the enteric viruses in a complex matrix such as raw water.

Surface water contaminated by sewage waste is generally used to produce
drinking water around the world. Several national and international reports
have detected the presence of enteric viruses in raw and drinking water
(12,13). In this context, we report the presence of enteric viruses in raw water
in the department of Norte de Santander, Colombia using FIMS and RT-PCR
for the first time. Our study is in line with the provisions of the Environmental
Protection Agency of the United States, which recently published a draft with
a list of contaminants (CCL4) that should be monitored in waters including the
Hepatitis A Virus (HAV) (14).

Materials and methods
Reagents

We used monoclonal anti-Hepatitis A (AMSBIO) and anti-Rotavirus
(Millipore) antibodies at a concentration of 100 ug/ml, which were then
diluted in PBS (Dulbecco, Sigma Aldrich) for a final concentration of 10
pug/mL (pH 7.2) and stored at —20 C until use. We diluted the magnetic
microparticles (1% w/v; Spherotech Inc.) in distilled water and stored them
at room temperature until use. We extracted the viral RNA with a QlAamp
kit (QIAGEN, Germany) and performed the RT-PCR using a SuperScript™
11l One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase kit
(Invitrogen). The primer sequence for Rotavirus and Hepatitis A amplification
is shown in table 1.
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Table 1. Primer sequences used in one-step RT-PCR for rotavirus
and hepatitis A virus amplification

Name Sequence Product Size (Pb)
RTV 5 TTGCCACCAATTCAGAATAC 3 211

3 ATTTCGGACCATTTATAACC 5°
HAV-1 5" CAGCACATCAGAAAGGTGAG 3 192

3'CTCCAGAATCATCTCCAAC 5

Equipment

Virus separation and concentration were carried out with a manual
magnetic separator (Spherotech Inc., USA). We used a FluoViewTM 1000
Olympus Confocal Microscope to obtain images of the captured viruses
and an Electronic Transmission Microscope (Tecnai F20 Super Twin TMP)
to confirm their presence. We applied negative staining and an 80 kW
electric current to visualize their morphology. We quantified viral RNA in a
NANODROP 2000 spectrometer (Thermo Scientific, USA) and performed the
RT-PCR in a Veriti thermocycler (Applied Biosystems). The electrophoretic run
gels were visualized in a Gel Doc XR system (BIO-RAD, USA), using a 100 bp
DNA ladder (INVITROGEN).

Description of the water treatment plants

We analyzed four water treatment plants located in two cities in the
department of Norte de Santander including their primary sources (River
Pamplonita and River Zulia). A code was assigned to each of them to avoid
conflicts of interest with water treatment companies in the region.

Treatment plant 1 (P1). In this plant, the treatment applied is the
conventional one involving hydraulic operation and uptake, sedimentation,
filtration, disinfection, and storage processes. The aqueduct system of the
plant has two surface catchments with an average processing capacity of 110
I/sec. Its main source of water supply is the Pamplonita River.

Treatment plant 2 (P2). This is an integrated plant which includes all the
normal unit processes found in a conventional treatment plant space.. Its
aqueduct system is supplied by two different streams, one of them from
the sources of the Pamplonita River. The plant has an average processing
capacity of 48 I/sec.

Treatment plant 3 (P3). The purification process in this facility begins at
the catchment with a lateral intake on the Pamplonita River, then the sand is
extracted in four grit chambers. Flow is measured in three Parshall gutters and
then conducted to a pre-sedimentation tank. The settled water is divided int
two flows: the first one is directed to a Parshall gutter while the second goes
to a concrete structure called a rectangular weir where the coagulant and the
polymer are added. The water is flocculated, settled, and filtered in both flows
and finally chlorinated and delivered to the distribution network by pumping
and re-pumping.

Treatment plant 4 (P4). Here, water from the Zulia River is processed by
means of three large capacity electric pumps. At the plant, coagulant and
polymer agents are added to the water that, once flocculated, passes through
the sedimentation unit where the particles from flocculation are extracted.
Next, the water goes to the filtering bed to be finally chlorinated and sent by
pumping to the peripheral areas of the city it serves.
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Raw water sampling and pre-treatment

We collected one liter of raw water from each treatment plant catchment
and its primary source (table 2). Samples were taken by triplicate and placed
into sterile portable refrigerators containing dry ice and transported to the
laboratory to perform physicochemical and virological analyses. Due to
the complex nature of the sample, we conducted a filtration process before the
virological analyses using cotton and Whatman No.1 filter paper followed by
centrifugation at 3500 rpm for 15 min (figure 1A).

Physicochemical analyses of raw and potable waters

We analyzed the raw water samples following the relevant parameters
in Chapter IV-article 39 of decree 1594 of 1984 issued by the Ministry of
Agriculture of Colombia (2) (table 2).

Microparticle functionalization

We incubated a 10% microparticle solution with a 10 ppm solution of anti-
Hepatitis A and anti-Rotavirus antibodies for 1 h at 37 °C; then we washed
the microparticles twice in a 0.15 mM PBS solution containing 0.1% BSA and
finally washed them again just once with distilled water. The functionalized
microparticles were stored at 4 °C until use (11).

Table 2. Geographical description of two of the most important water sources supplying water to
the department of Norte de Santander, Colombia

Water source Description

Pamplonita River It is born in the Altogrande hill in the Paramo Fontibdn, municipality of
Pamplona. It flows into the Zulia River, department of Norte de Santander,
Colombia. This 160 km long river is located at 8°19747"°N 72° 26"33"W, it has
an average flow of 15 m?s, and it drains a basin of 1,345 km?2.

Zulia River It is born in the Paramo Cachiri at 4222 masl, department of Norte de
Santander (Colombia) and is located at 9°03"23"N 72° 177°44"W. It flows into
the Maracaibo Lake in Venezuela. Its length in the Colombian section is 154
km. The surface of its basin is 3,484 km? with an average flow of 50 m¥%s.

" . C& Biofunctionalized microparticles

ififili

Pre-filtration through cotton and Whatman paper Capture and viral concentration

Figure 1. (A) Raw water pretreatment and (B) schematic representation of the magnetic
concentration and separation process of rotavirus and HAV particles



Biomédica 2021;41:745-55

Identificacion de virus entéricos mediante FIMS-RT-PCR

Detection of Hepatitis A and Rotavirus in raw water samples

We added 500 pl of functionalized microparticles with anti-Hepatitis A and
anti-Rotavirus antibodies to 1 L of pre-treated raw water. The particles were
kept in constant agitation for 2 h at room temperature for immunoreaction.
We then applied an external magnetic field to concentrate and separate the
microparticle-antibody-virus complex (figure 1B). We stored the magnetized
sample in an Eppendorf tube for microscopic and molecular characterization.
The procedure was done in triplicate (11).

Molecular characterization

Viral RNA extraction. The antigen-antibody interaction was
broken by heating at 95 °C for five minutes and further cooling at 4 °C. Next,
the microparticles were centrifuged at 10,000 rpm for two minutes (13). The
supernatant was used to extract the viral RNA using a Qiagen Kit following
the manufacturer’s instructions. Then, we treated 140 pl of the supernatant
to obtain 60 pl of the final RNA extract. The amount of nucleic acid was
determined by spectrophotometry (11).

RT-PCR. We amplified the viral genetic material using one-step RT-
PCR. To obtain a final reaction volume of 25 pl, we added the following
components: 12.5 pl of 2X PCR buffer, 1 pl of each primer at 10 uyM, 1 pl
of SuperScript™ IIl one-step RT-PCR enzymes, 3 pul of the RNA template,
and 6.5 pl of reagent grade water. For reverse transcription, we used a 30 min
cycle at 55 °C followed by a 2 min cycle at 94 °C. Denaturation was done at
94 °C for 3 min. We run the PCR through 35 cycles as follows: 94 °C for 30
s, 55 °C for 30 s, and 68 °C for 1 min. Finally, we added a 5 min extension
cycle at 68 °C. Electrophoresis was run at 90 volts for 45 min in a 1.8%
agarose gel in 1X TAE. We used Blueduice™ (Invitrogen) loading buffer
containing 1 pl of the molecular marker. The gel was stained with SYBR®
Green for the visualization of the DNA bands. The corresponding images were
documented in BioRad Gel Doc XR equipment. The amplified products were
192 bp for HAV and 211 bp for Rotavirus (table 1).

Results

Table 3 shows the parameters and analysis methods used and table 4
the physicochemical analyses done on the samples from the catchments of
each of the four water purification plants including their primary sources, the
Pamplonita and Zulia Rivers.

Table 3. Physicochemical parameters analyzed in raw waters

Parameter Analysis method
Real color Spectrophotometric
pH Electrometric
Temperature Electrometric
Turbidity Nephelometric
Conductivity Electrometric
Alkalinity Volumetric

Total hardness Volumetric
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Table 4. Physicochemical analysis of raw water samples from the department of Norte de
Santander (Colombia).

. Primary source Catchment . .
Analysis - - Maximum permitted/
parameter ~ Pamplonita  Zulia  P1 P2 P3 P4 pocree 1504/84

River River
Color 1990 483 77 24 76 45 20 UPC
pH 7.31 729 747 773 746 728 6.5-8.5 units
Temperature 22 24 10 8 25 23  20° C (Optimal)
Turbidity 976 373 10.5 717 389 267 10NTU
Conductivity 276 975 68.6 34.9 201 96.5 < 1,000 microsiemens/cm
Alkalinity 139 47 24 21 62 68 200 mg/l CaCO3
Total hardness 28 17 14 12 22 23 300 mg/l CaCO3

Results were compared to those proposed by the standards methods
estipulated in Colombian regulations. Conductivity, pH, alkalinity, and total
hardness were in the accepted ranges according to Decree 1594 (2), as
previously reported by Garcia, et al. (15). The temperature was found to
vary according to the altitude but it complied with the ranges established
in the decree. However, the color significantly exceeded the norm possibly
explained by the dragging of decomposing sand, clay, and biological
material aggregates dissolving mineral compounds in the river waters, which
affects their color. In the case of turbidity, all treatment plants, except P-2,
were found to surpass the established limits. Such turbidity originates from
the small suspended colloidal particles dragged along the basins that reach
the catchments of the water treatment plants.

We determined the presence of enteric viruses using confocal microscopy.
We detected the formation of small clusters in some of the samples (figure 2).
For the positive control of these assays, we used artificially spiked water with

Rotavirus particles.
- .

Figure 2. Confocal microscopy of viral complexes obtained from water samples in four
potabilization plants in the department of Norte de Santander (Colombia) and their primary water
sources (A: P1, B: P2, C: P3, D: P4; E, and F: Pamplonita River and Zulia River) with potential
HAV content. The formation of aggregates can be observed in A, B, C, and F, while it is absent in
D and E. Similar behavior was seen for Rotavirus.
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Figure 3. Captured and concentrated virions of A) Rotavirus and B) HAV observed by electron
transmission microscopy

P3 P4 PTA ZUL PTA ZUL P2 P1 P4 P3

Figure 4. Agarose gel electrophoresis (1.8%) where C+ in A) shows the+211 bp-positive control corresponding to the VP6
gene that encodes the VP6 capsid protein while in B) C+ shows the 192 bp positive control corresponding to a fragment
of the capsid protein precursor region which generates a unique intermediate (VP1-2A) of the HAV. The subsequent
columns in both images show the analyzed water samples in the different treatment plants (P1-P4) and their primary
water source (PTA: Pamplonita; ZUL: Zulia).

To confirm that clusters were induced by viruses, we analyzed by
TEM. Previously, the antigen-antibody interaction was broken by applying
thermal shock to facilitate the release of the viral particles. Figure 3A
shows a TEM image of Rotavirus ranging from 50 to 80 nm diameter due
to the protein coat that can sometimes be double or triple (16). Figure
3B shows the morphological features of the Hepatitis A virus similar to
other enteroviruses: rounded, not wrapped, and about 30 nm diameter (17).

The virions released from each sample were molecularly characterized by
RT-PCR. The electrophoretic run in figure 4A and B confirmed the presence
of RT in all raw water samples from all treatment plants including their primary
sources while HAV was not detected in plant 3 nor in the Pamplonita River.

Discussion

According to the Corporacion Auténoma Regional de la Frontera
Nororiental (CORPONOR - Regional Autonomous Corporation of the Northeast
Frontier), the greatest threat posed on the two main water sources in Norte de
Santander (i.e., the Pamplonita and Zulia Rivers) is the dumping of non-treated
wastewater. The Pamplonita River both supplies 10 municipalities and collects
all their non-pre-treated wastewaters. The Zulia River, on the other hand,
receives discharges from the capital of the department whose population nears
800,000 (18). The capital city harbors food and textile industries, tanneries,
slaughterhouses, exploitation mines, and dry cleaning and laundry services
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generating solid waste, putrescible organic matter, and other liquid effluents
containing highly polluting chemical materials.

According to our physicochemical analyses and the parameters in the
Colombian regulations on drinkable water and basic sanitation (RAS, 2000)
(19), which classify water quality according to its level of pollution, the color of
the water samples was very deficient. As for their turbidity, the water from P1
and P2 plants showed an intermediate quality while that from P3 and P4 plants
would classify as very poor. Our results match previous reports on different
rivers along the country. The physicochemical dynamics in several segments
of the Opia River in the department of Tolima reported low-to-medium water
quality (20). Similarly, the surface waters supplying the municipality of Bahia
Solano (department of Choco) corresponded to low-intermediate quality as a
result of sewage and anthropogenic solid waste discharges (21).

The physicochemical features of these water samples are adequate for the
survival of viral particles. These pathogens are able to survive in a
3-10 pH range for up to 120 days in superficial and wastewaters at
temperatures ranging from 20 to 30 °C (22). This undoubtedly represents
a significant public health issue since these hydric sources are used
for recreation (watering places and natural pools), irrigation, and even
potabilization. The water samples we analyzed were classified as “very
deficient” and, therefore, they require specific treatments to eliminate the
presence of both chemical and biological contaminants. The treatment plants
under study used conventional technologies for purification, which is not
enough to prevent the transport of enteric viruses such as Rotavirus and HAV.

The virological analysis using the FIMS technique and RT-PCR succeeded
in concentrating and detecting the two viral pathogens under study. The use
of magnetic microparticles with a fluorescent core represents an advantage
as combined, they allow for observing the viral concentration process. The
formation of aggregates suggested the presence of enteric viruses in the
samples (figure 2A-B-C-F). Virus-mediated clustering has been previously
reported by Koh, et al., who indicate that a mono-dispersed solution of
magnetic particles conjugated with antibodies is capable of producing
aggregates in the presence of viral particles with binding specificity for
conjugated antibodies resulting in supramolecular structures with improved
magnetic properties (23) (figure 5).
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Figure 5. Schematic representation of enteric virus-mediated aggregate formation with fluoro-
immuno-magnetic microparticles.
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The concentration of the enteric viruses was possible due to the
complex formed between monoclonal antibodies and fluoro-magnetic
microparticles. Antibodies are Y-shaped protein molecules that selectively detect
structurally intact epitopes present only in infectious particles. The recognition
event is mediated by supramolecular interactions based on hydrogen bonds,
ionic bonds, and van der Waals forces (24). The Rotavirus genus is divided
into seven serological groups, A to G, with several subgroups. Groups A and
C include most of the human pathogens while the other groups exhibit more
affinity for animals. Group A is the most common human pathogen (17). Here
we used specific monoclonal antibodies to detect epitope VP6 in the viral
capsid of group A and confirmed its presence in the catchments of the
four treatment plants and their primary sources (the Pamplonita and Zulia
Rivers) (figure 4A). According to the CDC, Rotavirus has a long persistence in
water supplies and high infectivity (25) as in our findings.

In contrast, HAV was detected only in three of the four plants (P1, P2, and
P4) and in the waters from the Zulia River, which supplies P4 (figure 4B). This
agrees with the formation of aggregates observed by confocal microscopy (figure
2). This is a highly contagious virus with a low infective dose exhibiting tropism
for the epithelial cells of the digestive tract from where it travels through the
bloodstream to the liver, the target organ in infectious hepatitis (16).

Our findings match with those from a previous report on the high
prevalence of Rotavirus and HAV in samples of raw and drinking water from
different municipalities in Colombia (12) and another study on drinking
water at the distribution sites from the same four treatment plants which
determined the presence of Rotavirus in P1 (11). This clearly indicates that
water disinfection treatments are not efficient enough when it comes to
removing this type of enteric virus. The water under analysis is transporting
viral pathogens which could cause public health problems. The same was
reported by Lodder, et al. in surface waters from 10 different locations in the
Netherlands where they found that this type of water source used to produce
drinking water is likely to contain a high amount of human viral pathogens,
among which they highlighted the presence of Rotavirus and Norovirus (22).

In our study, we identified the presence of Rotavirus and HAV in raw
water samples from four treatment plants of the department of Norte de
Santander (Colombia) and their primary water sources. The fluoro-immuno-
magnetic separation (FIMS) technique, which combines the use of antibodies
and magnetic microparticles allowed us to efficiently capture, concentrate,
and separate the enteric viruses from low water volumes in little time and with
no energy consumption. By performing the FIMS together with RT-PCR, we
confirmed the presence of the pathogens with high sensitivity and specificity.
Thus, the study serves as proof of concept for enteric virus determination
using an easily operable method for monitoring virological water quality at
regional and national laboratories.
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Introduccién. Los endoparasitos y ectoparasitos en perros son de distribucién mundial.

La estrecha relacién entre los perros y el hombre implica un riesgo de transmision de
parasitosis zoondticas, por lo cual es necesario conocer las especies que parasitan a los
perros de esta zona y determinar los factores asociados.

Objetivos. Estimar la prevalencia de endoparasitos y ectoparasitos, identificarlos en perros
domiciliados de la zona metropolitana de Toluca, México, y determinar la prevalencia de
Dipyilidium caninum en pulgas del género Ctenocephalides spp.

Materiales y métodos. Se recolectaron muestras de 402 perros que fueron llevados a
consulta en cuatro hospitales de referencia de Toluca. En el diagndstico de endoparasitos,
se utilizaron las técnicas coproparasitoscépicas de frotis directo, flotacién y sedimentacion;
ademas, se recolectaron ectoparasitos para su identificaciéon taxonémica. Por ultimo,

la deteccidn de D. caninum en pulgas se hizo mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

Resultados. El 37,2 % de los perros resulté positivo para endoparasitos. Los géneros o
especies identificados fueron Toxocara spp., Giardia spp., Ancylostoma spp., Cystoisospora
spp., D. caninum, Taenia spp.y Trichuris vulpis. Se determiné una prevalencia de
ectoparasitos de 13,13 %. Se identificaron pulgas de las especies Ctenocephalides felis y
C. canis, en tanto que solo un animal presento parasitosis por Rhipicephalus sanguineus 'y
otro por Trichodectes canis. La prevalencia de D. caninum en pulgas fue del 9,5 %.
Conclusion. La prevalencia de endoparasitos fue de 37,2 % y, la de ectoparasitos, de 13,1 %.
Por primera vez en México se hizo un andlisis de endoparasitos y ectoparasitos en una misma
poblacion de perros, asi como el diagndstico molecular de D. caninum.

Palabras clave: zoonosis/epidemiologia; Giardia; Ancylostoma; Toxocara canis;
Ctenocephalides; México.

Factors associated with endoparasites and ectoparasites in domiciled dogs in the
metropolitan area of Toluca, México

Introduction: Endoparasites and ectoparasites in dogs are of global distribution. The close
relationship between dogs and man implies a risk for the transmission of zoonotic parasites.
Therefore, it is necessary to determine the parasites hosted by dogs in specific areas and
the factors associated with their presence.

Obijectives: To identify and to estimate the prevalence of endoparasites and ectoparasites
in domiciled dogs in the Metropolitan area of Toluca, México, and the prevalence of D.
caninum in fleas of the genus Ctenocephalides spp.

Materials and methods: We collected samples from 402 domiciled dogs in four

reference hospitals in the area in Toluca. We diagnosed endoparasites using direct smear,
flotation, and sedimentation techniques and we performed the taxonomic identification of
ectoparasites. Finally, the molecular diagnosis of D. caninum in fleas was made using the
polymerase chain reaction technique (PCR).

Results: A total of 37.2% of dogs were positive for endoparasites; the genera or species
identified were Toxocara spp., Giardia spp., Ancylostoma spp., Cystoisospora spp., D.
caninum, Taenia spp., and Trichuris vulpis; the prevalence of ectoparasites was 13.13%.
We identified fleas of the species Ctenocephalides felis, Ctenocephalides canis; only one
animal was parasitized with Rhipicephalus sanguineus and another one with Trichodectes
canis; the prevalence of D. caninum in fleas was 9.5%.
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Conclusion: The prevalence of endoparasites was 37.2% while that of ectoparasites was
13.1%; this is the first analysis of endoparasites and ectoparasites conducted in the same
population of dogs in México together with the molecular diagnosis of D. caninum in fleas.

Keywords: Zoonoses/epidemiology; Giardia; Ancylostoma; Toxocara canis; Dipylidium
caninum, Ctenocephalides; México.

En la actualidad, los perros tienen un papel importante en la sociedad
como animales de companiia, para guardia, proteccion y rescate, asi como
de apoyo en terapia ocupacional (1); sin embargo, pueden ser huéspedes
definitivos de parasitos zoonoticos como Giardia spp., Ancylostoma spp.,
Toxocara canis, Echinococcus spp., Dipylidium caninum, Strongyloides spp.,
entre otros (2,3). Ademas, se consideran esenciales en la epidemiologia de
las enfermedades transmitidas por vectores, como mosquitos, garrapatas,
pulgas y flebotomos, entre las cuales cabe mencionar babesiosis,
anaplasmosis, leishmaniasis, borreliosis, ricketsiosis y dipilidiasis (4).

En diversos estudios se han reportado prevalencias variables de
endoparasitos en perros domiciliados: en Estados Unidos, se encontré una
prevalencia nacional del 12,5 % (5), en Austria, se reporta un 6 % (6), en
tanto que en Brasil, una mayor, de 43 % (7). En México, las prevalencias son
variables. En Villahermosa, Tabasco, se ha registrado una prevalencia de
26,50 % (8), en Ciudad de México, de 21,3 %y, en Mérida, de 46,2 % (9,10).
Esta variacidn se debe a las caracteristicas climaticas y las condiciones
socioecondémicas de cada region (11). A pesar de esta gran diversidad en
las prevalencias reportadas, Toxocara spp., Giardia spp. y Ancylostoma spp.
tienen la mayor distribucion y afectan a perros de distintos paises (11).

Entre los ectoparasitos que afectan a los perros, las garrapatas y las
pulgas ocasionan los principales dafios y pueden transmitirles agentes
patégenos (12-14). En México, las pulgas Ctenocephalides felis y Ct. canis
(15) y la garrapata Rhipicephalus sanguineus son los ectoparasitos que mas
frecuentemente afectan a perros de areas urbanas y rurales (16,17).

En un estudio reciente en el sureste de México, se reportd que los perros
pueden estar parasitados con nueve diferentes especies de garrapatas, entre
ellas, Ixodes near affinis, Amblyomma mixtum, A. sabanerae, A. parvum, A.
ovale, A. auricularium, A. maculatum, Dermacentor nitens y R. sanguineus
(18). A pesar de estos registros, en el centro del pais (Estado de México) hay
pocos estudios sobre los endoparasitos y ectoparasitos que afectan a los
perros y el riesgo de transmision a la poblacion humana.

Dados los serios problemas de salud que los endoparasitos y ectoparasitos
ocasionan a los perros, y que algunos de ellos pueden ser zoondticos,
es imperante conocer su diversidad y abundancia en areas geograficas
especificas, para establecer medidas tendientes a reducir su impacto negativo
en los animales y el riesgo de transmision a la poblacién humana.

Por estas razones, el objetivo del presente estudio fue estimar la
prevalencia de endoparasitos y ectoparasitos, identificarlos en perros
domiciliados de la zona metropolitana de Toluca, México, y determinar los
factores asociados con la presencia de cada especie parasitaria.

Materiales y métodos
Lugar de estudio

El estudio se hizo en cuatro hospitales veterinarios de municipios de la
zona metropolitana de Toluca, México, (Metepec, San Mateo Atenco, Toluca y
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Zinacantepec). La poblacion humana estimada en esta zona es de 1,85 millones
de habitantes, su superficie es de 1.991 km? y la densidad urbana de 67,1
habitantes/ha. Su altitud promedio es de 2.660 msnm, tiene un clima templado
(promedio anual de 15 °C) y una humedad relativa promedio de 70 % (19).

Tamano de muestra y poblacion de estudio

Mediante la férmula de Cochran (20), se calcul6 el tamafo de la muestra
considerando una precisiéon de 0,05, con un nivel de confianza del 95 %,
una prevalencia esperada del 20 % (9) y una poblacién considerada de
aproximadamente 308.333 perros, segun lo sugerido por la WHO-WSPA de un
perro por cada seis habitantes (21). EI numero de animales por muestrear fue de
198 perros domiciliados, cantidad que se duplicé para el estudio considerando
dos épocas del afo: de lluvias (junio a octubre de 2016) y seca (noviembre de
2016 a mayo de 2017). Se hizo un muestreo estratificado de perros segun la
densidad poblacional por municipio. Ninguno de los perros estudiados recibio
desparasitacion interna o externa en los 60 dias previos al muestreo.

Toma de muestras

En la consulta se les informé a los propietarios sobre los objetivos del
estudio y se solicitdé su consentimiento informado para la toma de muestras
a sus mascotas. Las personas proporcionaron la siguiente informacion de los
perros: edad, sexo, raza, si tenian acceso a la calle y si permanecian dentro
o fuera de la casa. En la inspeccion general de los animales, se obtuvieron
los siguientes datos: condicién corporal determinada mediante la escala
de Laflamme (se catalogaron como deficientes los grados 1y 2, y como
no deficientes, los grados 3, 4 y 5) (22), consistencia de las heces (firme,
diarrea), y otras manifestaciones de enfermedad intestinal (dolor abdominal,
borborigmo o liquido en asas intestinales).

A cada perro se le tomé un hisopado rectal para el analisis con la técnica
directa en fresco y una impresién de la zona perianal con la ayuda de una
cinta adhesiva transparente (23), Ademas, se solicitd a los propietarios que
recolectaran muestras de heces en tres dias consecutivos para el analisis
coproparasitoscopico.

Se recolectaron las garrapatas y los piojos mediante desprendimiento
manual con ayuda de pinzas y un guante de inspeccion, y las pulgas, con un
peine de cepillado y obtencién de especimenes (24). Los ectoparasitos se
colocaron en etanol al 70 % y se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta
su identificacion taxonémica.

Pruebas de laboratorio

Las heces de los perros se procesaron en el laboratorio clinico del
Hospital Veterinario para Pequeias Especies de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma del Estado de México,
usando las siguientes técnicas de diagnostico de endoparasitos: estudio
coproparasitoscopico directo, técnica de flotacion en solucion de sulfato de
cinc y Sheather, técnica de sedimentacion y test de Graham (23). Las pulgas,
garrapatas y piojos se identificaron de acuerdo con su morfologia y siguiendo
las llaves taxonémicas correspondientes (4,25).

Se consideraron como positivas para endoparasitos aquellas muestras
con huevos, ooquistes, larvas, adultos o proglétidos detectados mediante
alguna de las técnicas coproparasitoscopicas mencionadas. De los animales
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con ectoparasitos, se recolectaron e identificaron especimenes de pulgas,
garrapatas o piojos.

Ademas, en la unidad de diagndstico molecular de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autdbnoma de Yucatan, se
hizo el diagnéstico molecular de D. caninum en las pulgas obtenidas en los
muestreos, siguiendo la siguiente metodologia.

Extraccion de ADN. Las pulgas obtenidas de cada paciente fueron
analizadas de manera individual para identificar su especie; si un perro
presentaba mas de dos pulgas, se hacia una mezcla de dos a tres de
ellas, de tal manera que se obtuvieran muestras de pulgas individuales
y muestras de mezclas de la misma especie. Las pulgas se retiraron del
alcohol y se lavaron con agua destilada para luego almacenarlas a -70 °C
durante 12 horas. Posteriormente, con la ayuda de un pistilo de plastico
estéril, se maceraron y se extrajo el ADN con el estuche Quiagen DNAeasy
Blood&Tissue® siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se
conservaron a -20 °C hasta el momento en que se hizo la PCR.

Amplificacion de ADN y electroforesis. Para el diagndstico de D. caninum
en las pulgas, se utilizo la region 28S rDNA del genoma del parasito, cuyo
tamafo esperado era de 653 pb. Se utilizaron los siguientes iniciadores para
el diagnostico: C28S-1R:5-CACATTCAACGCCCGACTCCTGTAG-3 y DC28S-
1F:5-GCATGCAATCAAAGGGTCCTACG-3 (26). El volumen final de la mezcla
para la PCR fue de 25 pl, que contenia 12,5 pl de Gotag Green Master Mix®,
2,5 pl de cada iniciador, 5 pl de H,0O y 5 pl de cada muestra de ADN.

Las condiciones del ciclo fueron: 95 °C por 15 minutos, 40 ciclos a 94 °C
por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos, 72 °C po 30 segundos y 72 °C por
10 minutos (27). La electroforesis de los productos de la PCR se llevd a cabo
en gel de agarosa al 1,5 % tefido con bromuro de etidio. Se utilizaron 7 pl
del marcador de peso molecular Thermo Scientific® para 1.000 pb y, para el
control positivo y las muestras, se utilizé un volumen de 10 pl a un voltaje de
104 v y 110 mA durante 45 minutos.

Analisis estadistico

Se determiné la prevalencia general y por especie de parasito.
Inicialmente, se realizé la prueba de ji al cuadrado con el programa Prisma
Graphpad®, considerando como variables dependientes a los endoparasitos
con mayor prevalencia: Toxocara spp., Giardia spp., Ancylostoma spp., D.
caninum y Cystoisospora spp., y como variables independientes de cada
parasito, al municipio (Metepec, San Mateo Atenco, Toluca o Zinacantepec), la
estacionalidad (lluvias, sequias), la edad (un afio o meses y mas de un afo),
el sexo (machos, hembras), la raza (mestizos, raza pura), el salir a la calle
(si, no), la convivencia con otros animales (si, no), la estancia en exteriores o
interiores, la condicion corporal (deficiente o no deficiente), las heces (firme,
diarrea), y otros signos clinicos asociados con enfermedad intestinal (si, no) o
presencia de pulgas (si, no).

El andlisis deji al cuadrado en ectoparasitos se hizo unicamente en
pulgas porque solo se encontré un animal positivo para garrapatas y otro
para piojos. Ademas de las variables independientes consideradas para los
endoparasitos, se consideraron también el prurito (positivos, negativos) y las
lesiones en piel (positivos, negativos).
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El analisis de regresién logistica se hizo con el programa Sigma Plot.11®.
Para cada especie o0 género de parasito, se consideraron aquellas variables
independientes con una p menor de 0,2 en la prueba de ji al cuadrado. Se
calcularon la razén de momios (Odds Ratio, OR) e intérvalos de confianza de
95 %, y se determinaron los factores asociados con cada especie o género
de endoparasitos y ectoparasitos (factores que obtuvieron un valor de p<0,05)
(2,28).

Todos los procedimientos descritos fueron aprobados por el Comité
Interno para el Cuidado de los Animales de Laboratorio — Docencia,
Investigacion, Servicio y Produccion de la FMVZ-UAEM (CICUAL-DISP
17ABRIL12:30)

Resultados

Durante los meses de junio de 2016 a mayo de 2017, se evaluaron 403
perros, de los cuales el 37,2 % (IC,,,, 32,6-42,0) (150/403) resulto positivo,
por lo menos, para un género o especie de parasito gastrointestinal. En el
municipio de Metepec, se observo una prevalencia de 32,2 % (IC,,,, 22,0-44,6)
(20/62), en San Mateo Atenco, de 41,4 % (IC,,,, 27,8-56,6) (17/41), en Toluca,
de 37,6 % (IC,,,, 31,8-43,7) (94/250) y, en Zinacantepec, de 38 % (IC,,,, 25,9-
51,8) (19/50), No se observé diferencia estadistica entre los municipios.

Se identificaron siete géneros o especies de parasitos gastrointestinales.
Toxocara spp. Presentd la prevalencia mas alta, con 16,6 % (67/403),
seguido por Giardia spp., con 13,4 % (54/403), Ancylostoma spp., con 9,2
% (37/403), D. caninum, con 4,7 % (19/403), Cystoisospora spp., con 4,7 %
(19/403), Taenia spp., con 0,7 % (3/403), y T. vulpis, con 0,2 % (1/403). Se
detecté multiparasitosis en 10,1 % (41/403) de los perros, de los cuales 7,9 %
(32/403) presentd dos parasitos y, 2,2 % (9/403), tres parasitos. La asociacién
mas frecuente fue entre un protozoario y un nematodo (cuadro 1).

Toxocara spp., Giardia spp., Ancylostoma spp., D. caninum, Taenia
spp. y T vulpis, presentaban potencial zoonético. Todos los perros con
multiparasitosis presentaban, por lo menos, una especie zoonética.

Las variables con un valor de p<0,2 en la prueba de ji al cuadrado incluidas
en el andlisis de regresién logistica, se presentan por género o especie, asi:
Toxocara spp.(cuadro 2), Giardia spp. (cuadro 3), Ancylostoma spp. (cuadro
4), D. caninum (cuadro 5) y Cystoisospora spp. (cuadro 6). El municipio, la
estacionalidad, la convivencia con otros animales y el salir a la calle, no fueron
estadisticamente significativos para ninguno de estos parasitos.

Los animales de un afio o menores tuvieron mayor riesgo de infecciéon
con Toxocara spp. (cuadro 2). Aquellos con una edad de un afio o menos, con
estancia en exteriores, con diarrea o con otros signos clinicos asociados con
enfermedad intestinal, tuvieron mayor riesgo de infecciéon con Ancylostoma
spp. (cuadro 3). Los perros con diarrea, con signos clinicos asociados con
enfermedad intestinal y presencia de pulgas, tuvieron un mayor riesgo de
infeccidn por D. caninum (cuadro 4). Los perros con diarrea tuvieron mayor
riesgo de infeccidn por Giardia spp. (cuadro 5) y aquellos con diarrea y signos
clinicos asociados con enfermedad intestinal tuvieron mayor probabilidad de
infeccion por Cystoisospora spp. (cuadro 6).

De los 403 perros estudiados, el 13,15 % (IC,,, 10,2 %-16,8 %), (53/403)
fueron positivos a ectoparasitos. En el municipio de Metepec se observé una
prevalencia de 11,2 % (IC,,,, 5,6 %-21,5 %) (7/62), en San Mateo Atenco, de
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5%
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8,5 %-31,3 %) (7/41), en Toluca, de 12 % (IC,
(80/250) y, en Zinacantepec, de 18 % (IC

5%

9,8 %-30,8 %) (9/50). No se

Cuadro 1. Asociaciones parasitarias y frecuencia de multiparasitosis

observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre los
municipios.

Parasitosis doble

Frecuencia

Nematodo mas protozoo

Ancylostoma spp. mas Cystoisospora spp.
Ancylostoma spp. mas Giardia spp.

Toxocara spp mas Cystoisospora spp.
Toxocara spp. mas Giardia spp.

Nematodo mas cestodo

Ancylostoma spp. méas D. caninum
Ancylostoma spp. mas Taenia spp.

Toxocara spp. mas D. caninum
Nematodo mas nematodo
Ancylostoma spp. mas Toxocara spp.

Toxocara spp. mas T. vulpis

Cestodo mas protozoo

D. caninum mas Giardia spp.

Total

6,2 % (2/32)
12,5 % (4/32)
12,5 % (4/32)
18,7 % (6/32)

6,2 % (2/32)
3,1 % (1/32)
6,2 % (2/32)

21,9 % (7/32)
3,1 % (1/32)

9,4 % (3/32)
79 % (32/403)

Parasitosis triple

Nematodo mas protozoos
Ancylostoma spp. mas Cystoisospora spp. mas Toxocara spp.
Ancylostoma spp. mas Giardia spp. mas Toxocara spp.

Nematodo mas cestodo mas protozoo

Ancylostoma spp. mas D. caninum mas Giardia spp.

Toxocara spp. mas D. caninum mas Giardia spp.

Nematodo mas cestodos

Ancylostoma spp. mas D. caninum mas Toxocara spp.
Nematodo mas protozoos

Toxocara spp. mas Cystoisospora spp. mas Giardia spp.

Total

11,1 % (1/9)
22,2 % (2/9)

222 % (2/9)
1,1 % (1/9)

22,2 % (2/9)

11,1% (1/9)
2,2 % (9/403)

Cuadro 2. Prevalencia y resultados de regresion logistica (OR, IC95%, p) de Toxocara

spp. para conocer sus factores asociados

Variables Total Positivos Prevalencia OR IC,.., P
Edad

Adulto 219 7 3,2 1

<1 afio 184 60 32,6 19,71 4,51-86,03 <0,001*
Raza

Raza pura 309 44 14,2 1

Mestizos 94 23 24,5 1,02 0,41-2,55 0,956
Sale a la calle

No 219 37 16,9 1

Si 184 30 16,3 0,99 0,42-2,30 0,988
Condicioén corporal

No deficiente 299 39 13,0 1

Deficiente 104 28 26,9 1,09 0,37-3,19 0,874
Heces

Firme 250 23 9,2 1

Diarrea 153 44 28,7 0,58 0,23-1,43 0,237
Cuadro clinico asociado

con enfermedad intestinal

Si 272 26 9,5 1

No 131 41 31,3 0,31 0,08-1,13 0,078

* Estadisticamente significativo

8,5%-16,6%)
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Cuadro 3. Prevalencia y resultados de regresion logistica (OR, IC,,, p)
de Giardia spp. para conocer sus factores asociados

Variables Total Positivos Prevalencia OR IC,.., p
Edad

Adulto 219 24 10,9 1

<1 afio 184 30 16,3 1,41 0,76-2,64 0,272
Sale a la calle

No 219 31 14,1 1

Si 184 23 12,5 0,85 0,46-1,59 0,626
Estancia

Interiores 210 23 10,9 1

Exteriores 193 31 16,1 1,21 0,64-2,26 0,544
Heces

Firme 250 23 9.2 1

Diarrea 153 31 20,2 3,10 1,63-589 <0,001*

* Estadisticamente significativo

Cuadro 4. Prevalencia y resultados de regresién logistica (OR, 1C95%, P) de
Ancylostoma spp. para conocer sus factores asociados

Variables Total Positivos Prevalencia OR IC,.. p
Edad

Adulto 219 14 6,4 1

<1 afo 184 23 12,5 2,04 1,10-3,77 0,023
Sexo

Hembras 182 12 6,6 1

Machos 221 25 19,1 1,13 0,61-2,10 0,682
Raza

Raza pura 309 19 6,1 1

Mestizos 94 18 19,1 0,63 0,30-1,33 0,232
Sale a la calle

No 219 9 41 1

Si 184 28 16,0 1,34 0,72-2,48 0,345
Estancia

Interiores 210 12 5,7 1

Exteriores 193 25 14,9 2,00 1,08-3,73 0,027*
Condicién corporal

No deficiente 299 17 57 1

Deficiente 104 20 19,2 0,99 0,47-2,08 0,996
Heces

Firme 250 11 4.4 1

Diarrea 153 26 17,0 1,89 1,00-3,57 0,048*
Cuadro clinico asociado con

enfermedad intestinal

Si 272 13 4,8 1

No 131 24 18,3 6,39 3,76-12,80 <0,001*

* Estadisticamente significativo
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Cuadro 5. Prevalencia y resultados de regresion logistica (OR, IC
caninum para conocer sus factores asociados

P) de Dipylidium

95%”

Variables Total Positivos Prevalencia OR IC,., p
Raza

Raza pura 309 12 3,9 1

Mestizos 94 7 74 1,09 047252 0,841
Estancia

Interiores 210 5 2,4 1

Exteriores 193 14 72 1,74 0,81-3,74 0,155
Condicién corporal

No deficiente 299 1 3,6 1

Deficiente 104 8 77 0,82 0,33-2,02 0,676
Heces

Firme 250 6 2,4 1

Diarrea 153 13 8,5 2,57 1,17-5,61 0,018*

Cuadro clinico asociado
con enfermedad intestinal

Si 272 6 2,2 1

No 131 13 9,9 4,80 2,25-10,24 <0,001*
Pulgas

Si 351 9 2,5 1

No 52 10 19,2 3.32 1,53-720 0,002*

* Estadisticamente significativo

Cuadro 6. Prevalencia y resultados de regresion logistica (OR, 1C95%, p) de
Cystoisospora spp. para conocer sus factores asociados

Variables Total Positivos Prevalencia OR IC,... p
Edad

Adulto 219 5 2,3 1

<1 afio 184 14 76 1,60 0,03-0,10 0,,102
Raza

Raza pura 309 17 5,5 1

Mestizos 94 2 2,1 1,35 0,91-2,84 0,347
Heces

Firme 250 4 1,6 1

Diarrea 153 15 9,8 2,27 0,71-2,56 0,005*

Cuadro clinico asociado
con enfermedad intestinal
Si 272 5 1,8 1
No 131 14 10,7 4,98 1,28-4,01 <0,001*

* Estadisticamente significativo

La prevalencia general de perros con pulgas fue de 12,9 % (52/403)
y se recolectaron entre 1y 8 pulgas por animal. En estos 52 perros, se
recolectaron 145 pulgas, de las cuales el 56,6 % (82/145) era Ct. felis y el
43,3 % (63/145), Ct. canis.

Solamente un perro resultd positivo para garrapatas (0,24 %; 1/403), con
seis especimenes de R. sanguineus, y un perro (0,24 %; 1/403) fue positivo
para T. canis; se recolectaron tres especimenes de este piojo.

Las variables con significacion estadistica (p<0,05) para pulicosis en el
modelo de regresion logistica, fueron la condicion corporal, el prurito y las
lesiones en piel (cuadro 7). Se extrajo ADN de 52 muestras de pulgas, de las
cuales 33 correspondieron a la especie Ct. felis y 19 a Ct. canis. En el cuadro
7 se especifica la cantidad de muestras obtenidas de pulgas individuales o
en conjuntos por especie. El 9,6 % (5/52) de las muestras resultaron positivas
para D. caninum en la PCR (figura 1). Ct. felis fue la especie de mayor
prevalencia, con 7,7 % (4/52), en tanto que Ct. canis tuvo una prevalencia de
1,9 % (1/52) (cuadro 8).

763



Lara-Reyes E, Quijano-Hernéndez IA, Rodriguez-Vivas Rl, et al. Biomédica 2021;41:756-72

764

Cuadro 7. Prevalencia y resultados de regresion logistica (OR, IC
conocer factores asociados

P) de pulgas para

95%

Variables Total Positivos Prevalencia OR IC,.. p
Edad

Adulto 219 27 12,3 1

<1 afo 184 46 25,0 1,39 0,872,22 0,161
Sexo

Hembras 309 35 1,3 1

Machos 94 18 19,1 1,12 0.54-2.30 0,756
Raza

Raza pura 184 18 9,8 1

Mestizos 219 35 15,9 1,65 0,84-3,26 0,144
Sale a la calle

No 168 17 10,1 1

Si 235 36 15,3 1,55 0,81-2,97 0,181
Estancia

Interiores 210 20 9,5 1

Exteriores 193 33 17,1 1,50 0,76-2,94 0,233
Condicién corporal

No deficiente 294 27 9,2 1

Deficiente 104 26 25,0 2,43 1,21-4,86 0,012*

Cuadro clinico asociado
con enfermedad intestinal

Si 272 23 8,4 1

No 131 30 22,9 1,85 0,93-3,66 0,076
Prurito

Si 324 32 9,8 1

No 79 21 26,6 2,11 1,02-4,37 0,044*
Lesiones en piel

Si 354 36 10,1 1

No 49 17 34,7 2,98 1,32-6,70 0,008*

* Estadisticamente significativo

1000 pb

600 pb
500 pb

pb: pares de bases. Tamafio de amplicén 653 pb

Figura 1. Gel de agarosa al 1,5 % tefiido con bromuro de etidio para identificar la
presencia de Dipyilidium caninum en pulgas de perros domiciliados de la zona
metropolitana de Toluca, México. Carril 1: peso molecular, carril 2: control negativo,
carril 3: control positivo, carriles 4 a 7: muestras negativas, carriles 8, 9 y 11: muestras
positivos de Ct. felis, y carril 10: muestra positiva de Ct. canis.
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Cuadro 8. Resultados del diagndstico molecular de Dipylidium caninum en pulgas Ct.
felis y Ct. Canis, en perros domiciliados de la zona metropolitana de Toluca, México

Muestras Positivos Prevalencia

Ctenocephalides felis 9 1 1,92 % (1/52)
ADN individual 24 3 5,76 % (3/52)
ADN en pools

Ctenocephalides canis
ADN individual 5 0 0 %
ADN en pools 14 1 1,92 % (1/52)

Total 52 5 9,61 % (5/52)

Discusion

Se encontrd una prevalencia de endoparasitos del 37,2 % en la poblacién
de perros domiciliados de la zona metropolitana de Toluca, cifra mayor a la
reportada en otros estudios nacionales e internacionales de perros con atencién
médica: en Ciudad de México, las prevalencias registradas han sido de 20 %
y 21,3 % (9,29), en Villahermosa, Tabasco, de 26,5 % (8), en sitios en Estados
Unidos, de 12,5 % (5), en Espafa, de 25 % (30), y en Austria, de 6 % (6).

La variacién en la prevalencia y la intensidad se podria asociar con tres
factores. El primero es el uso de cuatro técnicas de diagndstico con diferentes
propiedades de sensibilidad y especificidad, algunas de ellas mas propicias
para el diagnéstico de especies de parasitos (31,32). El segundo factor es la
contaminacion con parasitos en espacios publicos. En Toluca se analizaron
siete parques y calles aledanas a estos, y se encontraron animales positivos
para Toxocara spp. en todos los espacios muestreados (33). La presencia
de Toxocara spp. en los espacios publicos en Toluca representa una fuente
de reinfeccidén para los animales y de posible transmisién al humano de
la larva migrans visceral (11). El tercer factor es la falla en los protocolos
de desparasitacion; la poblacion estudiada recibe atencién médica y
administracion periddica de farmacos antiparasitarios, por lo que se esperaria
una menor prevalencia. Esto podria indicar que, en los perros estudiados,
no se estan aplicando los antiparasitarios adecuados o su frecuencia de uso
no es la correcta (34). En el presente estudio se sentaran las bases de un
programa de control de estas parasitosis en los perros.

Se identificaron siete géneros o especies de parasitos, diversidad
comparable con el rango reportado en estudios previos, el cual fue de 4 a 16
parasitos (6,8,10,35,36). En el 10,1 % de los perros se encontrd parasitismo
mixto, sobre todo de dos géneros o especies. En zonas tropicales de
México, se han reportado mayores prevalencias de infecciones mixtas. En
Yucatén, se reporté 21,3 % de parasitosis dobles y 3,1 % de triples (2); en
Veracruz, se ha reportado 37,6 % de parasitosis dobles, 28,9 % de triples
y 5,9 % de cuadruples (37); en Argentina y Rumania, la prevalencia de
infeccidn de parasitosis mixtas también ha sido mayor, con 16,8 % y 38
%, respectivamente (28-36). Al igual que en otros estudios, se observaron
parasitosis mixtas de nematodos y protozoos (26,36,38). La importancia
de conocer los géneros y las especies, asi como las infecciones mixtas de
parasitos, radica en lograr la seleccién correcta del farmaco antiparasitario, lo
que permite tratamientos efectivos que ayuden a controlar estas parasitosis.

Los resultados muestran un predominio de géneros y especies de
parasitos zoondticos. Seis de las siete especies identificadas tienen potencial
zoonotico, lo que coincide con otros estudios, como el de Ciudad de México,
donde todas (100 %; 3/3) las especies reportadas fueron zoonéticas (9); el de
Veracruz, con el 100 % (5/5) (35); el de Mérida, con el 75 % (3/4) (10), y el de
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Villahermosa, con el 85,7 % (6/7) (8). Este mismo comportamiento se registra
a nivel mundial: en Austria, el 50 % (4/8) de los parasitos que afectan a los
perros son zoondticos (6); en Rumania, el 56,2 % (9/16) (36); en Polonia,

el 71,4% (5/7) (35), y en Brasil, el 75 % (6/8) (7). La transmision de estos
parasitos al humano depende de distintos factores, pero el hecho de que se
hayan identificado en animales que sirven de mascotas implica un mayor
riesgo de transmisién debido al contacto estrecho con los humanos. Ademas,
los perros positivos para estos parasitos que tienen acceso a espacios
publicos como parques, calles o jardines, son una fuente de contaminacién
del ambiente (11,39).

El nematodo con mayor prevalencia fue Toxocara spp., con 16,6 %. En
otras ciudades de México se reportan prevalencias variables, como en Mérida,
5,7 %y 6,2 % (2,10) y Ciudad de México, 6 % (9); en tanto que, en la ciudad
de estudio, Toluca, se ha reportado en suelos y espacios publicos (33).

En el analisis multivariado de regresion logistica, los perros menores
de un afo presentaron la mayor probabilidad de infeccion con Toxocara
spp. Un hallazgo similar se ha reportado en Espana, Rumania y Argentina
(28,36,38), donde los perros jovenes son los mas afectados por este
nematodo, probablemente porque, durante la gestacion y la lactancia, las
larvas infectivas (L,) se reactivan y se transmiten a los cachorros por medio
de la placenta y la leche (40). Asimismo, los animales jovenes tienen una
inmunidad poco desarrollada, lo que se refleja en una reaccién inmunitaria
insuficiente frente a los parasitos (41).

El segundo parasito con mayor prevalencia fue Giardia spp., con 13,4 %,
la mas alta reportada en perros domiciliados de México. En Villahermosa,
Tabasco, se reportd en el 1 % de los perros (8), en tanto que, en estudios
de perros callejeros, la prevalencia ha sido mayor: en Ciudad de México,
46,5 % (42) y en Veracruz, 42,6 % (37). En el 2008 en Australia, Palmer, et
al., observaron un aumento en la prevalencia de este protozoario en perros
y una tendencia a la disminucion de helmintos, lo que asociaron al uso
generalizado de antihelminticos. Los perros con diarrea tenian 3,1 veces
mas probabilidades de tener parasitosis por Giardia spp.; este parasito dafa
las vellosidades del intestino delgado, lo que resulta en deficiencias en la
absorcién de nutrientes y aumento de la permeabilidad intestinal y, al final,
genera destruccion de enterocitos (43). Lo mismo hallaron Bouzid, et al., en
pacientes sintomaticos comparados con los asintomaticos (44).

El género Ancylostoma fue el tercero con mayor prevalencia en la
poblacion estudiada (9,2 %); ademas, es el parasito zoondtico con mayor
prevalencia en los estudios de Ciudad de México (7,5 %) (29), Villahermosa,
Tabasco (15,9 %) (8), Mérida, Yucatan (32,6 %) (10), Argentina (13,4 %) (28),
Brasil (37,8 %) (7), Polonia (36 %) (35) y Rumania (33 %) (36).

Los perros menores de un afio tienen 2,04 veces mas probabilidades de
infeccién con este nematodo, probablemente asociada con la transmision
lactogénica del parasito en los primeros dias de vida (40). Asimismo, la
permanencia en exteriores se asocié con la infeccién, probablemente porque
los animales en contacto con el suelo en exteriores, patios y jardines son
propensos a adquirir Ancylostoma spp. por via oral y cutdnea; llegan a ser
parasitosis graves en el intestino delgado, donde producen los principales
efectos en su fase adulta (40,45).
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La diarrea y las manifestaciones clinicas intestinales también se asociaron
con la infeccién de Ancylostoma spp. El nematodo se alimenta de la mucosa
del intestino delgado y genera dafio mecanico al adherirse a la misma mediante
su capsula bucal, y la diarrea suele acompanarse de sangre (46). Este parasito
es uno de los mas reportados en estudios internacionales y, segun nuestros
resultados, fue el que presentd mas factores asociados con la infeccion.

El cestodo con mayor prevalencia fue D. caninum, con 4,7 %. La
prevalencia de este parasito ha sido menor en estudios similares, como los
llevados a cabo en Mérida, Yucatan (2,3 %) (2), en Villahermosa, Tabasco (0,3
%) (8), en Argentina (1,5 %) (28), en Rumania (1,4 %) (34), en Brasil (2,5 %)
(7) y en Australia (0,1 %) (47).

La diarrea (OR=4,80) y las manifestaciones clinicas intestinales (OR=3,32)
fueron factores asociados con la infeccion con D. caninum. El cestodo se
adhiere a la pared intestinal por medio del escélex, lo que genera dafio en
la mucosa e inflamacion del intestino (46); sin embargo, la diarrea se asocia
poco con este parasito, cuyo sintoma caracteristico es el prurito anal (48),
el cual no se valoro en este estudio. La presencia de pulgas también fue un
factor (OR=3,32) que favorecio la infeccion con D. caninum, ya que las pulgas
Ct. felis, Ct. Canis, Pulex irritans y T canis son huéspedes secundarios de
este cestodo.

Cystoisospora spp. fue el segundo protozoo con mayor prevalencia (4,7
%), Y la Unica especie encontrada que no se considera zoondtica. Este género
se reporta en la mayoria de estudios epidemioldgicos con prevalencias bajas
comparadas con las de los nematodos u otros protozoos como Giardia spp. El
1,9 % de los perros estudiados en Mérida, Yucatan, resultaron positivos para
Cystoisospora spp. (10); en Villahermosa, Tabasco, el 6,9 % (8); en Argentina,
el 11,9 % (28); en Brasil el 3,5 % (7), y en Austria, el 2 % (6).

Los factores asociados con la infeccidn por este género fueron la diarrea y
las manifestaciones clinicas intestinales. El parasito destruye la lamina propia
de todo el intestino delgado del perro hasta producir atrofia de las vellosidades.
Se considera un patdgeno primario de diarrea en animales jévenes (49).

Otros parasitos identificados cuya prevalencia estuvo por debajo de 1 %,
fueron Taenia spp. (0,74 %) y T vulpis (0,24 %), ambas especies zoondticas;
el cestodo es el que posee mayor capacidad patégena en el humano (50),
en tanto que T vulpis solo se ha reportado como causante de zoonosis de
manera excepcional (51). La poca prevalencia de este ultimo contrasta con
las altas cifras en otros estados de México o en estudios internacionales:
Yucatan, 25,4 % vy 5,7 % (2,10), Campeche, 9,2 % (52), Veracruz, 18,8 %
(37), Brasil, 7,1 % (7), y Rumania, 16,6 % (36).

La prevalencia de ectoparasitos (13,1 %) fue menor a la reportada en
otros estudios; en dos provincias de Brasil fue de 100 % y 89,7 % (32), y en
Etiopia, 99,5% (53). Esta menor prevalencia se asocia con las caracteristicas
ambientales y de altitud en esta zona, las cuales no presentan cambios
considerables entre las temporadas de lluvia y las secas. En la zona de
estudio, el promedio de la temperatura es de 15 °C y la humedad del 70 %
(19). A menor altitud, pero con temperatura y humedad mayores, los ciclos
parasitarios se completan en un tiempo menor y puede haber hasta cuatro
generaciones en un afio (53), por lo cual, en zonas mas elevadas, las
prevalencias se incrementan.
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Las pulgas fueron el ectoparasito mas prevalente, 12,9 %, similar a
lo reportado en ltalia, 17,6 % (12). En el contexto nacional, en el estado
de Aguascalientes, la prevalencia en perros domiciliados es de 12 %,
cifra considerablemente menor de la encontrada en Yucatan, 48 %, o en
Cuernavaca, 30,3 %. La especie predominante fue Ct. felis, lo que coincide
con los reportes mencionados, con excepcién del de Aguascalientes, donde
Ct. canis fue la especie mas prevalente (13,15,54,55).

Los perros con condiciones corporales deficientes presentaron mayor
prevalencia de infeccion (OR=2,43). Debido a su habito hematéfago, los
ectoparasitos pueden producir anemia y, en consecuencia, un déficit
nutricional cronico (46). El prurito y las lesiones dérmicas se asociaron
con las infestaciones por pulgas, con OR de 2,11 y 2,98, respectivamente.
Al alimentarse, las pulgas inoculan saliva, la cual es muy alergénica, y
ocasionan una dermatitis con intenso prurito; y al rascarse, los perros
exacerban las lesiones en la piel (55).

Solo un perro presentd garrapatas de la especie R. sanguineus, la de
mayor distribucién en distintos estados de México (16-18). Este perro era
originario de Yucatan, donde se reporta gran prevalencia de este ectoparasito
(18), el cual es responsable de la transmisidon de agentes como Ehrlichia
canis y Babesia canis (56).

Trichodectes canis fue el unico piojo identificado en un perro. Este piojo
no es comun en perros; en México, Brazil y Etiopia, se reporta Heterodoxus
spiniger como el piojo de mayor importancia en perros, con prevalencias del
2 al 67,4 % (30,53,57). Los resultados indican que los piojos, al igual que las
garrapatas, no parasitan de manera importante a la poblacion de perros de la
zona de estudio.

En el presente estudio y mediante PCR, se verifico que el 9,6 % de
las pulgas se encontraban infectadas con D. caninum, resultado similar al
obtenido en paises de Europa (8,3 %) y en Malasia (10 %). La especie de
pulga con mayor prevalencia (5,7 %) de D. caninum fue Ct. felis, la mas
importante en la transmisién de este cestodo en Europa y Malasia (26,58).
La importancia de esta especie radica en que es un parasito zoonético
cuya transmisién al humano ocurre principalmente en infantes que ingieren
accidentalmente pulgas infectadas (59-61), por lo cual es importante un
control de este vector en la regién.

En conclusion, la prevalencia de endoparasitos en perros domiciliados
de Toluca, México, se considera alta, dado que la poblacion estudiada
recibe atencién médica periddica. Se observé un predominio de especies
parasitarias con potencial zoonético, lo cual puede representar un riesgo para
los duefios de mascotas de la zona. Segun el andlisis de regresién logistica,
se debe hacer un diagndstico parasitolégico exhaustivo en los perros jévenes,
pues es el grupo con la mayor prevalencia de parasitos y que mas cercania
tiene con los propietarios. También, se encontraron asociaciones de las
parasitosis con la presencia de diarrea o semidtica intestinal, el tener acceso
a espacios exteriores y la presencia de pulgas.

Por el contrario, la prevalencia de ectoparasitos en Toluca fue baja, siendo
las pulgas las mas prevalentes. La condicion corporal, el prurito y las lesiones
en piel, se asociaron con las infestaciones de ectoparasitos. La presencia de
D. caninum en los perros y en las pulgas pone de manifiesto la importancia
de un control integral de endoparasitos y ectoparasitos en la region, para
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disminuir las infecciones e infestaciones en los perros y reducir el riesgo de
transmision a los humanos.
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Introduction: Next Generation Sequencing (NGS) is cost-effective and a faster method to
study genes, but its protocol is challenging.

Obijective: To analyze different adjustments to the protocol for screening the BRCA genes
using lon Torrent PGM sequencing and correlate the results with the number of false
positive (FP) variants.

Material and methods: We conducted a library preparation process and analyzed

the number of FP InDels, the library concentration, the number of cycles in the target
amplification step, the purity of the nucleic acid, the input, and the number of samples/lon
314 chips in association with the results obtained by NGS.

Results: We carried out 51 reactions and nine adjustments of protocols and observed
eight FP InDels in homopolymer regions. No FP Single-Nucleotide Polymorphism variant
was observed; 67.5% of protocol variables were jointly associated with the quality of the
results obtained (p<0.05). The number of FP InDels decreased when the quality of results
increased.

Conclusion: The lon AmpliSeq BRCA1/BRCA2 Community Panel had a better performance
using four samples per lon-314 chip instead of eight and the optimum number of cycles

in the amplification step, even when using high-quality DNA, was 23. We observed better
results with the manual equalization process and not using the lon Library Equalizer kit.
These adjustments provided a higher coverage of the variants and fewer artifacts (6.7-fold).
Laboratories must perform internal validation because FP InDel variants can vary according
to the quality of results while the NGS assay should be validated with Sanger.

Keywords: Sequence analysis; DNA; high-throughput nucleotide sequencing; genes,
BRCAT1; genes, BRCA2.

Correlacion entre el nimero de variantes de falsos positivos y la calidad de los
resultados en la secuenciacién con lon Torrent PGM™ para seleccionar genes BRCA

Introduccioén. La secuenciacion de nueva generacién es un método rentable y rapido para
el estudio de los genes, pero su protocolo entraia desafios.

Objetivo. Investigar diferentes ajustes del protocolo de seleccién de los genes BRCA
mediante secuenciacién de lon Torrent PGM™ vy correlacionar los resultados con el nimero
de variantes de falso positivo.

Materiales y métodos. El proceso de preparacion de la biblioteca, el numero de falsos
positivos InDels, la concentracion de la biblioteca, el nimero de ciclos en el paso de
amplificacion de objetivos, la pureza del acido nucleico, la entrada y el nimero de

muestras por chip del lon-314 se analizaron en asociacién con los resultados obtenidos por
secuenciacion de nueva generacion secuenciacion de nueva generacion.

Resultados. Se hicieron 51 reacciones y nueve ajustes de los protocolos, y se observaron
ocho falsos positivos InDels en las regiones de homopolimeros. No se observé ninguna
variante de polimorfismo de nucledtido simple falso positivo. En 67,5 % de los casos,

las variables de protocolo en su conjunto se asociaron con la calidad de los resultados
obtenidos (p<0,05). El numero de falsos positivos InDels disminuyé al aumentar la calidad
de los resultados.

Conclusiones. El panel comunitario lon AmpliSeq BRCA1/BRCA2 tuvo un mejor
rendimiento, con cuatro muestras por chip lon-314 en lugar de ocho, y el nimero de
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ciclos en el paso de amplificacion, incluso con ADN de alta calidad, fue mejor con 23.

Se observaron mejores resultados con el proceso de ecualizacion manual y sin el uso

del kit lon Library Equalizer. Estos ajustes proporcionaron una mayor cobertura de las
variantes y menos artefactos. Los laboratorios deben realizar la validacién interna porque
las variantes de falsos positivos InDel pueden variar segun la calidad de los resultados. La
secuenciacion de préxima generacion debe validarse con Sanger.

Palabras clave: andlisis de secuencia; ADN; secuenciacion de nucleétidos de alto
rendimiento; genes BRCA1; BRCA2.

Mutations in the BRCA1/BRCAZ2 genes are associated with breast,
ovarian, prostate, and pancreatic cancers (1), but it is not clear
whether these genes increase the risk of colorectal cancer (2). The increasing
demand for genetic testing diagnosis in a clinical setting has created the
need for an alternative technology to Sanger sequencing. Next generation
sequencing (NGS) is cost-effective and faster for the study of genes (3).
However, the NGS protocol is still expensive and there are challenges
throughout its steps (4).

NGS analysis is very useful in studies using single-nucleotide
polymorphism (SNP), InDel, and genomic rearrangements (5). Homopolymer
regions may render imprecise results, such as strand bias and low quality
in determining the variants under study (6), while Sanger sequencing is
considered the gold standard to validate mutations in these regions (7).

BRCA1/BRCAZ2 are considered high-penetrance dominant autosomal
genes for breast cancer (BC) susceptibility, and they are responsible for 25%
of the risk for familial BC (8-10). The investigation of these genes in Brazil is
important given the miscegenation of its population (10).

NGS is a process that requires configurations to improve analytical
efficiency, as well as its sensitivity and specificity (3). Here we analyzed
different protocol adjustments for the screening of the BRCA genes using
the lon Torrent PGM™ NGS technology and correlated the results with the
number of FP variants.

Material and methods
We conducted a transversal and observational study.
Patients

Patients were selected from among those attending the Cancer Hospital in
Muriaé city, Brazil. The inclusion criteria were the presence of breast (n=29),
colorectal (n=4), rectum (n=2), prostate (n=3), and/or ovary (n=1) cancers at
any age with familial or sporadic history. One negative control sample was also
used. Although the association between colorectal cancer and the BRCAT and
BRCA2 genes is weak, we did not exclude these cases (2).

Eighteen years-old patients were excluded.
Sample selection and DNA extraction

Forty peripheral blood samples were collected in two EDTA tubes. DNA
extraction was performed with QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) and DNA
guantification was done on a Qubit 3.0 fluorometer using a dsDNA BR Assay
kit while DNA qualification was done on a Nanodrop spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific). A sample with a pathogenic variant was used as
positive control and three samples were validated by the Division of Genetics
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at the National Cancer Institute (INCA), Brazil.
Sample preparation and lon Torrent PGM™ sequencing

DNA inputs were tested with 10-30 ng to construct the libraries manually
using the lon Ampliseq Library kit 2.0. We used 19, 21, and 23 cycles to
amplify the targets and the lon AmpliSeq BRCA7 and BRCA2 Community
Panel (Thermo Fisher Scientific) with 167 primer pairs (3 primer pools). The
amplicons were then partially digested, the barcodes were inserted, and
the samples purified. The libraries were purified using Agencourt Ampure
XP beads (Beckman Coulter), then quantified and equalized with the lon
Library Equalizer kit or manually diluted with ultrapure water. All libraries were
quantified by gPCR using the lon Library Quantitation Kit and some samples
were quantified by fluorimetry using Qubit dsDNA HS Assay Kit. Multiplexed
barcoded libraries were amplified by PCR emulsion using the PGM Hi-Q View
Chef kit and the lon 314 chip. The PCR emulsion was performed in an lon Chef
equipment with consecutive analysis in the PGM for the sequencing step.

Variant selection and quality parameters

Variants were called by the Variant Caller plugin version 5.6 and compared to
the genome version GRCh37/hg19 in Torrent Suite and lon Reporter algorithms.

We tested different adjustments of protocols to screen the BRCA1/BRCA2
genes by NGS trying different factors for the input, the library preparation
process, the number of samples/lon 314 chip, and the number of cycles in the
target amplification step. The parameters evaluated at the final runs were: On
target (%), mean depth (%), and uniformity and mapped reads (%) to analyze
the results of the protocols performed.

We analyzed all targeted coding exons and exon—intron boundaries, as
well as 20 base pairs (bp) of BRCA1/BRCAZ2 genes. The NGS assay used
is not recommended to detect large deletions and duplications variants and
MLPA assay is suggested to investigate CNV variants. Here, we confirmed all
pathogenic variants, some benign ones, and those of uncertain significance
(VUS) by Sanger.

Variant data analysis

Torrent Suite software version 5.2 was used to analyze the amplicons and
generate quality run metrics. We used Generic-PGM-Germline Low stringency
as a parameter for variant calling (cutoff with 15 reads for InDels and six for
SNPs). We only selected variants with a minimum average base quality in the
30 Phred Score. They should have =25 when multiplying the allele coverage
by the zygosity, according to the recommendation by Lih, et al. and the NCI-
MATCH NGS assay to ensure the confidence in variant calls (9).

The homozygous alleles had to have a minimum value of 25 reads when
the allelic frequency was 90-100%, and the heterozygous alleles, 50 reads
when the frequency was 40-60% to be selected as a valid variant. All the
variants with coverage below six reads were also analyzed by Sanger.

Statistical analysis

We performed a descriptive statistical analysis using the SPSS software
version 17. To compare the quality factor among the different protocols
tested, we performed a non-parametric test for independent samples and
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multiple regression analysis to associate the quality value of each protocol
tested with the library preparation process, the number of FP InDels, the
library concentration in picomolar (pM), the number of cycles in the target
amplification step, the 260/230 and 260/280 DNA ratios, the DNA input, and
the number of samples/lon 314 chips. We used Spearman’s test to correlate
the number of InDel variants, the number of extension cycles, and the number
of samples/lon 314 chips with the quality of results. Using the independent-
samples median test we compared the results obtained with the protocols.
The results were considered statistically significant when p<0.05.

Ethical approval

All the procedures involving human participants followed the Brazilian
ethical standards established in Resolution 466/2012 and those by the CEP-
Faminas research committee (CAAE number 62262416.3.00005105), as well
as the 1964 Helsinki Declaration and later amendments or comparable ethical
standards.

Results
Library and template preparation for NGS sequencing

Nine different protocol adjustments were done in BRCA1/BRCA2
genes. In the first one (n=7), the sequencing chemistry used in PGM was
the PGM Hi-Q Chef kit (Thermo Fisher Scientific). The target amplification
step was conducted with a 19-cycle extension considering the high quality
of DNA samples. In 4/7 samples we observed two amplicons with <16
reads coverage. The low coverage amplicons were AMPL225505032 and
AMPL223390724 in exons 23 and 20, respectively.

In the second protocol, the extension cycle in the target amplification
step (with +2) and the library concentration in pM were increased in an
attempt to improve the quality of the results and the mean read length. The
chemistry used was the lon PGM Hi-Q View Chef kit. Only one of the samples
analyzed in this protocol (n=29) had all amplicons covered properly; 26
samples had low coverage (<16 reads) in amplicon AMPL225505032 and
27 in AMPL223390724. Three samples had low coverage also in amplicon
AMPL224626553 and one of them in AMPL225316548.

The third protocol had a cycle extension with 23 units used to amplify low-
quality DNA. In 2/3 of samples analyzed, we observed a higher mean read
length. All samples analyzed (n=3) had amplicons with low coverage. In 2/3
samples, the coverage stayed low in both amplicons: AMPL225505032 and
AMPL223390724.

From the fourth protocol onwards, we loaded four samples in the lon
314 chip instead of eight. All samples (n=3) had low coverage in both
AMPL225505032 and AMPL223390724 amplicons. One of them, a positive
control sample with a pathogenic SNP mutation, was reanalyzed in an
external laboratory as reported in our methodology. In the fifth protocol,
three of the samples used in protocol 2 were reanalyzed with four samples
per chip and all of them had low coverage both in AMPL225505032 and
AMPL223390724 amplicons.

The library preparation of protocols 1 to 5 was performed using the lon
Ampliseq Library kit 2.0 and the lon Library Equalizer kit. It is important to
mention that the number of samples analyzed per chip was different from
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the number of samples analyzed per protocol, the first one being only a run
configuration.

In the sixth protocol, we only tested a sample already analyzed in protocol
2. The library preparation was performed following all steps in the lon Ampliseq
Library kit 2.0 including the library enrichment step with Platinum PCR
SuperMix Hifi and Equalizer Primers, which differed from previous protocols.
The final library concentration was approximately 77 pM and the library
equalization process was manually performed with ultrapure water dilutions.

In the seventh protocol, we used one sample and the library preparation
was performed using lon Ampliseq Library kit 2.0. The enrichment step with
Platinum PCR SuperMix Hifi and the Equalizer Primers was not performed.
The sample was diluted to approximately 73 pM and had low coverage in both
AMPL225505032 and AMPL223390724 amplicons. Mapped reads and mean
depth decreased despite maintaining the same number of variants observed.

In the eighth protocol, we used two samples already investigated in
protocol 2 with a larger input (20 ng/reaction); the library preparation was
done according to protocol 6. Only one sample had low coverage in the
amplicon AMPL223390724 and the quality factor increased.

In the ninth protocol, we analyzed the same samples used in protocol 8,
but with higher input and library concentration at 30 pM. Both samples had
low coverage in the AMPL223390724 amplicon and the mean read length
increased. Protocols 8 and 9 are routinely applied in our molecular biology
laboratory given their higher quality, absence of false positive variants, and
higher mean read length of amplicons. All these adjusted protocols are shown
in table 1.

Although the same variants were observed in protocols 2 and 6 using
the same sample, all quality parameters improved, except the uniformity,
with approximately 95% in both runs. This sample had low coverage in both
AMPL225505032 and AMPL223390724 amplicons and the mean read length
increased.

The lon NGS workflow failed to obtain an average coverage depth >20X in
a small number of amplicons, but in several samples (mainly AMPL22550532
in exon 23 and AMPL223392219 in exon 20 of BRCA2), the IGV visual
inspection and Sanger sequencing of those regions confirmed the base calls.

Table 1. Detailed protocols performed and their library final concentration

Protocol 260/230 ratio 260/280 ratio

Amplification targets Input (ng/ Library concentration (pM) Number of samples

(extension cycles) reaction) Median (min- max) analyzed per chip
1 1.8 (1.8-1.8) 2(1.4-2.3) 19 20 52 (20-58) 8
2 1.8 (1.8-1.9) 2.1 (1.4-2.3) 21 10 75 (36-111) 8
3 1.8 (1.8-1.8) 2.1 (1.9-2.2) 23 10 40 (35-44) 8
4a 1.8 (1.7-1.8) 2.1 (0.4-2.1) 23 10 25 (21-44) 4
5 1.8 (1.8-1.9) 2.2 (1.9-2.3) 21 10 69 (54-91) 4
62 1.8 2.2 23 10 76.8 4
7 av 18 2.1 23 10 73 4
8 1.8 (1.8-1.9) 2(1.9-2.2) 23 20 24 (18-30) 4
9 1.8 (1.8-1.9) 2(1.9-2.2) 23 30 28 (24-32) 4

a One sample tested

® Different manual equalization process considering the library enrichment step and the use of the lon Library Equalizer kit
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Figure 1. Amplicons observed in one sample as representative of each protocol

In all protocols, amplicons were lower than 50 bp (figure 1). Those smaller
than 50 bp decreased when we increased the input and the number of
extension cycles and when we applied four samples/chip instead of eight.
We observed a 6.7-fold increase in the quality factor in protocol 9 (p<0.05)
when compared to protocol 1 while with protocol 8, it was 11.3 times higher
compared to protocol 1 (p=0.03).

Protocol quality parameters

The quality of the results of the protocols tested was evaluated according
to four variables: On target (%), mean depth (%), uniformity, and mapped
reads (%) (figure 2). The 20x base coverage was constant in all protocols,
from 96,6 to 99,4% (median: 99,2%), and the 100x base coverage varied from
70,3 to0 99,3% (median 96,2%).

To make the statistical analysis easier, the on-target and uniformity
variables were divided by 100, and to obtain the quality factor the four
parameters were multiplied and divided by 1000 to generate a single quality
value per protocol (table 2). All protocols had the AQ17 parameter at 100%
while the AQ20 ranged from 95.5 to 97.9%. According to the base coverage, at
least 96% of the bases were observed with a 20x coverage.

Variants

Among the 40 samples under study (39 affected patients and 1 negative
control) distributed in 51 reactions and nine protocols, the last two had better
quality and absence of FP InDel variants (table 3). The number of samples
tested per protocol adjusted was not standard or larger because they were
performed to validate the BRCA1 and BRCAZ test using NGS in our laboratory.
The use of these approaches for genetic testing is complex, time-consuming,
expensive, and it requires extensive technical labor. We observed 75 different
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variants (results not shown) in 40 samples for a total of 567 including the
reproducibility test. The results obtained by Sanger detected eight FP InDels
including five different variants, all of them in homopolymer regions. We should
mention that not all the variants observed are described here, as we focused
on the NGS assay technical field. We reported variants suspected as false
positives and associated with possible artifacts given the need to improve our
results and to decrease the number of FP InDels in NGS assays.

Three samples were validated at the INCA laboratory (Genetics Division)
by fully reanalyzing them and no contradiction between the results was seen.
All variants determined as false positives were selected by the inclusion
criteria and were confirmed by Sanger.

In the first protocol, we observed two InDel variants in homopolymer
regions and all of them were excluded by Sanger sequencing as FP. The
chemistry used in PGM was the PGM Hi-Q lon Chef kit. In the second
protocol, we observed five InDel variants, all in homopolymer regions and
all considered FP. In the third protocol, we observed one FP InDel in the
homopolymer region.
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Figure 2. Quality parameters of samples investigated in each protocol (median value)

Table 2. Number and type of variants observed in each protocol (median value)

Number of SNP (absolute InDel (absolute InDel FP variants in .
! Quality factor
protocol frequency) frequency) homopolymer regions
1 7 11 (4-13) 2 2 12.5 (2.9-37.6)
2 29 11 (4-17) 5 5 13.5 (1.5-48)
3 3 14 (7-14) 1 1 35.5 (32.7-41.8)
4 3 8 (6-17) 0 0 35.2 (23.4-71.6)
5 3 16 (14-17) 0 0 6 (2.8-36.1)
6 1 13 0 0 35.9
7 1 12 0 0 4.1
8 2 15 (13-17) 0 0 204.4 (188.2-220.7)
9 2 15 (13-17) 0 0 146.1 (105.6-186.6)
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Table 3. False positive InDel variants included or excluded applying our validation parameters and confirmed by Sanger

Quality of InDel FP variants included by the NGS validation parameters and excluded by Sanger

Protocol Variant Samples Coding (c.) Protein (p.) Mean coverage Phred score p value
1 32906547 4 €.937_938insT p.Ser313fs 72 356.7 0.00001
32906565 6 €.956_957insA p.Asn319fs 99 718.5 0.00001
2 32906535 10e 12 c.925_926insT p.Ser309fs 54 406.8 0.00001
32906547 10 €.937_938insT p.Ser313fs 50 408.8 0.00001
32906565 1, 8, 11, 13, 17,23, 27, 28, 29 e 30 ¢.956_957insA p.Asn319fs 64 429.5 0.00001
32906576 10 e 28 €.966_967insA p.Val323fs 83 583.2 0.00001
32906602 10 c.994_995insA p.lle332fs 51 265.7 0.00001
3 32906565 9 ¢.956_957insA p.Asn319fs 124 779 0.00001
Quality of InDel FP variants excluded by the NGS validation parameters and excluded by Sanger
1 32893197 4 C.68-17AT>A p.? 41 63.7 0.00001
32907302 3,4,6e7 ¢.1689delG p.Trp563fs 41 365.7 0.00001
2 32907302 1,8, 10, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 20, c.1689delG p.Trp563fs 57 5415 0.00001
21, 22, 23, 24, 26, 28, 29, 30 e 33
3 32907324 31 c.1711delT p.Ser571fs 40 348.9 0.00001
32907302 9 c.1689delG p.Trp563fs 113 1079.1 0.00001
4 32907302 sg49e 9 ¢.1689delG p.Trp563fs 102 925.3 0.00001
5 32907302 21 c.1689delG p.Trp563fs 54 488.8 0.00001
6 32907302 25 ¢.1689delG p.Trp563fs 78 7211 0.00001
8 32907302 25 c.1689delG p.Trp563fs 314 2996.1 0.00001
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Figure 3. Analysis by Integrative Genomics Viewer (IGV) and by Sanger of the FP variant
ch13:32906565 (GRCh37.p13). The insertion of A was observed by IGV (A) and no mutation was
detected by Sanger (B).

Until protocol 3, 12 samples tested showed the rs80359770
(c.956_957insA) variant at chr13:32906565 (GRCh37.p13). The same variant
was investigated by Sanger and was excluded as FP InDel despite the mean
value of the Phred QUAL Score with 642.349 and 96 reads reporting an
insertion of A (Ref:C, Observed Allele:CA/CA) (figure 3).

From protocol four onwards, no FP InDel was observed and the quality
parameters improved. This means that when we inserted four samples/lon
314 chip, BRCAZ2 variants such as chr13:32906547 (c.937_938insT) and
chr13:32906565 (c.956_957insA) were not observed again. Sample 9 was
analyzed in two protocols, 3 and 4, and in this last one, the FP InDel variant
disappeared.
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Among the variants selected as true using the validation parameters,
29 SNPs showed coverage between 76 and 407 reads. These variants
were also reanalyzed and confirmed by Sanger and none of them were in a
homopolymer region.

All 8 InDels observed in protocols 1-3, with coverage of 51 to 124 reads,
were in homopolymer regions. All variants were excluded as FP by Sanger
and IGV analysis. In none of the 44 genetic regions (SNP) validated by
Sanger, we found false-negative variants compared with NGS results.

Variants observed as no call (considering the quality score, coverage <3,
and realignment errors) were validated by Sanger to confirm our laboratory’s
validation parameters. No call variants were observed in chr13:32907304,
32945109, 32945115, and 32945129, and in chr17:41222985 and 41223001.
These excluded variants, with strand bias and low coverage, appeared with high
frequency in our sample and were not observed when analyzed by Sanger.

The parameters applied to include or exclude a variant can increase
sensitivity and decrease the number of FP variants called, mainly in
homopolymer regions. To solve the low coverage of some amplicons (<16)
using the BRCA1/BRCA2 panel, all samples were fully sequenced in exons
20 and 23 in the BRCA2 gene.

Regarding the FP InDel variants included by the validation parameters
and excluded by Sanger, we increased the cutoff for them. We analyzed by
Sanger more than one sample bearing these InDel FP variants to find out a
true threshold value considering low and high-quality runs (table 3). The InDel
FP variants excluded by the validation parameters were not counted as FP
variants (according to the variant data analysis described in our Materials and
methods). The zygosity should also be considered to exclude a variant as FP
InDel when compared with world scientific data available.

Correlation between variants and quality parameters

The library preparation process, the number of FP InDels, the library
concentration in pM, the number of cycles in the targets amplification step, the
260/230 and 260/280 DNA ratios, the DNA Input, and the number of samples/
lon 314 chip were analyzed in association with the quality of the results. We
observed that these variants jointly correlated (67.5%) to the quality of the
results obtained (R?=0.67 and p<0.05).

There was a statistically significant difference between the quality of
the results obtained in all the protocols tested (p=0.03). Protocols 8 and
9 showed high-quality parameters for the variables of mapped reads,
uniformity, on target, and mean depth (two samples tested in each one).
Protocol 9 (input with 30 ng) had more variation in mapped reads and mean
depth than protocol 8 (input with 20 ng). Protocols 6 and 7 were performed
with one sample each to test different equalization processes. In protocol
6 (sample 25), after the library purification step, the sample was amplified
before quantification to enrich amplifiable material and to obtain a sufficient
sample for accurate quantification. In protocol 7 (sample 16), after the library
purification step, we diluted the sample in 50 pL of TE and did not perform
the enrichment. As the enrichment step showed better quality, for the next
samples we performed it. In the User guide (Thermo Fisher Scientific), this
step is described in Option 3 as “Quantify the amplified library with the Qubit
Fluorometer instrument’

781



Gouvéa Moreira TC, Rodrigues Bonvicino CC, da Silva Spinola P, et al. Biomédica 2021;41:773-86

782

There was no correlation between the number of FP InDel and the quality
of the results named as a quality factor (p=0.14), although the number of
FP InDel variants decreased when the quality factor increased. No FP SNP
variant was observed.

There was a weak inverse correlation of 33% between the quality of the
results (quality factor) and the number of samples/lon 314 chip (p=0.01) and
a positive correlation between the quality factor and the number of extension
cycles (r=0.50, p<0.05), despite DNA high quality. The number of samples per
chip weakly correlated with the number of FP InDel (r=0.37, p=0.007).

Discussion

The panel used in this study proved to be efficient in covering all exons and
a part of the introns, but there is great variability in amplification efficiency of
the 167 targets. Thus, a high value of mean coverage is essential to ensure
that even regions of lower efficiency in the PCR are represented in a minimum
cutoff in the sequencing data. This presentation was especially evident in our
clinical cohort and confirmation by Sanger as needed for the regions with poor
coverage (<20X).

The number of cycles in the amplification step for high-quality samples
was 19 (as in the User guide) and, even using high-quality DNA samples, the
best performance was observed with 23 cycles. The online chip calculator (lon
Ampliseq designer) recommends inserting eight samples per lon 314 chip,
but four samples per chip had better quality and fewer artifacts. We observed
better quality of runs when we applied a manual equalization process and did
not use of the lon Library Equalizer kit.

The American College of Medical Genetics guidelines recommend to
analyze the performance of different types of variants separately. We used
Sanger to validate not only the variants with low quality parameters, but also the
high-quality ones, the SNPs and the InDels, separately. This step is important
for the accuracy assay and to distinguish FP from genuine variants (11).

InDel variants are a challenge for NGS, mainly those located in
homopolymer regions (11,12) as the ones we observed in our study. We
confirmed FP InDel variants with high quality in NGS by Sanger.

According to Park, et al. (13), the quality of targeted NGS of a disease-
specific subset of genes is equal to the quality of Sanger sequencing, but
similarly to Bragg, et al. and Kang, et al. (11,12), we observed some FP
variants, mainly InDel, that needed validation by Sanger. In contrast to other
studies, we reported all the steps of the validation process from the beginning.
Different number of FP variants can be reported due to the settings used in
each laboratory depending on the number of samples per chip, the use of
the equalization kit, the number of amplification cycles, and the quality of
samples, factors directly associated with the final quality of NGS results. A
detailed validation protocol such as ours provides important information for
other laboratories that are starting to use NGS sequencing so as to decrease
technical errors, perform NGS validation in a shorter time interval with less
cost, and avoid FP variants as candidates to be inserted in the patient
report. In our study, BRCA2 variants ch13:32906547 (c.937_938insT) and
chr13:32906565 (c.956_957insA) were confirmed as FP. Mehta, et al. reported
these variants as true germline mutations in Indian patients with breast
cancer, but the coverage data and Sanger validation were not reported (14).
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Laboratories must perform internal validation because FP variants can vary
according to the run quality parameters and the presence of homopolymer
regions. The selection criteria of variants must be chosen in accordance with
the internal validation process of each laboratory (15). Lih, et al. strongly
recommend the reprocessing from template preparation of samples with low
sequencing quality. A good quality of nucleic acid samples investigated by NGS
is required to obtain true results, and DNA quantification is essential (9).

For the lon Ampliseq DNA library preparation in the target amplification
step, the manufacturer’s instructions recommend an amplification cycle of
19 for high DNA quality and 22 for low quality samples. Here we used high
quality samples, however, we observed greater values in quality parameters
when we used 23 cycles.

The manufacturer’s instructions also suggest the use of lon 314 chip with the
BRCA1/BRCAZ2 panel of 16 samples to obtain coverage >95% of bases at 30x.
We observed that the analysis of eight samples/lon 314 chip was not enough
to obtain high coverage in some amplicons. Zanella, et al. also observed the
AMPL22550532 in exon 23 with an average coverage depth <20x (6).

Studies with NGS in germline variants generally use a 20x of minimum
coverage/base sequenced on both strands and accounting for at least =20%
of the total reads (15,16). To solve the low coverage of some amplicons (<16
reads), we analyzed four samples/chip and the mean read length was around
151.8+1.3 bp in protocols 8 and 9. However, when eight samples/chip were
analyzed, the mean read length was 110.1+11.2. Given the low coverage
in some amplicons reported in our study, all samples had exons 20 and 23
sequenced by Sanger in the BRCA2 gene.

All pathogenic variants should be confirmed by Sanger (17). We validated
variants with low coverage and some with coverage greater than 60 reads
for confirmation. Some variants with >60 read coverage were also validated
because we observed an uncommon high frequency, mainly in protocols with
low quality. From protocol 4 onwards, samples were re-analyzed and the FP
InDel variants were not observed again.

Vendrell, et al. reported that some FP variants, such as BRCA2 ¢.2175dup,
c.1689del and ¢.9739del, and BRCA1 ¢.5289del, had a variant allelic
frequency of approximately 50% that could be attributed to systematic artifacts
(18). Some FP variants were also described in this study (table 3), so we
increased the coverage cutoff to distinguish them from the true variants.

Each variant suspected as FP was checked by Sanger both in low and high-
quality runs and in more than one sample to estimate the coverage cutoff
mainly in homopolymer regions. Besides, the frequency of polymorphisms
observed in the world population and the zygosity (in the world database
Exome Aggregation Consortium - ExAC) should be considered to indicate

a FP variant. If a clinical significant variant suspected as FP is observed in
homozygous state by NGS and this same variant is heterozygous in the world
databases, it is important to confirm with Sanger.

Jennings, et al. recommend Sanger sequencing coupled with targeted
mutation analysis when the allele burden is expected to be low (19).

To obtain greater statistical power, a larger number of samples per protocol
should be analyzed. In some protocols, only one sample was tested because
NGS sequencing is still an expensive technique.
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Beck, et al. analyzed 5.660 variants representing 13 unique single
nucleotide variants, and 19 of them were identified by NGS but not by Sanger
sequencing. They observed a minimum of 99.96% accuracy ratio for NGS
compared to Sanger sequencing (20).

Buzolin, et al., used an input of 20 ng/reaction and four samples per
lon 314 chip or eight per lon 316 chip. Using 4 samples per 314 chips they
observed an average coverage with 425x, with more than 95% of the bases
with a coverage of at least 100x and 98.88% at least 20x. Our eighth protocol
with 20 ng/ reaction input had 189.216 mapped reads, 98.07% average base
depth coverage with 1.203.000 and 98.87% of uniformity. These authors
identified 587 variants, 35 of them FP (5.9%) in 26 samples analyzed (21).
Our study found 1.4% (8/567) false positive variants considering all protocols
performed and after applying the validation parameters developed.

Even after optimizing the bioinformatics parameters used in our pipeline,
which improved the quality of mapping and variant calling, we had false
positive variants (1.4%). The allele frequency, the zygosity, the number of
studies that found similar data, and the clinical interpretation reported in
databases should also be evaluated beyond the lon Reporter™.

NGS assay offers higher throughput and a lower cost compared with
Sanger (22). Additionally, it shows higher power estimation than Sanger
(23) and is now being widely adopted in clinical settings (15). However, it
requires highly complex data analysis and there are a number of challenges
surrounding the technical aspects of the method (24,25).

The parameters under study do not include any novelty regarding the NGS
assay as seen in original articles, but as a methodological paper it can help
researchers involved in the complex and manual sequencing in the laboratory
bench. Our analysis of the parameters is not found in scientific articles
presented in a critical way and the technicians only count with the manuals of
the machines as a guide in the validation step. This study helps beginners in
NGS sequencing to avoid wasting time and reduces costs due to the errors
generally made when using this technology for the first time.

This analytical validation met the expected performance requirements
for the used intended as recommended by the manufacturer, but some
important specifications should be done. The optimal number of cycles in
the amplification step, even using high-quality DNA, was 23. lon AmpliSeq
BRCA1/BRCA2 Community Panel had better performance with four samples
per lon-314 chip than with eight. We observed better results when manual
equalization process was done and there was no use of the lon Library
Equalizer kit. These adjustments provided higher coverage of the variants and
fewer artifacts (6.7-fold in the quality of results). Laboratories must perform
internal validation because FP InDel variants can vary according to the quality
of results. Finally, NGS assay must be validated with Sanger in the first stage
of validation in laboratories and for new and low-quality coverage variants
observed in the laboratory routine (mainly InDels).
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Introduccidn. No se dispone de pruebas sensibles ni especificas para diagnosticar la
artritis idiopatica juvenil sistémica.

Objetivo. Evaluar la utilidad diagndstica de niveles de ferritina total cinco veces por encima
del valor normal (ferritina total>5N) y el porcentaje disminuido (menor de o igual a 20 % de
la ferritina total) de la ferritina glucosilada (ferritina glucosilada<20 %) para el diagnéstico
de artritis idiopatica juvenil sistémica en pacientes con fiebre de origen desconocido
evaluados por reumatologia pediatrica.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional de pruebas diagndsticas de
corte transversal en menores de 16 afos hospitalizados entre el 2010 y el 2014. El patron
diagndstico de referencia fue el cumplimiento de los criterios de clasificacion o diagndstico
confirmado en el seguimiento. Se determinaron las medidas de utilidad de las pruebas.
Resultados. Se incluyeron 40 pacientes con fiebre de origen desconocido: 11 con artritis
idiopatica juvenil sistémica y 29 con otros diagnésticos. La mediana de la ferritina total fue
mayor en la artritis idiopatica juvenil sistémica (3.992 ng/ml) comparada con otras causas
de fiebre de origen desconocido (155 ng/ml) (p=0,0027), asi como la ferritina total>5N
(90,91 % Vs. 51,72 %) (p=0,023). El porcentaje de ferritina glucosilada<20 % fue de

96,5 % en otras fiebres de origen desconocido en comparacion con la artritis idiopatica
juvenil sistémica (81,8 %) (p=0,178). La ferritina total>5N tuvo una sensibilidad del 91 %,
una especificidad del 48 %; un cociente de probabilidades (Likelihood Ratio, LR) positivo
de 1,76 y uno negativo de 0,19, demostrando mayor utilidad para el diagnéstico que la
combinacion de la ferritina total>5N vy ferritina glucosilada<20 %, cuya sensibilidad fue del
81,8 %, la especificidad del 48,3 %, un cociente de probabilidades LR positivo de 1,58 y un
LR negativo de 0,38.

Conclusioén. En pacientes con fiebre de origen desconocido evaluados por reumatologia
pediatrica, la ferritina total>5N demostrd ser Util como prueba de tamizacién para el
diagndstico de artritis idiopatica juvenil sistémica.

Palabras clave: artritis idiopatica juvenil sistémica/diagndstico; ferritinas; sensibilidad y
especificidad; cociente de probabilidades

Ferritin levels in children with juvenile idiopathic arthritis of systemic onset and
children with other causes of fever of unknown origin: A multicenter study of
diagnostic tests

Introduction: There are no sensitive or specific tests available to diagnose systemic
juvenile idiopathic arthritis (sJIA).

Objective: To assess the utility as diagnostic tests of total ferritin (TF) levels greater than 5
times the normal value (TF>5N) and the decreased percentage (less than or equal to 20%
of TF) of glycosylated ferritin (GF<20%) for the diagnosis of sJIA in patients with fever of
unknown origin evaluated by pediatric rheumatology.

Materials and methods: We conducted an observational, cross-sectional study of
diagnostic tests in children under 16 years of age hospitalized between 2010 and 2014. The
reference diagnostic standard was the fulfillment of the classification criteria or confirmed
diagnosis at follow-up. We determined the measures of utility of the tests.

Results: We included 40 patients with fever of unknown origin, 11 with sJIA, and 29 with
other diagnoses. The median TF was higher in sAlJ (3992 ng/ml) versus other causes of
fever of unknown origin (155 ng/ml) (p=0.0027), as well as TF>5N (90.91% versus 51.72%)
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(p=0.023). The percentage of GF<20% was higher in patients with other causes of fever
of unknown origin (96.5%) compared to sJIA (81.8%) (p=0.178). TF>5N had a sensitivity
of 91%, specificity of 48%, positive likelihood ratio (LR) of 1.76, and negative LR of 0.19
demonstrating greater utility for the diagnosis of sJIA than the combination of FT> 5N
with GFR <20%, with a sensitivity of 81.8%, specificity of 48.3%, positive LR of 1.58, and
negative LR of 0.38.

Conclusion: In patients with FUO evaluated by pediatric rheumatology, TF> 5N proved
useful as a screening test for the diagnosis of sJIA.

Keywords: systemic juvenile idiopathic arthritis/diagnosis; ferritins; sensitivity and
specificity; likelihood ratio.

La artritis idiopatica juvenil sistémica es una enfermedad autoinflamatoria
de etiologia desconocida que, ademas de la artritis, se caracteriza por
fiebre en picos, exantema maculopapular evanescente, linfadenopatias,
hepatoesplenomegalia y serositis (1). La presentacion clinica es diversa;
algunos pacientes no presentan artritis hasta semanas o meses después del
inicio de la fiebre, otros manifiestan patrones de fiebre atipicos o no tienen
ninguna otra manifestacion sistémica ademas de la fiebre. Aproximadamente
el 10 % de los pacientes presenta como complicacion una forma de
linfohistiocitosis hemofagocitica secundaria, denominada sindrome de
activacion macrofagica, que puede ser fatal (2). En la mayoria de los casos,
los resultados de los examenes de laboratorio, incluido el aumento de la
velocidad de eritrosedimentacion, de la proteina C reactiva, la leucocitosis, la
neutrofilia y la trombocitosis, reflejan el estado inflamatorio; sin embargo, no
se dispone de pruebas sensibles ni especificas de apoyo para el diagnéstico
de la artritis idiopatica juvenil sistémica. Dada la naturaleza inespecifica de
los signos y sintomas y de las pruebas de laboratorio, el enfoque clinico es
dificil y el diagnostico se hace por exclusion, lo que implica descartar una
gran cantidad de enfermedades que comparten manifestaciones e incluyen
todas aquellas que se manifiestan como fiebre de origen desconocido.

La International League of Associations for Rheumatology (ILAR)
establecio unos criterios de clasificacion para la artritis idiopatica juvenil
sistémica (3), sin embargo, estos establecen como condicion que el paciente
presente artritis y que se descarten otros diagndsticos, por lo que son poco
utiles en la practica clinica y han sido objeto de cuestionamientos (4). En
una cohorte de 136 pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica, solo
42 de 136 (30 %) cumplieron dichos criterios (5). Los datos provenientes
de dos registros alemanes indicaron que estos criterios solo detectaron el
478y el 54,3 % de los casos, respectivamente (6). Recientemente, el grupo
de la Pediatric Rheumatology International Trials Organization (PRINTO)
propuso una nueva clasificacion de la artritis idiopatica juvenil que incluye
criterios para la forma sistémica, pero no contempla la artritis como un criterio
obligatorio; no obstante, esta es una propuesta que aun no ha sido validada ni
aceptada de forma universal (7).

Para el enfoque de los pacientes con fiebre de origen desconocido, se han
propuesto diferentes marcadores biolégicos con el fin de estrechar el espectro
de posibilidades diagnésticas, entre los que se cuentan la proteina C reactiva
y la procalcitonina para predecir infecciones bacterianas (8), las sustancias
producidas por macréfagos activados como las proteinas S100A12 y S100A8/
A9 (calprotectina) para la artritis idiopatica juvenil sistémica (9) y la ferritina
total y la glucosilada para la enfermedad de Still del adulto (10).

La ferritina es la principal forma de depdsito de hierro intracelular, pero sus
niveles no solo se correlacionan con el hierro almacenado, sino también, con
estados de enfermedad como reactante de fase aguda (11). Aunque la mayor
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parte de la ferritina esta dentro de la célula, existe una cantidad significativa
en el plasma; una porcién de esta ferritina circulante puede provenir del
escape de células necroticas, pero la mayoria se produce por secrecion,
proceso durante el cual se le adicionan moléculas de carbohidratos (12). Por
esta razon, en condiciones normales la ferritina circulante esta glucosilada
en 45 a 70 %, en tanto que la ferritina intracelular no tiene carbohidratos
(13). Esta relacion se altera en estados inflamatorios y hepatopatias, en los
cuales puede elevarse desproporcionadamente la ferritina circulante (14).
Sin embargo, en estas condiciones, aunque los niveles de ferritina total se
aumentan, el porcentaje de ferritina glucosilada con frecuencia permanece
bajo y no reacciona con el mismo estimulo (15).

Como la ferritina aumenta en la mayoria de estados inflamatorios, se
considera muy sensible para detectar la inflamacion, pero muy poco
especifica para diferenciar entre las numerosas causas que la explican (16-
18). Sin embargo, llama la atencidn su notorio aumento en la enfermedad
de Still del adulto, considerada por la mayoria de los autores como la
enfermedad equivalente a la artritis idiopatica juvenil sistémica en pacientes
mayores de 16 afios (19). En dicha enfermedad, la ferritina total generalmente
aumenta por encima de cinco veces su valor normal, dato que ayuda al
diagnéstico diferencial en el contexto clinico apropiado. Varios estudios,
incluido uno en Colombia (20), demuestran la utilidad diagnoéstica tanto del
aumento de la ferritina total como de la disminucion muy marcada en el
porcentaje de la ferritina glucosilada (10,20-23). Ademas, estos marcadores
son Utiles en el diagndstico de las formas primarias y secundarias de
linfohistiocitosis hemofagocitica (24).

Fautrel, et al., encontraron que la combinacion de la elevacion de la
ferritina total 5 veces por encima del valor normal y un valor de ferritina
glucosilada menor o igual al 20 % de la ferritina total tiene una sensibilidad
del 43,2 % y una especificidad del 92,9 % para detectar la enfermedad de
Still del adulto (10). En el 2002 se incluyd la ferritina glucosilada menor de
o igual al 20 % de la ferritina total como uno de los principales criterios de
una propuesta de clasificacién de esta enfermedad (25), los cuales fueron
validados en el 2018 (26). Los estudios mencionados se hicieron en pacientes
con enfermedad de Still del adulto, en tanto que la informacion sobre la
ferritina en la artritis idiopatica juvenil sistémica es escasa y se limita a
estudios descriptivos (5,27,28).

Después de una busqueda exhaustiva, no se encontraron estudios en
nifos que compararan los niveles de ferritina en la artritis idiopatica juvenil
sistémica con los observados en otras fiebres de origen desconocido,
como tampoco estudios que evaluaran la utilidad de estas pruebas en el
diagnostico de la artritis idiopatica juvenil sistémica.

En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar la utilidad y el
rendimiento de los niveles de ferritina total cinco veces por encima del valor
normal (segun el grupo de edad y el sexo) y el porcentaje disminuido (menor
de o igual al 20% de la total) de la ferritina glucosilada como pruebas para el
diagndstico de la artritis idiopatica juvenil sistémica en pacientes con fiebre
de origen desconocido evaluados por reumatologia pediatrica en dos centros
de referencia de Medellin, Colombia.
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Materiales y métodos

Se hizo un estudio de pruebas diagnodsticas de tipo observacional y corte
transversal en dos instituciones de cuarto nivel de atencién, las cuales son
centros de referencia de reumatologia pediatrica en Medellin, Colombia:
el Hospital Pablo Tobon Uribe y el Hospital Universitario San Vicente
Fundacion. Se incluyeron de forma prospectiva pacientes menores de 16 afos
hospitalizados entre el 1° de noviembre de 2010 y el 1° de febrero de 2014
con solicitud de interconsulta en reumatologia pediatrica por la presencia de
fiebre. Se consideraron como pacientes con fiebre de origen desconocido
a aquellos con temperatura axilar mayor de 38 °C, por lo menos, dos veces
a la semana durante mas de dos semanas a quienes no se habia podido
diagnosticar después de la evaluacion clinica exhaustiva y de haber realizado
las siguientes pruebas: hemograma, velocidad de eritrosedimentacion,
proteina C reactiva, citoquimico de orina, urocultivo, hemocultivos, y rayos X
de térax (29,30). La velocidad de eritrosedimentacion se determind mediante
técnica automatizada por fotometria capilar, con valores de referencia
de 1 a 20 mm/hora, y la proteina C reactiva por inmunoturbidimetria con
valores de referencia de 0,01 a 0,82 mg/dl. Se excluyeron los pacientes con
antecedentes de ingestion de hierro farmacoldgico, deferoxamina o transfusion
en los ultimos seis meses, enfermedad renal cronica, hepatopatia grave o
inmunodeficiencia primaria confirmada.

A cada paciente se le hizo una evaluacion clinica completa con énfasis
en las caracteristicas de la fiebre y se ordenaron los examenes pertinentes
para el manejo de la fiebre de origen desconocido, incluida la medicion de
la ferritina total y la glucosilada segun la metodologia que se describe mas
adelante. Durante la hospitalizacion, se hizo seguimiento de los pacientes y,
en el momento del alta, se dejé consignado si habia sido posible determinar
el diagndstico definitivo de la fiebre. A los pacientes con diagndstico de
probable artritis idiopatica juvenil sistémica en el momento del alta, se les
hizo seguimiento clinico, por lo menos, durante 12 meses, con evaluacion
clinica periédica por reumatologia pediatrica hasta confirmar o descartar el
diagndéstico. A los pacientes sin ningun diagndstico definido o con diagnésticos
diferentes a la artritis idiopatica juvenil sistémica en el momento del alta, se les
hizo seguimiento telefonico de seis a 12 meses a partir del egreso hospitalario
para determinar el diagnoéstico definitivo de la causa de la fiebre.

El diagnéstico definitivo de artritis idiopatica juvenil sistémica se considerd
de acuerdo con los siguientes parametros:

Pacientes que cumplian los siguientes criterios de la ILAR (3): artritis en una
0 mas articulaciones, con (o precedida por) fiebre diaria mayor de o igual a 39
°C de, por lo menos, dos semanas de duracion, cotidiana por lo menos durante
tres dias y acompafiada de uno o mas de los siguientes signos: exantema
tipico, linfadenopatias, hepatoesplenomegalia o serositis; se excluyeron los
pacientes positivos para el factor reumatoide, por lo menos, en dos ocasiones
y con antecedente personal o familiar en primer grado de consanguinidad de
enfermedades asociadas con el antigeno HLA-B27 (espondilitis anquilosante,
artritis asociada a entesitis, artritis reactiva, sacroiliitis con enfermedad
inflamatoria intestinal, uveitis anterior aguda, psoriasis o artritis psoriasica).

Pacientes que, sin cumplir los anteriores criterios, después de al menos 12
meses de seguimiento por reumatologia pediatrica, continuaban dependiendo
de tratamiento con inmunomoduladores para el control de los sintomas y sin
otro diagndstico que explicara su cuadro clinico.
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Para el andlisis de los datos, se excluyeron aquellos pacientes sin
diagnéstico definido al darlos de alta y sin seguimiento ambulatorio ni
posibilidad de contactarlos en el momento de la busqueda para determinar
el diagndstico definitivo a los seis meses de su inclusion en el estudio. En la
fase de seleccidn de pacientes para el estudio, el pediatra reumatélogo no
tuvo acceso a los resultados de la ferritina glucosilada.

Como la muestra de la que se parti¢ para este estudio no era poblacién
pediatrica general sino pacientes con diagnéstico establecido de fiebre de
origen desconocido, se esperaba que el mayor valor de la prueba ayudara
a confirmar la enfermedad, es decir, que tuviera una gran especificidad. Por
ello, para el calculo del tamafno de la muestra se plante6 una sensibilidad
del 50 % y una especificidad del 95 %. Se utilizé la prevalencia reportada
de artritis idiopatica juvenil sistémica del 5,5 % en pacientes pediatricos con
fiebre de origen desconocido en el estudio de revision sistematica de Chow,
et al. (31). Se calculé un error estandar del intervalo de confianza del 2,1 a
2,5 % (precisién). El tamano de muestra obtenido con el programa Epidat 3,1
fue entre 27 y 36 pacientes, y se tomé el dato mas preciso de 36 pacientes.
El calculo del tamafo de muestra se hizo planteando una sensibilidad del
90 % y una especificidad del 50 %, obteniéndose un tamano muestral de
37 pacientes. La informacion de cada paciente se recogié en un formato
disenado para el estudio. Todos los datos se ingresaron en una hoja de
calculo de Excel© y se hizo el andlisis estadistico con el paquete MedCalc
Statistical Software, versién 19.4.0.

Determinacion de la ferritina sérica total y el porcentaje glucosilado

La ferritina sérica total es la concentracién en plasma expresada en ng/
ml medida por inmunoensayo; la ferritina glucosilada es la forma de ferritina
asociada con carbohidratos que constituye normalmente entre el 45y el 70 %
de la ferritina circulante. La medicion de la ferritina glucosilada se hizo con la
técnica de Worwood (32) (anexo 1).

A los valores obtenidos se les aplico la siguiente formula para determinar
el porcentaje de ferritina glucosilada:

% de ferritina glucosilada _ [ferritina total] - ferritina no glucosilada x 100 _
ferritina total

Los niveles de ferritina total se consideraron elevados cuando se
encontraban por encima de los estandares normales segun la edad, asi: para
nifos de ambos sexos de 1 a 5 afos, hasta 24 ng/ml, y de 6 a 10 afos, hasta
55 ng/ml; de los 11 a los 16 afos, para el sexo masculino hasta 70 ng/ml y
para el femenino hasta 40 ng/ml (33).

Andlisis estadistico

Se utilizé como patrén diagnostico de referencia de la artritis idiopatica
juvenil sistémica el cumplimiento de los criterios de la ILAR o el diagnéstico
confirmado con base en la evolucién del paciente durante un seguimiento, por
lo menos, de 12 meses a cargo del especialista en reumatologia pediatrica y
con base en los criterios anotados.

Se determiné la distribucidon normal de las variables mediante la prueba
de Shapiro-Wilks. Las variables con distribucion normal se expresaron con
medias y desviacion estandar; las variables que no cumplieron este supuesto
se expresaron como medianas y rangos intercuartiles (RIC) y, las variables
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categoricas, en numeros absolutos y relativos. Se compararon las frecuencias
entre los grupos con artritis idiopatica juvenil sistémica y otras causas de
fiebre de origen desconocido con la prueba de ji al cuadrado o la exacta

de Fisher segun los valores esperados. Los promedios se compararon con
una prueba U de Mann-Whitney. Los valores de p<0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Se hicieron tablas de contingencia con los siguientes valores: ferritina
total cinco veces por encima del limite superior esperado para la edad y el
sexo; ferritina glucosilada menor de o igual al 20 % de la ferritina total, y la
combinacion de ambas mediciones. Se calcularon los valores de sensibilidad,
especificidad, los valores predictivos, la exactitud y los cocientes de
probabilidades (LR) con sus intervalos de confianza (IC) del 95 %.

De las medidas descritas, la mayor utilidad clinica correspondio al LR,
por lo que se hizo énfasis en estos resultados. El LR se define como la
probabilidad de dicho resultado en presencia de enfermedad dividida por
la probabilidad de dicho resultado en ausencia de enfermedad. Los LR
resumen informacion de la sensibilidad y de la especificidad e indican la
capacidad de la prueba para incrementar o disminuir la verosimilitud de un
determinado diagnéstico (34). Segun la interpretacion de los LR establecidas
por el Evidence-Based Medicine Working Group (35), si el LR es igual a
1, la prueba no tiene utilidad. En la practica clinica, un LR positivo mayor
de 10 o menor de 0,1 es muy util. La exactitud de la prueba se refiere a
la probabilidad general de que un paciente sea correctamente clasificado
utilizandola y se determina mediante la proporcién de verdaderos positivos y
verdaderos negativos entre todos los casos evaluados (34).

Para el disefo del estudio, se consideraron los parametros propuestos por
la iniciativa Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy (STARD) (36), la
cual pretende mejorar la calidad de los reportes de los estudios de exactitud
diagnostica.

El protocolo fue aprobado por el Instituto de Investigaciones Médicas de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia (Acta de aprobacion
CODI 2010 — N° 580) y por los comités de ética e investigacion de ambas
instituciones hospitalarias participantes.

Resultados

En el periodo del estudio (del 1° de noviembre del 2010 al 1° de febrero
del 2014), se incluyeron 46 pacientes con fiebre de origen desconocido, 40 de
los cuales cumplieron con el periodo minimo de seguimiento (dos fallecieron
antes de cumplir los seis meses de seguimiento sin un diagndstico definitivo
de la causa de la fiebre y cuatro se perdieron durante el seguimiento).

Después de una mediana de tiempo de ocho meses (RIC=6-16), el
52,5 % de los 40 pacientes tuvo fiebre de origen desconocido secundaria a
una enfermedad reumatolégica y el 47,5 % por otras causas. En 11 de los
pacientes, se confirmé el diagndstico de artritis idiopatica juvenil sistémica
y 29 tuvieron otros diagndsticos y fueron agrupados asi: diez (25 %), otras
enfermedades reumatoldgicas; siete (17,5 %), causas infecciosas; dos (5 %),
linfohistiocitosis hemofagocitica primaria; dos (5 %), neoplasias malignas
o benignas; tres (7,5 %), causas miscelaneas, y cinco (12,5 %), fiebre de
origen desconocido resuelta sin causa definida (cuadro 1). En el grupo
de pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica, tres (27 %) tuvieron
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diagnéstico de sindrome de activacién macrofagica definido con base en los
criterios de la Pediatric Rheumatology International Trials Organization (37).
En el grupo de pacientes con fiebre de origen desconocido por otras causas,
dos presentaban linfohistiocitosis hemofagocitica primaria confirmada por
estudio genético, y otro de estos pacientes con fiebre secundaria a infeccién
por el virus de Epstein Barr tuvo linfohistiocitosis hemofagocitica secundaria
demostrada por aspirado de médula dsea.

La edad promedio fue de 7,4 afios en los pacientes con artritis idiopatica
juvenil sistémica y 5,7 anos en el grupo de pacientes con fiebre de origen
desconocido por otras causas. El 54,5 % de los pacientes con artritis
idiopatica juvenil sistémica era de sexo masculino (6 pacientes) y el 45,4 %
de sexo femenino (5 pacientes); en el grupo de fiebre de origen desconocido
por otras causas también predominé el sexo masculino (65,5 %). La duracion
de la fiebre tuvo una mediana de 40 dias (RIC=23-55) en el grupo de artritis
idiopatica juvenil sistémica, en comparacion con una mediana de 26 dias
(RIC=21-30,5) en el grupo de fiebre de origen desconocido por otras causas.

En comparacién con otras causas de fiebre de origen desconocido,
los pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica presentaron fiebre
predominantemente en la noche (p=0,002), y mayor frecuencia de exantema
evanescente (p=0,007) y de adenopatias (p=0,02), con una diferencia
estadisticamente significativa. No se observaron diferencias con respecto a
otras caracteristicas o manifestaciones clinicas de la fiebre. En el cuadro 2
se presentan las principales caracteristicas de los examenes de laboratorio
de los pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica y aquellos con otras
causas de fiebre de origen desconocido. En los primeros, fue mas frecuente
el aumento de la velocidad de eritrosedimentacion por encima de 50 mm/hora
y de leucocitosis (para la edad) en comparacion con los segundos, con una
diferencia estadisticamente significativa (p=0,029).

Cuadro 1. Distribucion por causas de 40 pacientes remitidos a reumatologia
pediatrica por fiebre de origen desconocido

Diagnésticos n (%)
Causas reumatoldgicas 21 (52,5)
Artritis idiopatica juvenil sistémica 11 (27,5)
Enfermedad de Kawasaki 3(75)
Lupus eritematoso sistémico 2 (5)
Vasculitis urticariforme 1(2,5)
Poliarteritis nodosa 2 (5)
Sindrome periddico asociado al receptor del TNF (TRAPS) 2 (5)
Otras causas de fiebre de origen desconocido 19 (47,5)
Causas infecciosas 7 (17,5)
Fiebre tifoidea 2 (5)
Infeccién viral asociada a linfohistiocitosis 1(2,5)
Toxoplasmosis 1(2,5)
Abscesos intrabdominales en paciente con fibrosis quistica 1(2,5)
Empiema subdural 1(2,5)
Sindrome de infeccidn recurrente anormal en paciente inmunodeficiente 1 (2,5)
Linfohistiocitosis hemofagocitica primaria 2 (5)
Neoplasias 2 (5)
Leucemia mieloide 1(2,5)
Tumor miofibroblastico inflamatorio 1(2,5)
Miscelaneas 3(75)
Fiebre de origen central (diabetes insipida) 1(2,5)
Fiebre por antibiético 1(2,5)
Fiebre secundaria a sindrome de hipersensibilidad por carbamazepina 1(2,5)
Fiebre de causas no identificadas 5(12,5)
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La mediana de la ferritina total fue mas elevada en los pacientes con
artritis idiopatica juvenil sistémica (3.992 ng/ml; RIC=2.306-9.466 ng/ml)
que en aquellos con fiebre de origen desconocido por otras causas (155 ng/
ml; RIC=57-669 ng/ml), con una diferencia estadisticamente significativa
(p=0,0027), asi como la del nivel de ferritina cinco veces por encima del limite
superior para la edad y el sexo, el cual se detectd en 10 de 11 pacientes con
artritis idiopatica juvenil sistémica (90,91 %) y en 15 de 29 pacientes con
fiebre de origen desconocido por otras causas (51,72 %) (p=0,023).

La mediana de la ferritina glucosilada fue de 308,62 ng/ml (RIC=72,4-449)

en pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica, en comparacion con
14,36 ng/ml (RIC=77-30,7) en aquellos con fiebre de origen desconocido por
otras causas y la diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,0005). Se
observd un mayor porcentaje de pacientes con ferritina glucosilada menor de
20 % de la total en el grupo de pacientes con otras causas de fiebre de origen
desconocido (96,5 %), en comparacion con aquellos con artritis idiopatica
juvenil sistémica (81,8 %), pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa (p=0,178) (cuadro 3).

Cuadro 2. Caracteristicas de laboratorio de los pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica y otras causas de fiebre de origen

desconocido

AlS Otras causas de FOD§
e n=11 n=29

Caracteristica

n (%) Total p* R 1 LHH N M NI

n (%) n=10 (%) n=7 (%) n=2 (%) n=2 (%) n=3 (%) n=5 (%)

Eritrosedimentacion >50 mm/hora 9(81,8) 14 (48,3) 0,029 7 (70) 3(42,9) 0 1(50) O 3 (60)
PCR elevada >10 mg/dl 4(36,4) 5(172) 0,227 1(10) 1(143) 0 1(50) 0 2 (40)
Proteina C reactiva elevada >1 mg/dl 11 (100) 26 (89,7) 0,548 9(90) 6(85,7) 2(100) 2(100) 3(100) 4 (80)
Anemia (Hb<2 DE segun edad y sexo) 9 (81,8) 17 (58,6) 0,27 6 (60) 5(71,4) O 0 2 (66,7) 4 (80)
Leucocitosis segun edad 7 (63,6) 7 (24,1) 0,029 3(30) 2(28,6) O 0 0 2 (40)
PMNN > 80% 3(273) 4(13,8) 0,369 3(30) 0 0 1(50) O 0
AST aumentada 3(273) 11(379) 0,715 2(20) 4(571) 2(100) 2(100) 1(33,3) 0
ALT aumentada 4(36,4) 12 (41,4) 1 2 (20) 4(571) 2(100) 2(100) 2 (66,7) O
DHL aumentada (segun edad) 8(80) 10(41,7) 0,063 1 (12,5) 3 (50) 2(100) 1(50) 1(50) 2(50)

AIJS: artritis idiopatica juvenil sistémica, FOD: fiebre de origen desconocido §Otras causas de FOD: R: reumatolégicas: poliarteritis nodosa (2),
TRAPS - sindrome febril asociado al receptor del TNF (2), Kawasaki (3), vasculitis urticariforme (1), lupus eritematoso sistémico (2); I: Infecciosas:
fiebre tifoidea (2), infeccién viral asociada a linfohistiocitosis (1), toxoplasmosis (1), abscesos intrabdominales en paciente con fibrosis quistica (1),
empiema subdural (1), sindrome de infeccién recurrente anormal en paciente inmunodeficiente (1); LHH: linfohistiocitosis hemofagocitica primaria (2);
N: neoplasias: leucemia mieloide (1), tumor miofibrobléstico inflamatorio (1); M: misceldneas: fiebre de origen central — diabetes insipida (1), fiebre
por antibiético (1), fiebre secundaria a sindrome de hipersensibilidad por carbamazepina (1); NI: FOD resuelta por causa no identificada (5). PMNN:
polymorphonuclear neutrophil; AST: aspartato aminotransferasa ALT: alanino aminotransferasa DHL: deshidrogenasa lactica. Valor p *Prueba de ji al
cuadrado

+Prueba exacta de Fisher

Cuadro 3. Comparacion de los resultados de la ferritina total, la ferritina glucosilada y el valor de ferritina cinco
veces por encima del normal (segun sexo y edad) entre pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica y otras
causas de fiebre de origen desconocido

Prueba diagnéstica AlJS (n=11) Otras causas de FOD (n=29) P
Ferritina sérica total en ng/ml, mediana (RIC) 3.992 (2.306-9.466) 155 ng/ml (57-669) 0,0027+
Ferritina mayor a 5 veces lo normal, n (%) 90,91 51,72 0,023*
Ferritina glucosilada en ng/ml, mediana v(RIC) 308,62 (72,4-449) 14,36 (7,7-30,7) 0,0005*
Ferritina glucosilada menor de 20 % de la total, n (%) 81,82 96,55 0,178*

AlJS: artritis idiopatica juvenil sistémica, FOD: fiebre de origen desconocido
Valor p: + Mann-Whitney; * Prueba exacta de Fisher
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En los cuadros 4 y 5 se presenta la informacion sobre las medidas de
utilidad de las pruebas diagndsticas. Al analizar la ferritina total con un valor
5 veces por encima del normal (segun sexo y edad) (cuadro 4), se encontrd
una sensibilidad del 91 % (IC,,, 58,72 %-99,77 %) y una especificidad del 48
% (IC,,, 29,45 %-67,47 %), un LR positivo de 1,76 (IC,,, 1,18-2,62), un LR
negativo de 0,19 (IC,, 0,03-1,27), en tanto que la exactitud de la prueba fue
del 60 %. Segun la interpretacién de los LR ya mencionada (Evidence-Based
Medicine Working Group) (35), el LR positivo de 1,76 cambia la probabilidad
diagndstica en un grado insignificante, en tanto que un LR negativo de 0,19
(IC,,,, 0,03-1,27) indica un cambio moderado de la probabilidad diagndstica,
lo que, asociado con una sensibilidad del 91 %, indica que es un método
importante para la tamizacién de la enfermedad.

En cuanto a la ferritina glucosilada menor de o igual al 20 % de la ferritina
total, se encontr6 una sensibilidad del 91 % (IC,,, 62,3-98,4 %) pero una
especificidad del 3,4 % (IC,,,, 0,6-172 %); la exactitud de la prueba fue del
27,5 % (IC,,, 16,1-43,8 %) y el LR positivo fue de 0,94 (IC,,,, 0,77-1,15),
muy cercano al 1, lo que altera la probabilidad diagndstica en un grado
insignificante.

Cuadro 4. Valor de ferritina 5 veces por encima del normal (segun

sexo y edad) para el diagndstico de artritis idiopatica juvenil
sistémica Vs. fiebre de origen desconocido por otras causas

Ferritina 5 veces por Pacientes Otras causas de Total
encima del valor normal* con AlJS FOD

Prueba positiva 10 VP (a) 15 FP (b) 25
Prueba negativa 1 FN (c) 14 VN (d) 15
Total 11 (a+c) 29 (b+d) 40

AlJS: artritis idiopatica juvenil sistémica, FOD: fiebre de origen desconocido

* Valores de referencia de ferritina segiin edad y sexo: para nifios de ambos
sexos de 1 a 5 afos, hasta 24 ng/ml, y de 6 a 10 afos, hasta 55 ng/ml;

de los 11 a los 16 afios, para el sexo masculino hasta 70 ng/ml y para el
femenino hasta 40 ng/ml (33).

(a): Verdaderos positivos (VP): AIJS con prueba positiva

(b): Falsos positivos (FP): otras causas de FOD con prueba positiva

(c): Falsos negativos (FN): AlJS con prueba negativa

(d): Verdaderos negativos (VN): otras causas de FOD con prueba negativa
a+c: casos con patron de referencia positivo (AIJS)

b+d: casos con patrén de referencia negativo (otras causas de FOD)

a+b: casos con la prueba diagndstica positiva (ferritina 5 veces por encima
del valor normal)

c+d: casos con la prueba diagndstica negativa (ferritina 5 veces por encima
del valor normal)

Sensibilidad (S) = 91 % (IC95% 58,72-99,77 %)

Especificidad (E) = 48% (IC95% 29,45-67,47 %)

Valor predictivo positivo (VPP) = 40,0 % (IC95% 30,92-49,82 %)

Valor predictivo negativo (VPN) = 93,3% (IC95% 67.54-98,95 %)
Proporcién de falsos positivos (FP)= 52% (1C95% 34,4-68,6 %)
Proporcién de falsos negativos (FN)= 9% (IC95% 1,6-37,7 %)
Exactitud=60 % (1C95% 43,3-75,1 %)

Cociente de probabilidad positivo (LR+) = 1,76 (1C95% 1,18-2,62)
Cociente de probabilidad negativo (LR-) = 0,19 (IC95% 0,03-1,27)
Probabilidad pre-prueba (prevalencia) = 27,5 % (IC95% 14,60-43,89 %)
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Cuadro 5. Prueba combinada de ferritina 5 veces por encima del
valor normal (segun sexo y edad) y ferritina glucosilada menor de
o igual al 20 % de la total para el diagnodstico de artritis idiopatica
juvenil sistémica Vs. fiebre de origen desconocido por otras causas

Ferritina 5 veces por Pacientes Otras causas de Total
encima del valor normal* con AlJS FOD

Prueba positiva 9VP (a) 15 FP (b) 24
Prueba negativa 2FN (c) 14 VN (d) 16
Total 11 (a+c) 29 (b+d) 40

AlJS: artritis idiopatica juvenil sistémica, FOD: fiebre de origen desconocido

* Valores de referencia de ferritina segun edad y sexo: para nifios de ambos
sexos de 1 a 5 afos, hasta 24 ng/ml, y de 6 a 10 afos, hasta 55 ng/ml;

de los 11 a los 16 afios, para el sexo masculino hasta 70 ng/ml y para el
femenino hasta 40 ng/ml (33).

(a): Verdaderos positivos (VP): AIJS con prueba positiva

(b): Falsos positivos (FP): otras causas de FOD con prueba positiva

(c): Falsos negativos (FN): AlJS con prueba negativa

(d): Verdaderos negativos (VN): otras causas de FOD con prueba negativa
a+c: casos con patrén de referencia positivo (AIJS)

b+d: casos con patrén de referencia negativo (otras causas de FOD)

a+b: casos con la prueba diagnostica positiva (ferritina 5 veces por encima
del valor normal y ferritina glucosilada menor o igual al 20 % de la total)

c+d: casos con la prueba diagnéstica negativa (ferritina 5 veces por encima
del valor normal y ferritina glucosilada menor o igual al 20 % de la total)

Sensibilidad (S)=81,8 % (IC95% 52,3-94,9 %)

Especificidad (E)=48,3 % (1C95% 31,4-65,6 %)

Valor predictivo positivo (VPP) = 37,5 % (IC95% 21,2-57,3 %)

Valor predictivo negativo (VPN) = 87,5 % (IC95% 64,0-96,5 %)
Proporcién de falsos positivos (FP)= 51,7 (IC95% 34,4-68,6 %)
Proporcién de falsos negativos (FN)= 51,7 (IC95% 34,4-68,6 %)
Exactitud=575 % (IC95% 42,2-71,5 %)

Cociente de probabilidades positivo (LR+)=1,58 (IC95% 1,01-2,48)
Cociente de probabilidades negativo (LR-)=0,38 (IC95% 0,10-1,41)
Probabilidad pre-prueba (prevalencia)=27,5 %

En el cuadro 5, se presenta la informacion sobre las medidas de utilidad
de las pruebas combinadas (ferritina total mayor de cinco veces el valor
normal y el porcentaje de la ferritina glucosilada menor de o igual al 20 % de
la total). La prueba combinada tuvo una sensibilidad del 81,8 % (IC,,, 52,3-
94,9 %) y una especificidad del 48,3 % (IC,,, 31,4-65,6 %); la exactitud fue
del 575 % (IC,,,, 42,2-71,5 %) y el LR positivo de 1,58 (IC,,,, 1,01-2,48), lo
qgue cambia la probabilidad diagndstica en un grado insignificante, en tanto
que el LR negativo fue de 0,38 (IC,.., 0,10-1,41), lo que genera un cambio
pequeno en dicha probabilidad.

95%

Discusion

El término artritis idiopatica juvenil propuesto por la ILAR agrupa segun
categorias siete enfermedades diferentes, incluida la artritis idiopatica
juvenil sistémica, que representa entre el 4 y el 17 % del total de pacientes
con artritis idiopatica juvenil (3). Esta enfermedad frecuentemente debuta
como una fiebre de origen desconocido, por lo que el manejo clinico es
complejo dado que, por definicién, la artritis idiopatica juvenil sistémica es
un diagnostico de exclusion. Con el propdsito de determinar la etiologia de
la fiebre de origen desconocido en poblacion pediatrica general, Chow, et
al., hicieron una revision sistematica de la literatura y encontraron que las
enfermedades reumaticas constituyeron el 9 % de todas las causas de fiebre
de origen desconocido, siendo la artritis idiopatica juvenil sistémica la mas
comun en esta categoria (31), con un 5,5 %. Teniendo en cuenta que en esta
serie se incluyeron solamente pacientes remitidos a reumatologia pediatrica
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por fiebre de origen desconocido, la frecuencia de enfermedades reumaticas
fue mucho mayor (52,5 %) y la artritis idiopatica juvenil sistémica represento
el 275 % del total de las causas.

Desde el punto de vista clinico y paraclinico, en comparacién con las otras
causas de fiebre de origen desconocido y las diferencias estadisticamente
significativas, los pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica tuvieron
mayor frecuencia de fiebre de predominio nocturno, exantema evanescente,
adenopatias, aumento de la velocidad de eritrosedimentacién (mayor de 50
mm/hora) y leucocitosis (cuadro 2); sin embargo, otras manifestaciones como
la artritis, u otros marcadores como la proteina C reactiva elevada (mayor
de 10 mg/dl), que refleja el intenso proceso inflamatorio caracteristico de
la enfermedad, no alcanzaron una diferencia estadisticamente significativa
con respecto a las otras causas de fiebre de origen desconocido (cuadro
2). Los hallazgos descritos evidencian la dificultad para diferenciar la artritis
idiopatica juvenil sistémica de otras causas de fiebre de origen desconocido
con base en los criterios clinicos y de laboratorio convencionales, dificultad
que se incrementa por el hecho de que el tratamiento de la dicha artritis con
esteroides y otros medicamentos inmunosupresores puede empeorar algunas
de las otras enfermedades, como infecciones o neoplasias.

La ferritina plasmatica es una proteina cuya produccion aumenta durante
los estados inflamatorios (16-18). El incremento es extremadamente alto en
pacientes con enfermedad de Still del adulto y, puesto que es un recurso
de laboratorio accesible, varios autores lo han propuesto como marcador
de actividad para esta enfermedad (10,20,21). En el 2001, se propuso que,
ademas de la hiperferritinemia, el hallazgo de una ferritina glucosilada menor
de o igual al 20 % de la total podria mejorar el rendimiento diagndstico de
la prueba para esta enfermedad (10) y, en el 2002, se incluyé como uno de
los principales criterios en una propuesta de clasificacion (25), la cual fue
validada en el 2018 (26).

El aumento de la ferritina se ha informado en algunas series descriptivas
de pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica (5,27). Behrens, et al.,
encontraron, en una cohorte de 136 pacientes con artritis idiopatica juvenil
sistémica, que la ferritina era mayor de 500 ng/ml en 46 de 66 pacientes (70
%) (5). En un estudio descriptivo en Colombia, Ramirez, et al., encontraron
que, en el 78 % de 15 pacientes con artritis idiopatica juvenil sistémica, los
niveles de ferritina estaban cinco veces por encima del valor normal para la
edad y el sexo (27). En la presente serie, este porcentaje fue mayor (90,91 %)
(cuadro 3), hallazgo que podria estar relacionado con una mayor frecuencia
del sindrome de activacion macrofagica (27 %) en comparacion con otras
series en las cuales se ha registrado en cerca del 10 % de los pacientes (2).
Sobieska, et al., evaluaron las proteinas de fase aguda en 10 pacientes con
artritis idiopatica juvenil sistémica en comparaciéon con 36 muestras de 27
pacientes con enfermedad de Still del adulto (21 muestras en fase activa
y 15 en remisién), y encontraron valores de ferritina total muy elevados en
aquellos con la enfermedad activa (promedio de 2.385 ng/ml+1.517), en tanto
que en los enfermos con artritis idiopatica juvenil sistémica artritis idiopatica
juvenil sistémica y con la enfermedad en remision, los valores mostraron un
incremento leve (218 ng/ml+101 y 240 ng/mlI+106, respectivamente) (28).

Hasta donde fue posible establecerlo, no hay en la literatura estudios de
pruebas diagndsticas sobre la utilidad de la ferritina con un valor cinco veces
por encima del normal ni de la ferritina glucosilada en la artritis idiopatica
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juvenil sistémica. Por ello, se llevd a cabo este estudio considerando como
patron diagndstico de referencia el cumplimiento de los criterios de la ILAR o
del pediatra reumatélogo durante un seguimiento de minimo 12 meses, como
se determind en la metodologia.

En comparacién con el grupo de pacientes con fiebre de origen
desconocido por otras causas, en aquellos con artritis idiopatica juvenil
sistémica la ferritina total tuvo un aumento estadisticamente significativo
(cuadro 3). En este estudio, el valor de la ferritina cinco veces por encima del
normal (segun sexo y edad) tuvo una sensibilidad del 91 % (IC,,,, 58,72-99,77
%) y una especificidad del 48 % (IC,,,, 29,45-67,47 %) para el diagndstico
de la artritis idiopatica juvenil sistémica (cuadro 4). En un estudio sobre el
valor diagndstico de los niveles de ferritina total y ferritina glucosilada para la
enfermedad de Still del adulto, Fautrel, et al., compararon dichos niveles en
49 pacientes y 120 controles con enfermedades infecciosas, neoplasicas y
otras enfermedades sistémicas (10).

En comparacion con el presente estudio, el valor de ferritina cinco veces
por encima del normal tuvo una sensibilidad del 40,8 % y una especificidad
del 80 %, lo cual podria explicarse porque, en el estudio de Fautrel, et al., en
el 20,4 % de los pacientes la enfermedad de Still del adulto estaba inactiva en
el momento de la inclusién (10), en tanto que, en el presente estudio, la toma
de muestra para la ferritina total y la glucosilada se hizo en el momento de la
evaluacion inicial en el servicio de reumatologia pediatrica, cuando todos los
pacientes tenian fiebre y otras manifestaciones de enfermedad activa.

En relacidn con la menor especificidad, en el presente estudio, se
explicaria porque los pacientes con linfohistiocitosis hemofagocitica
primaria tuvieron valores similares (un poco mas elevados) de ferritina total
qgue aquellos con artritis idiopatica juvenil sistémica. La linfohistiocitosis
hemofagocitica es una enfermedad infrecuente caracterizada por fiebre,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia y niveles muy elevados de ferritina que
se relacionan con la proliferacion y activacion de macréfagos benignos por
hemofagocitosis en la médula 6sea (38). Existen dos formas: la primaria,
gue es una enfermedad autosémica recesiva, y la secundaria, asociada con
infeccion, neoplasia y enfermedades autoinmunitarias, incluida la artritis
idiopatica juvenil sistémica, en las cuales se denomina sindrome de activacion
macrofagica. En varios estudios se ha demostrado que la hiperferritinemia y
la disminucion de la ferritina glucosilada son hallazgos caracteristicos de la
linfohistiocitosis hemofagocitica primaria y la secundaria (39-41).

La ferritina glucosilada menor de o igual al 20 % del valor total de la
ferritina tuvo una sensibilidad del 91 % (IC,,, 62,3-98,4 %), pero una
especificidad muy baja, del 3,4 % (IC,, 0,6-17,2 %), para el diagnostico de
artritis idiopatica juvenil sistémica. Este dato contrasta con los hallazgos del
estudio de Fautrel, et al., en el cual se registré una sensibilidad adecuada,
del 79,5 %, y una especificidad del 66,4 % (10). No hay una explicacion
clara para este hallazgo y, aunque comparar cualquiera de los resultados de
estos dos estudios entrana la dificultad de que se trata de metodologias y
poblaciones diferentes (nifios y adultos), la mayoria de autores consideran
que la enfermedad de Still del adulto y la artritis idiopatica juvenil sistémica
son la misma pero en edades opuestas (42-44). En este sentido, la
comparacion de los resultados del presente estudio se dificulta, pues no hay
otros publicados sobre el valor diagnodstico de la ferritina total y la glucosilada
en nifios. Ademas de la ferritina total, Sobieska, et al. (28), evaluaron otras
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proteinas como la glucoproteina acida alfa 1 y la antiquimotripsina alfa 1, y
registraron su aumento en los casos de enfermedad de Still del adulto y su
disminucién en aquellos con artritis idiopatica juvenil sistémica (p<0,01). Estos
autores plantean que, dado que la diferencia en los perfiles de glucosilacién
de estas proteinas indicaria mecanismos patogénicos disimiles en las dos
enfermedades, es cuestionable que pueden considerarse equivalentes (28).

El valor de la ferritina total cinco veces por encima del normal y el de la
glucosilada menor de o igual al 20 % de la total (cuadro 5), tuvieron en este
estudio una sensibilidad del 81,8 % (IC,,,, 52,3-94,9 %) y una especificidad
del 48,3 % (IC,,,, 31,4-65,6 %), en comparacion con 43,2 y 92,9 %,
respectivamente, reportados en el estudio de Fautrel, et al. (10). Al analizar
las medidas de utilidad de las pruebas diagndsticas, la mas util es la del LR,
ya que resume la informacion de la sensibilidad y la especificidad, e indica
la capacidad de la prueba para incrementar o disminuir la verosimilitud de
un determinado diagndstico (34). Para la prueba combinada, un LR positivo
de 1,58 (IC,,,, 1,01-2,48) cambia la probabilidad diagndstica en un grado
insignificante, en tanto que un LR negativo de 0,38 (IC,,,, 0,10-1,41) genera
un cambio pequefio en la probabilidad diagndstica (35). Los resultados fueron
mejores para el valor de ferritina total cinco veces por encima del normal
(segun sexo y edad), ya que el LR positivo de 1,76 (IC,,, 1,18-2,62) cambia
la probabilidad diagndstica en un grado insignificante, pero un LR negativo
de 0,19 (IC,,,, 0,03-1,27) indica un cambio moderado de la probabilidad
diagnostica, lo que conjuntamente con una sensibilidad del 91 % indica
que es un método importante para la tamizacién de la enfermedad en
pacientes pediatricos con fiebre de origen desconocido, quienes requeririan
la evaluacion por reumatologia y hematologia pediatrica. Desde el punto de
vista practico, este resultado es relevante, ya que, a diferencia de la ferritina
glucosilada, la ferritina sérica es un recurso de laboratorio accesible.

En cuanto a las principales limitaciones del estudio, una fue la
realizacion de las pruebas en un solo momento de la evolucién de la
enfermedad; aunque la toma de la muestra se hizo en la evaluacién inicial
por reumatologia pediatrica, al comparar entre pacientes no es posible
asegurar que todos estuvieran en el mismo momento de evolucién clinica y,
por lo tanto, los marcadores de inflamacion pudieron variar. La otra limitacién
fue el no haber contado en la practica clinica con la prueba de la ferritina
glucosilada, pues esta se estandarizé especificamente para este estudio;
sin embargo, dados los hallazgos descritos y la ausencia de otros datos
en poblacion pediatrica, se requieren nuevos estudios para entender los
mecanismos que inducen la produccién excesiva de ferritina y constatar si en
la artritis idiopatica juvenil sistémica difieren de los resultados encontrados en
la enfermedad de Still del adulto.

En pacientes evaluados por reumatologia pediatrica debido a fiebre de
origen desconocido, los valores de la ferritina total cinco veces por encima de
los normales (segun sexo y edad) demostraron su utilidad para la tamizacion
de la artritis idiopatica juvenil sistémica y un mejor desempeno que la
combinacion de esta misma prueba con la ferritina glucosilada menor o igual
al 20 % del valor total.
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El monitoreo electroencefalografico no invasivo continuo es una técnica indispensable

en los pacientes neurolégicos criticos, ya que muestra de forma directa e indirecta su
actividad cerebral y permite relacionar los hallazgos con su estado clinico. Es muy sensible,
aunque su especificidad es menor, por lo que puede demostrar la alteracion del estado de
conciencia sin aclarar su etiologia.

El uso del registro electroencefalografico continuo en pacientes con alteraciones del
estado de conciencia, convulsiones, o estado epiléptico convulsivo y no convulsivo, se ha
incrementado en los Ultimos afos porque permite obtener informacioén en tiempo real de
la funcidén cerebral y de los cambios en el tiempo; ademas, facilita la deteccién de crisis
epilépticas subclinicas y electrograficas, estas ultimas de gran importancia, ya que no
presentan correlacion clinica.

Los hallazgos del monitoreo permiten modificar el tratamiento farmacolégico y
anticonvulsivo, y constituyen una gran ventaja para el médico tratante en la toma de
decisiones oportunas que redunden en la mejoria del prondstico del paciente.

Palabras clave: monitoreo; cuidado intensivo; electroencefalografia; analisis espectral;
oximetria.

Non-invasive neuromonitoring in intensive care units in Colombia

Continuous non-invasive electroencephalographic monitoring is an essential technique

for critical care patients as it shows directly and indirectly the patient’s brain activity and
makes it possible to relate it with findings in the clinical status. It is highly sensitive, although
its specificity is lower, so they can show alterations of the state of consciousness without
clarifying the etiology.

Continuous electroencephalographic recording in patients with altered levels of
consciousness, seizures, and convulsive and non-convulsive status epilepticus has been
increasing in recent years as real-time feedback of the cerebral function shows evolution
changes and allows for the identification of electric and subclinical epileptic seizures that
are highly important since they do not have clinical correlations.

These findings in electroencephalographic monitoring also help to modify pharmacological
and antiseizure treatments. For practitioners, they are advantageous when making timely
decisions that impact the prognosis of the patient.

Keywords: Monitoring; critical care; electroencephalography; spectrum analysis; oximetry.

Las diferentes modalidades de monitoreo neurolégico no invasivo en
las unidades de cuidados intensivos permiten que el médico no neurdlogo
tenga una aproximacion diagndstica muy certera, y pueda intervenir para
evitar y tratar las complicaciones mas frecuentes de los pacientes en estas
unidades (1). Aunque son de gran utilidad para complementar el seguimiento
neuroldgico, en muchas ocasiones se requiere de estudios mas avanzados
para caracterizar la enfermedad del paciente.

Estas técnicas difieren del monitoreo electroencefalografico invasivo
empleado en pacientes con epilepsia potencialmente remediable con cirugia.
En esta actualizacion, se hara una revision practica de las modalidades de
monitoreo neurolégico no invasivo disponibles en Colombia, sin referencia al
neuromonitoreo invasivo.

Duracion del neuromonitoreo

La duracion ideal del monitoreo no invasivo debe ser de 24 horas como
minimo, pues los estudios muestran que el 50 % de las crisis se detectan en
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la primera hora del monitoreo y el 90 % durante las 24 horas iniciales. Si el
tiempo de monitoreo es menor, las crisis epilépticas pueden no detectarse,
lo que aumenta las complicaciones neurolégicas y la morbimortalidad.

Sin embargo, los expertos coinciden en que la duracion del monitoreo
electroencefalogréafico debe individualizarse con base en el porcentaje de
crisis segun el tiempo de observacion (2).

Modalidades de neuromonitoreo no invasivo

Entre las diferentes modalidades de evaluacion de la actividad
cerebral, estan el electroencefalograma de amplitud integrada (ambulatory
Electroencephalography), el monitoreo de la funcién cerebral (Cerebral Function
Monitor), el analisis del indice biespectral y la matriz de densidad espectral.

Una de las grandes ventajas de este tipo de monitoreo neuroldgico
electroencefalografico no invasivo, es la elevada correlacion de sus medidas
con las del electroencefalograma convencional, que sigue siendo la prueba
de referencia para el diagnéstico en el paciente neuroldgico critico. Esto
quiere decir que las anormalidades observadas mediante estas técnicas
deberian validarse con un electroencefalograma convencional (cuadro 1).

Andlisis del indice biespectral

En el paciente neurolégico critico, es fundamental conocer el grado éptimo
de sedacion y analgesia. En el coma anestésico empleado en los estados
epilépticos, por ejemplo, debe conocerse el grado de compromiso del estado
de conciencia y la titulacién de los medicamentos sedantes.

El analisis del indice biespectral es un método cuantitativo que se basa en
la actividad electroencefalografica y determina la profundidad anestésica del
paciente por medio de un valor numérico (3). Frecuentemente, se usa en el
ambito de la anestesia cardiovascular. Este indice permite afadir variables a
partir de otros canales del electroencefalograma, como la matriz de densidad
espectral que se describe mas adelante.

Cuadro 1. Indicaciones del monitoreo electroencefalografico
no invasivo en unidades de cuidados intensivos

Trastorno agudo de la conciencia (encefalopatia)
Lesion cerebral aguda

Estado epiléptico

Hemorragia subaracnoidea

Sospecha de crisis epilépticas

Blogueo neuromuscular con lesién cerebral
Trauma craneoencefalico moderado a grave
Posterior a reanimacion cardiopulmonar
Ahogamiento

Encefalopatia epiléptica (metabdlica o genética)
Neurocirugia

Asfixia perinatal

Cirugia cardiovascular

Anestesia con soluciones para cardioplejia
Hipotermia local o corporal total

Sindrome de muerte subita del lactante

Trauma no accidental (sospecha de maltrato infantil)
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Cuando la anestesia es guiada por el indice biespectral, se puede
reducir el riesgo de despertares o estados de alerta durante la cirugia, en
comparacién con el monitoreo de los signos clinicos. En el paciente en estado
epiléptico, permite monitorizar la continuidad del patron de estallido-supresién
y determinar mas facilmente la necesidad de hacer una rapida modificacion
del tratamiento (4). En el cuadro 2 puede observarse la cuantificacién del
estado de alerta y profundidad anestésica en el indice biespectral.

Matriz de densidad espectral

La matriz de densidad espectral representa las frecuencias de las ondas
cerebrales de forma continua en un grafico de colores extraido del analisis
electroencefalografico, el cual se conoce como analisis espectral comprimido
(Compressed Spectral Array). Este ultimo muestra el rango de frecuencias
predominantes desde el color azul (minima frecuencia) hasta el rojo oscuro
(maxima frecuencia) (figura 1).

Cuadro 2. Representacion cuantitativa del estado de alerta o de anestesia en el indice biespectral

Valores del IBE Grado de hipnosis

100 Despierto
80-100 Responde a la voz
60-80 Responde al hablar en voz alta o ante movimiento
Sedacion moderada
40-60 Baja probabilidad de recuerdo explicito Falta de reaccion a los estimulos verbales
Sedacién profunda
0-20 Estallido-supresion
0 EEG plano
IBE: indice biespectral; EEG: electroencefalograma
lzquierda o, Derecha
i
i
1
i
p
Figura 1. Analisis espectral comprimido
'_ (CSA) (Philips Intellivue Patient
- Monitor). Se muestra el analisis de
g un panel para el hemisferio izquierdo
. y otro para el derecho; el eje vertical
organiza el tiempo, el horizontal, la
& b frecuencia (en Hz) y, en la mitad,

30Hz 20Hz 10 Hz  100% 20% 100% 10 Hz 20 Hz30 Hz aparece el porcentaje de asimetria
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La mayoria de los monitores que muestran la matriz de densidad espectral
permiten observar el registro electroencefalografico para que el neurdlogo
aprecie la actividad dominante, la lentificacién y la asimetria de frecuencia
interhemisférica (5).

En la figura 2 se muestra un montaje frontopolar-central a partir del cual
puede visualizarse el electroencefalograma convencional de dos canales y
la matriz de densidad espectral. Esta ultima hace referencia a la frecuencia
encontrada en 90 a 95 % del muestreo del electroencefalograma. Por
ejemplo, en la figura 3 se ve la de un paciente a quien se le practicé una
sujecion de la arteria carotida derecha; la matriz de densidad espectral al 90
% es de 16 Hz en el lado derecho, lo que quiere decir que en el percentil 90
encontramos una frecuencia de 16 Hz en banda beta.

EEG Impedance / Hontage X

|CarntidClamp __J

Impedance Limit: SkOhm
mEEG1 Fpl-C3
mEEGZ

EEG! Ref

0 kOhm

EEG1: canales izquierdos; EEG2: canales derechos; FP1: electrodo frontopolar izquierdo; FP2: electrodo
frontopolar derecho; C3: electrodo central izquierdo; C4: electrodo central derecho; Ohm: (ohmio)

Figura 2. Monitor electroencefalografico de dos canales de marca Nihon Kohden, modelo BSM-
2354A.

Fpi-C3 Fllter: 0. 5-30Hz Hontage: CarctidClamp Fp2-C4
CS5AL SEF (907} rRF CSAT

=N EEGZ
~’|1'H"f"'U‘f"d"'\fu"*’iﬁi"f““*"rT Wt "‘“if'r

Saks

B A g i dings Erard _ Henbage | Tramily Sl | faewen

EEG1: canales izquierdos; EEG2: canales derechos; SEF1: MDE izquierda; SEF2: MDE derecha; Delta/Theta/
Alpha: porcentaje de poder en cada banda; CSA: andlisis espectral comprimido

Figura 3. Monitor electroencefalografico de dos canales de marca Nihon Kohden, modelo BSM-
2354A
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Electroencefalograma de amplitud integrada

El electroencefalograma de amplitud integrada (aEEG) es una herramienta
de monitoreo de pocos canales, usualmente dos, que permite visualizar el
funcionamiento de los hemisferios cerebral derecho e izquierdo (montaje
trasverso), o el polo anterior y el posterior (montaje longitudinal). Este tipo de
electroencefalograma se usa principalmente en la etapa neonatal (6). Es de
gran utilidad para determinar el enfoque diagndstico inicial y el seguimiento
del tratamiento en los pacientes con encefalopatia asfictica y sospecha
de actividad ictal; sin embargo, no reemplaza el electroencefalograma
convencional y su sensibilidad para detectar crisis ictales es mas baja (7).
Tiene gran valor para orientar el prondstico neuroldgico a largo plazo en
pacientes con hipotermia terapéutica o sin ella.

La interpretacién se basa en la apreciacion de las anormalidades
paroxisticas y el trazado de fondo que sugieren la actividad ictal y el ritmo de
la encefalopatia, respectivamente. En la figura 4 se muestra un monitoreo de
la funcion cerebra de un recién nacido a término con encefalopatia neonatal y
actividad ictal de inicio abrupto.

Espectroscopia cerebral de infrarrojo cercano

La espectroscopia cerebral de infrarrojo cercano (Near-Infrared
Spectroscopy) es una técnica de monitoreo no invasivo que mide la perfusion
cerebral en tiempo real y detecta la saturacion de oxigeno tisular con
espectroscopia por transiluminacioén (8). Esta espectroscopia presenta un
valor del porcentaje de saturacion de oxigeno venoso en cada hemisferio
cerebral; su valor normal esta en el rango de 60 a 75 % y es francamente
anormal por debajo de 55 %.

Esta modalidad brinda informacién clinica importante en diversas
situaciones, especialmente en aquellas en que las manifestaciones clinicas
pueden ser muy imprecisas. La disminucidn de la oxigenacion cerebral se
define en la espectroscopia cerebral de infrarrojo cercano como la caida en
la saturacién de oxigeno mayor del 20 % con respecto a la linea de base, lo
cual sugiere alteracién neuronal por hipoxia. En la figura 5 puede observarse
la distribucién espacial de la luz de esta espectroscopia atravesando las
diferentes capas hasta llegar al cerebro.

Entre las aplicaciones clinicas de la espectroscopia cerebral de infrarrojo
cercano estan la cirugia cardiovascular, la endarterectomia carotidea,
la neurocirugia y el cuidado intensivo neonatal. Esta técnica tiene una
correlacién muy estrecha con la saturacién de oxigeno de la vena cava
superior. Es una herramienta que ayuda a detectar episodios de isquemia
cerebral transitoria y estructurada (9).
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Figura 4. Monitoreo de la funcién cerebral de un neonato con ciclo de suefio y vigilia, y aumento
de la discontinuidad e inicio de actividad ictal de bajo voltaje (a partir de la flecha). El eje vertical
representa el voltaje en uV 'y, el horizontal, el transcurso del tiempo. Olympic Brainz Monitor v3.1.5
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Figura 5. Fundamento fisioldgico de la espectroscopia cerebral de infrarrojo cercano. Una fuente
emite una luz que impacta los tejidos subyacentes y un detector mide el cambio de frecuencia
de la misma luz reflejada. El propdsito de esta espectroscopia es la medicion de la saturacion de
sangre venosa en las venas puente que atraviesan el espacio subaracnoideo

Ecografia Doppler transcraneal y del nervio optico

Hay dos aplicaciones de la ultrasonografia en el monitoreo del paciente
neuroldgico critico: la medicidn del diametro de la vaina del nervio dptico y la
ecografia Doppler trancraneal. Con el neuromonitoreo guiado por ecografia,
se puede: detectar estenosis u oclusion de las arterias intracraneales,
monitorizar la evolucién de los pacientes con vasoespasmo posterior a una
hemorragia subaracnoidea, detectar la embolia cerebral, evaluar el sistema
de arterias colaterales cerebrales, complementar la evaluacion del paciente
con muerte cerebral, calcular indirectamente la presion intracraneal y de
perfusién cerebral, y detectar la hemorragia subaracnoidea y los aneurismas
cerebrales (10).

Este monitoreo no es invasivo ni doloroso, no emite radiacion y puede
hacerse al lado del paciente critico (11). Se han descrito muy pocos riesgos
para el paciente y el principal son las reacciones alérgicas al gel conductor
que debe utilizarse con el transductor ecografico.

Especificamente, la medicion del diametro de la vaina del nervio 6ptico
y el analisis Doppler de la resistencia vascular son muy precisos para
determinar el aumento de la presion endocraneal en el paciente con lesion
cerebral aguda (12) e hipertension arterial con repercusion sistémica (13). La
ecografia Doppler intracraneal siempre debe registrar la velocidad del flujo y
los indices de pulsatilidad de las arterias de la base del cerebro (14,15).

Conclusion

El monitoreo electroencefalografico no invasivo es una herramienta
indispensable en todas las unidades de cuidado intensivo porque permite al
médico no neurdlogo diagnosticar y tratar oportunamente las complicaciones
del paciente neuroldgico critico. El conocimiento de las diferentes modalidades
de monitoreo nueroldlgico es indispensable para decidir si la enfermedad es
del sistema nervioso central o si es sistémica y, asi, determinar la intervencion
terapéutica mas precisa. Los resultados de las mediciones electrograficas
siempre deben validarse con el electroencefalograma convencional, ya que
sigue siendo la prueba de referencia.
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