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Editorial

Reflexiones sobre innovacion en salud publica: avances y retos en
Colombia

La innovacion técnico-cientifica es esencial para potenciar el desarrollo
social y econdmico de un pais (1). Tanto en el sector publico como en el
privado, la innovacion es una fuente constante de crecimiento, ahorro de
costos y mejoras en la calidad de los servicios que se prestan. Es por
esto que existe un consenso mundial sobre la necesidad de potenciar los
procesos de creatividad e innovacién en las diferentes instituciones, partiendo
de las exigencias y necesidades de las nuevas realidades (2) y abarcando
la aceptacion del riesgo, la incertidumbre y la posibilidad de fracaso; todos
estos, inherentes al proceso de innovacion para la creacion de nuevos bienes
y servicios gubernamentales, mejoras en la calidad de los bienes y servicios
existentes y en la gestion de los procesos del gobierno (3).

El concepto de innovacion en salud abarca una serie de nuevas
estrategias, perspectivas, comportamientos y formas de trabajo orientadas
a la solucion de los diferentes problemas en salud, incluyendo, no solo
tecnologias sino también mejores sistemas y politicas en salud (4). Segun
Garney, et al. (5), la innovacion en salud se enmarca en un proceso ciclico
de retroalimentacion, el cual parte de una condicidn existente bajo la cual se
presenta una insatisfaccion con las circunstancias actuales, impulsando el
deseo de cambio. Para que estas innovaciones se desarrollen, se requiere de
varios aspectos. Por un lado, son necesarios un clima y un contexto, es decir,
unas normas sociales y culturales que las limiten o las impulsen, tales como
subvenciones, apoyos econdémicos y restricciones. Ademas, son necesarios
los espacios, esto es, la aprobacion por parte de las organizaciones, la
presencia de incentivos, recursos y habilidades para el desarrollo de la
innovacion. Igualmente, son imprescindibles los procesos, los cuales
hacen referencia a la iteracion de reflexion a partir del error, empleando el
pensamiento sistémico y de disefo; y las asociaciones, que son las personas
0 grupos de trabajo con capacidades y practicas para la innovacion.

Este marco planteado puede ser extendido a diferentes tematicas en salud
publica, donde toda innovacién parte de un status quo y de una participacién
activa de las agencias o entidades gubernamentales que aportan a la
generacion de lineamientos y politicas publicas. En cuanto al andlisis holistico
y el pensamiento de disefio, es necesaria la identificacion de relaciones y
patrones en los problemas de salud publica, evitar el enfoque de busqueda
de una causalidad lineal y tener en cuenta las interacciones de diferentes
factores, siempre partiendo de las necesidades de la poblacién objetivo, sus
comentarios y apreciaciones para satisfacer directamente a los pacientes y a
la comunidad en general a la cual esta dirigida la innovacion. Finalmente, cabe
destacar que el desarrollo de las capacidades de innovacién solo se produce
con la experiencia y que las personas sean flexibles en su pensamiento; por



tanto, se debe evitar ingresar a un proyecto con un resultado predefinido en
mente para luego alcanzarlo (5).

En Colombia, se han dado avances en ciencia, tecnologia e innovacién.
En el 2021 se actualizé la politica nacional de ciencia, tecnologia e
innovacion y se emitié el documento CONPES 4069 (6), el cual busca
convertirnos en uno de los tres paises lideres de Latinoamérica y lograr
una inversion nacional del 1 % del PIB en investigacién y desarrollo, lo cual
impactaria positivamente al pais en lo social, lo econémico y lo ambiental.

El documento incluye el incremento de las capacidades de las instituciones
generadoras del conocimiento y de las entidades de soporte a través de una
estrategia para fortalecer el ecosistema cientifico del pais que incluye:

“[...] la formulaciéon e implementacion del plan estratégico para la integraciéon de
Institutos y centros publicos de investigacion, que, manteniendo su identidad y
autonomia, les permita compartir capacidades e infraestructuras para el desarrollo

de proyectos de CTI [...]” (Consejo Nacional de Politica Econdmica y Social, 2021) (6).

En el marco de este CONPES, el ecosistema de ciencia, tecnologia e
innovacion en Colombia cuenta con un amplio escenario de posibilidades
de desarrollo de innovacién en salud. De acuerdo con las cifras de la ultima
medicion de grupos de investigacion de Minciencias (7), de los 6.160 grupos
de investigacion reconocidos en Colombia, el 17 % pertenece a las ciencias
médicas y de la salud. Estos pertenecen a las universidades y centros e
institutos, mixtos o privados, que desarrollan investigacion e innovacion en
el area. En cuanto al sector publico, en el area de salud, cinco instituciones
generadoras del conocimiento cuentan con capacidades, conocimientos,
personal y lineas de investigacion y equipos para aportar a la generacion de
bienes publicos en el area de la salud: Instituto Nacional de Cancerologia,
Centro Dermatoldgico Federico Lleras Acosta, Instituto de Evaluacion de
Tecnologias en Salud, Instituto Nacional de Salud y el Instituto Nacional de
Medicina y Ciencias Forenses (8).

No obstante, las ideas valiosas pueden provenir de adentro de la entidad
o instituciones generadoras del conocimiento, o fuera de esta. Actualmente,
una de las estrategias de innovacidn que ha cobrado fuerza es la innovacion
abierta, en la cual, mediante la colaboracion, se reducen riesgos y se
aprovechan conocimientos, capacidades y experiencias que pueden aportar
actores externos involucrados en la solucién de un problema a través de
un cluster de innovacion, el cual reline una serie de partes interesadas que
comparten desafios y proponen iniciativas e intervenciones para solucionarlo
(9). La pandemia, por ejemplo, ha sido un desafio para muchos sistemas de
salud publica. La innovacion en salud y la articulacién de diferentes actores son
una forma eficiente y efectiva de dar respuesta donde se requiere la capacidad
de asociacion para concebir ideas disruptivas, crear estrategias y politicas que
permitan la incorporacién de soluciones a corto, mediano y largo plazo para los
diferentes problemas que se avecinan en esta época de postpandemia (10).

Ademas, la evolucion y los constantes cambios de las nuevas tecnologias
como el internet de las cosas, la nube, el Big Data, las smart cities,
la inteligencia artificial, la impresién 3D, la medicina personalizada, el
blockchain y los robots, entre otras, siguen modelos basados en plataformas
tecnoldgicas, la cual es otra estrategia que permite la generacion de
innovaciones a través de procesos de colaboracion con socios o partes
interesadas de un ecosistema; esto para promover estilos de vida saludables,
prevencién primaria y secundaria y el diagnéstico temprano, donde se
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involucran diferentes componentes que permiten crear modelos de asociacion
técnico-cientifico y que complementen las capacidades resolutivas (11).

Por otra parte, otra de las estrategias aplicadas a la salud publica es la
innovacion social. Esta permite encontrar nuevas y efectivas soluciones a
problemas de salud generando impactos sociales tangibles. La innovacién
social ha ganado fuerza a nivel gubernamental debido a experiencias
anteriores que resultaron en la ineficiencia de algunas politicas publicas, las
cuales han buscado alcanzar metas que distan ampliamente de la realidad de
las comunidades. Esta estrategia demanda la desaparicion de la inmediatez,
la reduccién de la certidumbre y la necesidad de continuidad de las politicas.
Asimismo, involucra a la sociedad para resolver problemas a través de
metodologias abiertas que van desde lo digital hasta lo ancestral y que
estrechan vinculos entre el gobierno, la sociedad civil, las empresas privadas
y las organizaciones no gubernamentales (12).

Como se puede evidenciar, la innovacion en salud publica en el pais
puede apalancarse con estrategias que dan cabida a la participacion de
multiples actores en busqueda del beneficio de las comunidades. De esta
manera, instituciones como el Instituto Nacional de Salud han creado
dependencias como la Subdireccién de Innovacién en Salud Publica para
apoyar este aspecto importante para el avance del ecosistema de salud del
pais. Asimismo, desde el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacioén
del pais se han impulsado estrategias innovadoras propuestas desde
universidades y centros de investigacion para afrontar la reciente pandemia
por COVID-19. Todas estas estrategias, sumadas a otras iniciativas en
innovacion en salud publica de diferentes entidades, nos permite ver con
optimismo el avance del ecosistema de innovacion en el pais. El reto futuro es
continuar apoyando las estrategias de innovacion en salud publica y asegurar
su financiamiento a través de diferentes mecanismos del orden nacional,
departamental, municipal y del sector privado.

Gabriel Parra-Henao
Instituto Nacional de Salud, Subdireccion de Innovacion en Salud Publica, Direccién de
Investigacion en Salud Publica, Bogota, D.C., Colombia
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Reporte de caso

Sindrome de Adams-Oliver y complicaciones
asociadas: reporte de una familia en Colombia y

revision de la literatura

Olga Lucia Morales’, Jerly Maybelline Diaz?, Jorge Hernan Montoya?®

"Departamento de Pediatria, Grupo de Investigacion Pediaciencias, Universidad de Antioquia,
Hospital San Vicente Fundacion, Clinica Noel, Medellin, Colombia

2Universidad Militar Nueva Granada, Bogota, D.C., Colombia

3 Hospital San Vicente Fundacion, Medellin, Colombia

El sindrome de Adams-Oliver es un trastorno congénito raro, caracterizado por

aplasia cutis congénita en el cuero cabelludo, defectos terminales transversales de las
extremidades y piel marmorata telangiectasica congénita. Este puede presentarse debido a
diferentes patrones de herencia de tipo autosémico dominante o autosémico recesivo, o por
mutaciones dominantes de novo.

Aungue el sindrome de Adams-Oliver es una enfermedad poco frecuente, es importante
conocer sus caracteristicas clinicas y patrones de herencia, para asi establecer un correcto
diagnostico y sus posibles complicaciones durante el seguimiento.

En el presente estudio, se describe el caso de una adolescente con sindrome de Adams-
Oliver con patrén de herencia autosémica dominante, hipertension pulmonar y bronquitis
plastica. Habia varios miembros de su familia con el mismo compromiso

Palabras clave: sindrome de Adams-Oliver; displasia ectodérmica; deformidades
congénitas de las extremidades; patrén de herencia

Adams-Oliver syndrome and associated complications: Report of a family in
Colombia and review of the literature

The Adams-Oliver syndrome is a rare congenital disorder characterized by aplasia cutis
congenita of the scalp, terminal transverse limb defects, and congenital telangiectatic
cutis marmorata. It can occur through different inheritance patterns: autosomal dominant,
autosomal recessive, or de novo dominant mutations.

Although the Adams-Oliver syndrome is a rare disease, it is essential to know its clinical
characteristics and inheritance patterns, to establish a correct diagnosis and its possible
complications during follow-up.

In the present study, we describe the case of an adolescent with Adams-Oliver syndrome
with an autosomal dominant inheritance pattern, pulmonary hypertension and plastic
bronchitis, and several compromised family members.

Key words: Adams-Oliver syndrome; ectodermal dysplasia; limb deformities, congenital;
inheritance pattern.

Forrest H. Adams y C. P. Oliver describieron este sindrome por primera
vez en 1945 en ocho miembros afectados de tres generaciones de una
misma familia (1). Desde entonces, se han reportado mas de 200 casos de
pacientes con esta misma entidad, y se estima una incidencia de 0,44 por
100.000 nacidos vivos. El sindrome de Adams-Oliver se caracteriza por aplasia
cutis congénita del cuero cabelludo y defectos terminales transversales de
las extremidades. Asimismo, existe un espectro amplio de afectaciones con
compromiso cutaneo, neuroldgico, cardiovascular, locomotor, renal y ocular (2).

Esta enfermedad se ha asociado con diversos patrones de herencia, los
cuales dependen de los genes implicados. Las mutaciones en los genes
ARHGAP31 (3), NOTCHT1 (4,5), DLL4 (6) o RBPJ (7) se han correlacionado
con la herencia autosémica dominante, mientras que las mutaciones en
los genes DOCKE6 (8) o EOGT (9) se asocian con la herencia autosémica
recesiva. Asimismo, en algunos estudios se ha evidenciado una fuerte
correlacion entre el genotipo y la expresion del fenotipo, como el hallazgo de
una proporcion significativamente mayor de anomalias cardiacas congénitas
en pacientes con AOS5 —una variante del gen NOTCH1- lo que podria
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representar un subtipo distinto de sindrome de Adams-Oliver asociado con
malformaciones cardiacas (5). De igual manera, la aparicion aislada de este
sindrome en algunas familias sugiere mutaciones dominantes de novo (4,10).

Teniendo en cuenta la poca frecuencia de este sindrome, asi como su
relacion familiar, se describe el caso de una adolescente y su familia, para
que se tenga en cuenta como sospecha diagndstica de nuevos casos.

Caso clinico

Se trata de una paciente de sexo femenino de 13 afios, producto del tercer
embarazo, a término, cuya talla al nacer fue de 47 cm y cuyo peso fue de
2.470 g. Se practicé una cesarea debido a sufrimiento fetal agudo y sangrado
genital masivo posterior a la amniotomia, que laceré estructuras varicosas del
cuero cabelludo de la paciente.

Al nacimiento, fue hospitalizada por choque hipovolémico, y se evidencio
aplasia cutis congénita, vasos prominentes y tortuosos en el cuero cabelludo
(figura 1), defectos transversales en los dedos de los pies, hipoplasicos,
presencia de sindactilia y cutis marmorata telangiectasica (figura 2). En la
angiorresonancia cerebral, no se observaron lesiones vasculares intracraneanas.

A los dos meses de vida, presentd episodios de apnea y cianosis con
recuperacion espontanea, con resultados normales en la ecocardiografia
y demas estudios clinicos. A los cuatro meses, presentd paro respiratorio
con recuperacion rapida tras el inicio de oxigeno suplementario y presion
positiva. Una nueva ecocardiografia reporté signos indirectos de hipertension
pulmonar. Los resultados de la angiorresonancia de térax y abdomen, y la
polisomnografia, fueron normales.

Figura 1. Paciente con sindrome de Adams-Oliver con dilatacién y tortuosidad venosa en el
cuero cabelludo
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Figura 2. Cutis marmorata telangiectdsica y defectos transversales en los dedos de los pies. En
el pie derecho se observa sindactilia entre el segundo y el tercer dedo, hipoplasia del tercero y
uhas displasicas, con un pliegue cutaneo profundo que rodea el primer dedo o dedo gordo.

A los 3 afos consulté por tos de dos dias de evolucion, con expectoracion
de moldes de fibrina hemoptoicos, y se diagnosticé bronquitis plastica. Este
diagnéstico se confirmé por medio de estudios de histopatologia, en los cuales
se observaron moldes de tejido con presencia de fibrina y algunos linfocitos
acompanados de células espumosas. Se inicié tratamiento con dornasa alfa,
N-acetilcisteina nebulizada y terapia respiratoria. Hasta el presente, la paciente
continda presentando periodos con expectoraciéon de membranas.

A los 3 afios, el resultado de la ecocardiografia reportd hipertension
pulmonar moderada y dilatacién de cavidades derechas, por lo que se inicid
su manejo con sildenafilo. En los controles ecocardiograficos, se reportd una
diminucién del grado de hipertension pulmonar, de leve hasta nula.

A los 5 afios, presenté fatiga y cianosis cuando realizaba alguna actividad
fisica. En el ecocardiograma se encontrd una hipertension pulmonar
moderada; en el electrocardiograma, hipertrofia ventricular derecha, y en el
cateterismo cardiaco, una hipertension pulmonar moderada con reactividad
vascular al oxigeno. Por estos hallazgos, se continud el tratamiento con
sildenafilo y oxigeno domiciliario. Posteriormente, en el mismo afio, en el
ecocardiograma de control se encontraron signos indirectos de hipertension
pulmonar y la caminata de 6 minutos fue normal.

A los 7 afos, se observaron varices y edema de miembros inferiores,
descartandose trombosis venosa profunda.

A la misma edad, y posteriormente a los 13 afos, los resultados del
ecocardiograma de control informaron signos indirectos de hipertension
pulmonar leve y la caminata de 6 minutos fue normal. En la actualidad, el
seguimiento ambulatorio y la continuidad del suministro de los medicamentos
se han visto afectados por dificultades socioecondémicas e inconvenientes
administrativos por parte de su aseguradora.
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Figura 3. Arbol genealdgico con patrén de herencia autosémica dominante

Entre los antecedentes familiares (figura 3), el abuelo materno presentaba
una alteracién vascular en el cuero cabelludo y vasos prominentes en varias
partes del cuerpo; la tia materna tenia defectos transversales de los dedos de
los pies, malformaciones vasculares en el cuero cabelludo y cutis marmorata
telangiectasica.

La madre presentaba lesiones similares en el cuero cabelludo y, en ese
momento, una cicatriz alopécica en el vértice de la cabeza, anormalidades de
los dedos, venas prominentes en varias partes del cuerpo, con antecedente
de retardo en el crecimiento intrauterino. En la actualidad, manifiesta
cansancio, con limitacion para realizar actividades de mediana intensidad,
pero, por dificultades socioecondmicas, no tiene seguimiento médico ni
ecocardiografia actualizada.

La hermana mayor murié a los 4 meses de edad, a causa de una
miocarditis aguda (segun el informe de patologia). Sin embargo, presentaba
lesiones vasculares en el cuero cabelludo y la frente, y piel marmorata, sin
alteraciones en los dedos. Por otro lado, la hermana menor presentaba
malformaciones del cuero cabelludo, sin cambios en la piel o en los dedos.

El presente estudio es una investigacion de bajo riesgo, segun la definicion
del Invima (Resolucién 8430 de 1993) y los principios de la declaracion de
Helsinki. Se obtuvo la aceptacion para la publicacion de la historia clinica y
las imagenes, junto con el consentimiento informado por parte de la madre de
la paciente. Ademas, se obtuvo aprobacién por parte del Comité de Etica del
Hospital San Vicente Fundacion.

Discusion

En el presente estudio, se describe el caso de una paciente con sindrome
de Adams-Oliver, con las caracteristicas clinicas clasicas de esta entidad:
aplasia cutis congénita, que se presenta en el 80 % de los casos, defectos
terminales transversales de las extremidades, en el 85 %, y cutis marmorata
telangiectasica, en 20 al 25 % de los casos (11). Entre los hallazgos que se
destacan, se encuentra la hipertension pulmonar, reportada en el 5 % de los
casos, ademas del retardo del crecimiento intrauterino y la bronquitis plastica,
no descrita en este grupo de pacientes en la literatura cientifica.

El sindrome de Adams-OQliver es una enfermedad rara, con amplia
variedad de manifestaciones clinicas, suficientes para establecer el
diagnéstico sin requerir estudios genéticos, como se evidencia en el presente
caso (cuadro 1). Sin embargo, se han descrito algunos genes relacionados
con hallazgos clinicos especificos (cuadro 2).
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Cuadro 1. Criterios diagnésticos del sindrome de Adams-Oliver (2)

1. Hallazgos sugestivos de aplasia cutis congénita del cuero cabelludo y defectos
terminales transversales de las extremidades

2. Aplasia cutis congénita del cuero cabelludo y defectos terminales transversales
de las extremidades, y un familiar en primer grado con hallazgos consistentes con
sindrome de Adams-Oliver

3. Aplasia cutis congénita del cuero cabelludo y defectos terminales transversales de
las extremidades, y una variante patogénica de un gen relacionado con sindrome
de Adams-Oliver autosémico dominante (ARHGAP31, DLL4, NOTCH1 o RBPJ), o
dos variantes patogénicas de un gen relacionado con el sindrome de Adams-Oliver
autosémico recesivo (DOCK6 o EOGT).

Reproducido con autorizacion de: Lehman A, Wuyts W, Patel MS. Adams-Oliver Syndrome. In: Adam

MP, Everman DB, Mirzaa GM, et al., editors. GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA): University of
Washington, Seattle; 1993-2022. Disponible en: https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK355754/

Cuadro 2. Manifestaciones clinicas del sindrome de Adams-Oliver y mutaciones genéticas
asociadas

Organo o sistema Afectacion Mutacion genética asociada
Cutaneo o craneal ¢ Cutis marmorata telangiectasica DLL4 (11), AOS3, AOS4 (3)
* Aplasia cutis congénita
Ocular * Vascularizacion retiniana incompleta o DOCK®6 (13), AOS2, AOS6 (4)
anormal

¢ Sangrado retiniano

¢ Desprendimiento de retina
* Retinopatia proliferativa (12)
¢ Microftalmos

* Cataratas

* Esotropia
Neuroldgico * Calcificaciones intracraneales DOCKE® (alto riesgo), ARHGAP31
* Discapacidad intelectual (bajo riesgo), AOS2 (mal
* Convulsiones prondstico) (4)
 Paralisis cerebral Raro: NOTCH1, DLL4 y EOGT (14)

* Trastornos del espectro autista
¢ Microcefalia

¢ Displasia cortical

* Mielinizacion retardada

Cardiovascular * Malformaciones cardiacas (15) NOTCH1, (14) DOCK®6, DLL4
* Estenosis de la vena pulmonar y EOGT (alto riesgo), RBPJ y
* Hipertension pulmonar RHGAP31 (bajo riesgo), AOS5

* Irrigacion sanguinea intestinal deficiente (16)
* Vasos aberrantes de vellosidades
coridnicas placentarias
* Hipertension portal idiopatica
* \Venas del cuero cabelludo tortuosas y
dilatadas (2)

Locomotor Defectos terminales transversales de las ARHGAP31,A0S3, DOCK6 y
extremidades EOGT (14)
* Dedos hipoplasicos
* Braquisindactilia
» Ectrodactilia (13)
Otros * Paladar hendido
* Gastrosquisis
* Malformaciones renales
* Pezones supernumerarios
* Retraso del crecimiento intrauterino (11)

La hipertension pulmonar es poco frecuente en este sindrome, pero se
relaciona con gran morbimortalidad (2). Varios autores han propuesto una
vasculopatia como causa de esta condicion, incluyendo diferentes hipdtesis
como trombosis (17), interrupcidn vascular de cualquier etiologia (18),
hipoplasia arterial (19,20), anomalias especificas de las células endoteliales
(21) y reclutamiento anormal de los pericitos en los vasos sanguineos, lo
que podria explicar los vasos dilatados y tortuosos, asi como los defectos
terminales de las extremidades (22).
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La bronquitis plastica es una complicacidn rara y grave de las
enfermedades respiratorias asociadas con trastornos bronquiales
hipersecretores difusos, anomalias linfaticas e infecciones, después de
cirugias para cardiopatias congénitas, principalmente la de Fontan. Se
caracteriza por la formacion de moldes de cilindros bronquiales espesos
que conducen a la oclusion total o parcial de la via aérea, los cuales pueden
ser expectorados. Se clasifican en dos tipos: en el tipo 1, mas frecuente
con enfermedades pulmonares, los moldes estan formados por células
inflamatorias, y en el tipo 2, relacionado con cardiopatias, los moldes son
hipocelulares y contienen mucina (23).

Nuestra paciente presenta expectoracion recurrente de dichos moldes,
los que consideramos que son mas probablemente del tipo 2 por el escaso
numero de células y podrian atribuirse a las alteraciones del endotelio con
anormalidades vasculares y linfaticas que pueden generar hipertension
venosa central, estasis linfatica y salida de linfa al arbol bronquial, con
pérdida de células linfoides e inmunoglobulinas, lo que implica mayor
propensién a infecciones, como se describe en el presente caso (23). Este
es el primer caso descrito de bronquitis plastica asociada con el sindrome de
Adams-Oliver, segun la bibliografia consultada.

Por otro lado, como se menciond anteriormente, hay diferentes formas de
herencia involucradas en este sindrome. En el presente caso, al observarse
afectacion de ambos sexos, sin saltos generacionales, se puede concluir
que se trata de un patron de herencia autosémica dominante, como en
la mayoria de los reportes de casos (24). Asimismo, se han involucrado
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos con este sindrome, como los defectos
del citoesqueleto de actina por los genes ARHGAP31 y DOCK®, la alteracion
de la sefalizacion de Notch por el RBPJ y el NOTCH1, y la alteracion
postraduccional de la O-acetilacién por el EOGT (14).

De igual manera, se han propuesto otros posibles mecanismos
fisiopatoldgicos, entre los que se encuentran la irrigacién vascular anormal
en la fase de embriogénesis y numerosos microtrombos en la placenta,
alteracién del suministro de sangre en las ramas de las arterias subclavia
y vertebral, detencion del desarrollo en la formacidn de tejidos blandos y
esqueléticos, y bandas amnidticas (24).

Entre los diagndsticos diferenciales del sindrome de Adams-Oliver, se
pueden encontrar el sindrome cuero cabelludo-oreja-pezon, la aplasia cutis
congénita aislada (2), la secuencia de bandas amniéticas (25), el sindrome
de Poland (2) y el sindrome de Goltz (25).

Conclusiones

Aunque el sindrome de Adams-Oliver es una enfermedad poco frecuente,
es importante conocer su existencia, sus caracteristicas clinicas y sus
patrones de herencia, para asi establecer su correcto diagnéstico y posibles
complicaciones durante el seguimiento. En el presente caso, la paciente
presentd hipertensiéon pulmonar y bronquitis plastica; esta ultima no habia
sido descrita anteriormente en esta entidad. Se requieren mas estudios para
establecer el pronéstico de estos pacientes a corto, mediano y largo plazo.
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Los sistemas no lineales no son susceptibles de ser investigados con métodos reduccionistas.
En este sentido, la teoria de la complejidad ofrece un enfoque alternativo para cuantificar

la importancia de los factores contextuales en el paciente con dolor musculoesquelético.

El resultado del uso positivo (placebo) o negativo (nocebo) de factores contextuales en el
entorno terapéutico, podria ser responsable de gran parte de un componente inespecifico en
la eficacia del tratamiento, afectando directamente la calidad de los resultados relacionados
con la salud del paciente (por ejemplo, dolor, funcionalidad o satisfaccion).

En los ultimos anos, se ha incrementado la comprensién del valor de estos efectos. A
pesar del creciente interés, el conocimiento y el reconocimiento de los efectos terapéuticos,
contindan siendo limitados y heterogéneos entre los fisioterapeutas, lo cual reduce su valor
traslacional en el campo de la fisioterapia.

El propésito de este estudio es presentar el abordaje el paciente con dolor
musculoesquelético desde la perspectiva la teoria de la complejidad.

Palabras clave: andlisis de sistemas; dolor musculoesquelético; modelos de fisioterapia;
placebos; efecto nocebo

Complexity theory in the management of patients with musculoskeletal pain

Nonlinear systems are not susceptible to research with a reductionist approach. In this
sense, the complexity theory provides an alternative approach to quantify the importance
of contextual factors in patients with musculoskeletal pain. The use of positive (placebo)
or negative (nocebo) contextual factors in the therapeutic setting could largely account for
the non-specific component of treatment efficacy, directly affecting the quality of patients’
health-related outcomes (e.g., pain, disability, or satisfaction). In recent years, there has
been a better understanding of the effects of contextual factors. However, the knowledge
and awareness of them is limited and heterogeneous among physical therapists, reducing
their translational value in the field of physiotherapy.

The purpose of this essay is to describe the management of patients with musculoskeletal
pain from the complexity theory perspective.

Keywords: Systems analysis; musculoskeletal pain; physical therapy modalities; placebos;
nocebo effect

Las ciencias de la salud estan en constante cambio y el dinamismo
conceptual y fisico de las enfermedades no debe considerarse meramente
como un proceso biocientifico, sino que también implica una amplia gama de
experiencias humanas y sociales (1). En estudios recientes se ha demostrado
que la complejidad se origina en la interaccion entre los propios factores
del paciente y otros factores contextuales (2). Sin embargo, las ciencias de
la salud, al igual que muchas otras disciplinas cientificas, aun optan por
métodos clasicos (como el cartesiano) que representan procesos, analisis e
interpretaciones desde una perspectiva reduccionista.

La esencia de la susodicha perspectiva radica en que, un problema o
el analisis de un objeto, se divide en sus componentes mas pequefos, se
examina y, luego, la informacion recopilada se utiliza para sacar conclusiones
sobre la naturaleza de una realidad mas amplia.
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Es fundamental para este enfoque, que el problema se examine por
medio de un sistema lineal (3,4). Cuando este es el caso, el enfoque
reduccionista es un gran éxito y el profesional de la salud puede, con razon,
sentirse seguro al predecir el resultado de una intervencién. Sin embargo,
las frustraciones aparecen cuando el problema que deseamos examinar no
es un sistema lineal simple, sino que, muestra un comportamiento no lineal.
Esta problematica de nuestra incapacidad para predecir el resultado en estas
situaciones dio nacimiento a la teoria de la complejidad (3).

El dolor es una experiencia subjetiva modulada por una variedad de
factores cognitivos, emocionales y sensoperceptivos, que surgen del contexto
que rodea a la experiencia dolorosa (5,6). EIl comprender la complejidad
del paciente con dolor musculoesquelético es una de las cuestiones mas
desafiantes, aunque en gran medida poco explorada, pues, los sistemas de
salud actuales todavia se centran en las enfermedades individuales y no
estan equipados para manejar la complejidad (7). En los ultimos afos, se ha
incrementado la comprension del valor de estos efectos terapéuticos. A pesar
del creciente interés, su conocimiento y reconocimiento continuan siendo
limitados y heterogéneos entre los fisioterapeutas, lo cual reduce su valor
traslacional en el campo de la fisioterapia.

El propésito de este estudio es presentar una vision actual de la teoria de la
complejidad durante el tratamiento del paciente con dolor musculoesquelético.

Teoria del caos y sistemas complejos

El desarrollo de la teoria del caos y de la complejidad se dio gracias a la
habilidad de las computadoras para llevar a cabo calculos que rebasan, con
mucho, la capacidad del cerebro humano. El experimento clasico de Edward
Lorenz formalizé su gestacion. Lorenz introdujo variables atmosféricas en
un programa computacional, intentando predecir los cambios climaticos.
Observo que una minuscula modificaciéon en una de las variables al inicio de
los célculos (en el rango de milésimas de unidad), daba como resultado un
algo totalmente diferente (8). Esta sensibilidad a las condiciones de partida,
conocida popularmente como el «efecto mariposa», es una manifestacion de
caos. El caos se define como el comportamiento imprevisible de los sistemas
complejos gobernados por leyes deterministas (9).

Un sistema complejo puede definirse como una red de factores
individuales de cuya interaccion dinamica emergen nuevas propiedades del
propio sistema, y cuyos resultados observables son diferentes a la suma
de sus partes individuales (2,10). En otras palabras, es una coleccién de
factores con libertad para actuar de formas que no siempre son totalmente
predecibles, y cuyas acciones estan interconectadas de modo que las
acciones de un factor cambian el contexto para otros factores (10). En este
sentido, el paciente con dolor musculoesquelético y su interaccién con el
entorno terapéutico durante la consulta en fisioterapia, también pueden
considerarse como un sistema complejo caracterizado por un alto grado de
variabilidad biolégica, entropia negativa y orden emergente.

En un sistema complejo, los agentes responden a su entorno mediante
el uso de un conjunto de reglas internalizadas que impulsan accion. En un
sistema bioquimico, las “reglas” son una serie de reacciones quimicas. A
nivel humano, las reglas pueden expresarse como instintos, construcciones
y modelos mentales. “Explorar las experiencias previas, las expectativas
y preferencias del paciente; es un ejemplo de una regla internalizada que
podria impulsar las acciones de un fisioterapeuta (cuadro 1) (10).
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Cuadro 1. Complejidad en un dia comun en un consultorio de fisioterapia

Una tarde reingresa un paciente consultando por la misma dolencia por la que habia consultado
el ano anterior. El paciente deseaba repetir el mismo tratamiento que habiamos hecho
anteriormente pues, segun él, la experiencia previa habia resultado positiva. Sin embargo, dicho
tratamiento no parecia tener sustento cientifico de efectividad. El paciente, no totalmente de
acuerdo, acepta una nueva propuesta de tratamiento recomendada en la literatura. Después

de algunas sesiones, los sintomas no disminuian y el paciente solicité retomar el tratamiento
que previamente habia resultado efectivo. En las siguientes sesiones, y habiendo retomado el
tratamiento anterior, los sintomas del paciente comenzaron a mejorar.

Basandonos en este caso, pareciera que el tratamiento que se opone a la evidencia cientifica
disponible ha triunfado. ¢ Es este paciente un caso clinico particular? ¢ Existen otros factores que
hayan podido influir en la evolucién del cuadro clinico del individuo? hayan podido influir en la
evolucion del cuadro clinico del individuo?

Cuadro 2. Caracteristicas de un sistema complejo en la atencion del paciente con dolor
musculoesquelético

Caracteristica Ejemplo

Gran numero

Dinamismo

Penetrancia

Falta de
linealidad

Interacciones

recursivas
Abiertos

Falta de
equilibrio

Historicidad

Informacion
local

El paciente con dolor musculoesquelético y el terapeuta que lo atiende estan
conformados por multiples subelementos (células, moléculas, atomos) y, a la
vez, son parte de otros estimulos y sistemas complejos como el entorno del
encuentro terapéutico.

La alianza terapéutica empatica o la comunicacioén verbal y no verbal entre el
terapeuta y el paciente pueden condicionar y cambiar el resultado terapéutico.

En el encuentro terapéutico, las actitudes y los comportamientos positivos hacia
el paciente (por ejemplo, con respecto a las afecciones que refiere el paciente,
refuerzos positivos) afectan la expectativa del paciente ante el tratamiento y esto
condiciona su resultado terapéutico. A su vez, la comunicacion del resultado de
un tratamiento a otros pacientes puede condicionar la expectativa de estos hacia
el resultado terapéutico (por ejemplo, conversacion y experiencias de pacientes
en la sala de espera o en el gimnasio de rehabilitacion).

Un mismo tratamiento puede tener diferentes resultados terapéuticos segun
el estado biopsicosocial del paciente (por ejemplo, ausentismo laboral por su
condicién) y del terapeuta que lo atiende (por ejemplo, estrés, burnout).

La expectativa previa ante un tratamiento puede modificarse después de una
experiencia con el mismo.

El ambiente confortable (poco ruido, musica, fragancias, temperatura), la
arquitectura adecuada (casilleros privados, equipamiento moderno, espacioso,
ventanales), y el disefio ambiental planificado cuidadosamente (decoraciones,
adornos y colores), son aspectos que pueden favorecer el resultado terapéutico.

Un dolor musculoesquelético que mejoré después del encuentro terapéutico
puede retornar facilmente a la condicion dolorosa ante diferentes y multiples
estimulos (movimiento, estrés laboral, situacion familiar, descanso incorrecto).

Las experiencias previas del paciente (por ejemplo, un resultado positivo o negativo
de un tratamiento previo) pueden condicionar el resultado terapéutico (cuadro 1).
El paciente con dolor musculoesquelético y el fisioterapeuta actuan con la
informacion inmediata de la condicién del paciente (por ejemplo, el movimiento
que activo la aparicion del dolor), pero, a su vez, se hallan inmersos en la
interaccion con otros sistemas.

Muchas veces, nos vemos desafiados por situaciones complejas durante
el abordaje del dolor musculoesquelético de nuestros pacientes. Con el
objetivo de resolverlas, seguimos las recomendaciones de la literatura
cientifica. Sin embargo, muchas veces la evolucidn clinica tiene desenlaces
que son dificiles de entender, pues, los sintomas pueden mejorar o empeorar
por muchas razones no relacionadas con el tratamiento (11-13).

De acuerdo con Barochiner J., los resultados terapéuticos podrian ser mas
satisfactorios, tanto para el paciente como para el profesional, si el abordaje
terapéutico se realiza comprendiendo las caracteristicas del sistema complejo
(14) (cuadro 2). Estas caracteristicas son las siguientes (3,10,14,15):
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. Gran numero de elementos. Estos tienden a mostrar un importante

grado de similitud en los diferentes niveles del sistema (2), lo que se
conoce como fractales (14). Los fractales pueden ser geométricos, es
decir, una forma divisible en partes, las cuales son una copia a pequefia
escala del todo (3). En el dolor musculoesquelético, es esencial evaluar
la interaccidn de los individuos y su entorno, lo que incluye infinidad de
variables, como ambiente, clima, entorno laboral, familiar y otros.

. Dinamismo. Por su propia naturaleza de actividad constante, los

sistemas complejos nunca se encuentran exactamente en el mismo
estado. Con el tiempo, pueden cambiar a un estado diferente, o pueden
cambiar permanentemente a un estado nuevo y diferente (16). Debido
a que los agentes dentro de él pueden cambiar, un sistema complejo
puede adaptar su comportamiento a lo largo del tiempo (17).

. Penetrancia. Las interacciones entre las partes son simultaneas y

transversales. La evolucion de un sistema influye y es influenciado

por la de otro sistema (8). Dado que cada agente y cada sistema

esta anidado dentro de otros sistemas, todos evolucionando juntos e
interactuando, no podemos comprender completamente ninguno de los
agentes o sistemas sin hacer referencia a los demas (18).

. Falta de linealidad. El comportamiento de un sistema complejo

comunmente no es lineal. Los mismos estados pueden tener diferentes
respuestas segun las caracteristicas de los elementos del sistema (10).
Por ejemplo, en la previsién meteoroldgica, las leyes fundamentales
que gobiernan los gases contienen términos no lineales que conducen
a lo que los cientificos han llamado: “dependencia sensible a las
condiciones iniciales” De modo que, una minima diferencia en las
variables iniciales conduce a enormes diferencias en el comportamiento
futuro (15,19). Esa idea es mundialmente conocida como «efecto
mariposa», ya que el proverbio popular chino «el aleteo de las alas de
una mariposa pueden provocar un tsunami al otro lado del mundo»,
parece reflejar el hecho de que con pequefas variaciones iniciales
podemos conseguir resultados totalmente inesperados.

. Interacciones recursivas. El sistema se retroalimenta (15). Esta

retroalimentacion puede ser positiva 0 negativa. La respuesta de un
sistema complejo puede presentarse como nuevo estimulo al mismo
sistema.

. Abiertos. Los sistemas complejos son abiertos e interactdan con su

entorno. No tienen limites precisos y se encuentran en permanente
intercambio con el medio que los rodea (2). No podremos entenderlos
sin considerar que se encuentran “anidados” en otros sistemas, y que
todos interactian y evolucionan conjuntamente.

7 Falta de equilibrio. Los equilibrios son temporales. Se requiere una gran

cantidad de energia para mantener al sistema en un estado de poca
entropia.

. Historicidad. Los sistemas complejos tienen una historia dado que

evolucionan en el tiempo (16). El pasado es importante para entender el
estado actual.

. Informacion local. Los sistemas complejos actian con informacién

simple y local de su entorno inmediato. El orden, la innovacion y el
progreso pueden surgir naturalmente de las interacciones dentro de
un sistema complejo; no es necesario que se impongan de forma
centralizada o desde el exterior (10). En la vida cotidiana surgen
muchos comportamientos complejos de reglas relativamente simples

565



Andreu M, Policastro P, Dias T, Pardo Y

566

Biomédica 2022;42:562-73

en cosas como conducir en trafico o interactuar en reuniones. Mientras
nadie dirige nuestras acciones para tales situaciones, todos sabemos
cémo adaptarnos y llegar a donde queremos ir (7).

Abordaje del paciente con dolor musculoesquelético desde la
complejidad

Los factores determinantes de la evolucion clinica son un fenémeno de
interés emergente entre profesionales e investigadores de fisioterapia (6). El
enfoque de la complejidad reconoce al paciente como un conjunto integral,
su contexto social, cultural y ambiental, que moldea la respuesta individual
a la enfermedad; en esencia, un sistema de salud centrado en el paciente
(20). Por otro lado, el sistema complejo entiende a la salud y el padecimiento
como lo subjetivo y, a la enfermedad, como lo objetivo; existen estados
emergentes de interacciones de arriba hacia abajo y de abajo hacia arriba
entre el restrictivo contexto ambiental, sociocultural y econdmico-politico y
las recursivas interacciones fisioldgicas y psicolégicas de redes de funciones
celulares y de 6rganos (16).

Los factores contextuales son elementos fisicos, psicolégicos y sociales
involucrados en el encuentro clinico entre el paciente y el fisioterapeuta
(21,22). En el contexto clinico, la interaccion entre el componente especifico
de un tratamiento y los factores complejos circundantes influencian la
experiencia subjetiva terapéutica (por ejemplo, el aumento o la disminucién
del dolor), desencadenando efectos relacionados con placebo o nocebo
(23). Especificamente, los factores contextuales positivos pueden mejorar los
resultados clinicos, mientras que los factores contextuales negativos pueden
amplificar los sintomas del paciente impidiendo su recuperacion (24). Por
ejemplo, un entorno terapéutico positivo puede promover en el paciente una
expectativa positiva con el tratamiento que va a recibir, lo que inicia mecanismos
que desencadenan efectos placebo que disminuyen el dolor percibido. A su
vez, esta disminucién del dolor fortalece la alianza terapéutica empatica,
incrementando el efecto placebo y con mejores resultados terapéuticos (figura 1).

Los efectos placebo y nocebo incorporan fenémenos complejos y distintos
en los que se producen cambios conductuales, neurofisioldgicos, perceptivos
y cognitivos durante el encuentro terapéutico entre el fisioterapeuta y
el paciente. Por ejemplo, el ambiente confortable (poco ruido, musica,
fragancias, temperatura), la arquitectura adecuada (gabinetes privados,
equipamiento moderno, espacioso, ventanales) y el disefio ambiental
planificado cuidadosamente (decoraciones, adornos y colores), son algunos
aspectos que pueden afectar el resultado terapéutico.

Estos efectos también pueden producirse cuando se administra un
tratamiento activo y terapéuticamente eficaz. De hecho, cualquier tratamiento
(activo o inerte) que se administre en cualquier contexto de atencion puede
desencadenar efectos relacionados con este contexto. Se pueden identificar
factores contextuales relacionados con las caracteristicas del profesional y
del paciente, con la interaccion paciente-profesional, con las caracteristicas
del tratamiento y con el entorno de tratamiento (21).

El profesional

La percepcion de los pacientes con respecto a la experiencia, el
profesionalismo, la apariencia y la reputacion del fisioterapeuta tratante, son
elementos importantes para el paciente y pueden contribuir a modificar el
resultado clinico en las afecciones musculoesqueléticas (25).
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Figura 1. Representacion esquematica de algunos factores contextuales que caracterizan la complejidad de la atencién del paciente con
dolor musculoesquelético. Cada una de las variables mencionadas engloba, a su vez, otras variables interconectadas. Forman, asi, una
compleja red de sistemas; no es posible alterar una variable sin influir en todas las demas.

En un estudio cualitativo se demostré que los pacientes basan sus
evaluaciones de calidad de servicio en ciertos aspectos de los fisioterapeutas:
sus caracteristicas personales (comunicacion amigable y respetuosa, soporte
emocional, sensibilidad a cambios en el estatus del paciente), su disposicion
a brindar informacién y educacion, y su experiencia técnica (26). En una
encuesta hecha a los pacientes se informé que el fisioterapeuta vestido con
guardapolvo y el fisioterapeuta vestido de camisa, pantalén y corbata fueron
clasificados como el mas profesional y el mas preferido, respectivamente. Por
el contrario, los pacientes se mostraron menos satisfechos si vestian jeans.
La edad de los encuestados y la exposicién con el profesional (numero de
visitas) afecto la percepcion reportada (27).

Otros factores, como el incremento en la duracién de la sesion y el
interés por el paciente y su cuidado, también tienen un rol relevante en
la satisfaccién del paciente hacia el tratamiento y podrian ser utilizados
por los fisioterapeutas para mejorar la satisfaccion del paciente (28). Los
pacientes aprecian la capacidad del fisioterapeuta para animar al paciente a
que pregunte, para responder a sus preguntas, para considerar su opinion,
para explorar la enfermedad y para conocer la experiencia con la misma;
también, su capacidad para brindar una retroalimentacion positiva, dar clara
informacion predictiva y explicar sobre la condicidn del paciente y de cémo
el tratamiento puede afectar positivamente los resultados (28-31). Por el
contrario, los fisioterapeutas deberian evitar mostrar nerviosismo, dedicar
demasiado tiempo a leer las historias clinicas de los pacientes, utilizar
demasiadas palabras técnicas o demostrar prisa durante la consulta (28,30).

El carisma del fisioterapeuta y su optimismo o pesimismo con respecto
a la naturaleza del tratamiento, pueden tener un efecto en el resultado del
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tratamiento (32). Esta es una “profecia autocumplida” en la cual la expectativa
que tiene un profesional sobre el resultado del paciente puede conducir a una
mejoria (efecto Pigmalidon o Rosenthal) o a un empeoramiento (efecto Golem)
del resultado del tratamiento (33,34). Las creencias de los profesionales sobre
el dolor de espalda estan relacionadas con las creencias de sus pacientes,

y las creencias para evitar el miedo en los profesionales se asocian con
aquellas para evitar el miedo de sus pacientes (35).

El paciente

La expectativas del paciente son un factor prondstico importante en
el tratamiento del dolor musculoesquelético (36) y, frecuentemente, es
subestimado por los fisioterapeutas (37). Bishop, et al., observaron que las
expectativas de alivio del dolor tuvieron una influencia importante en el dolor
y la incapacidad en pacientes con dolor lumbar (38) y dolor cervical (39). La
experiencia del paciente con un tratamiento previo también ha demostrado
ser un factor que puede afectar el resultado de la terapia (40).

La percepcién de la calidad de la atencidn fisioterapéutica se experimenta
de manera diferente en hombres y mujeres, asi como en pacientes de
diferentes edades (41). Para los pacientes de sexo masculino, los principales
factores asociados a la satisfaccion con el tratamiento fueron el resultado y
las caracteristicas del fisioterapeuta. Mientras que, en los pacientes de sexo
femenino, los principales factores relacionados fueron la organizacion y la
comunicacion (42,43).

En otro estudio, la edad del paciente no estuvo asociada con el grado
de satisfaccidn. No obstante, los sujetos mayores de 65 afios estuvieron
mas satisfechos con los factores relacionados al acceso a los servicios de
atencion y a la efectividad en la comunicacion (44).

En otro estudio, la satisfaccion con la atencidn fue superior en pacientes
con afecciones musculoesqueléticas agudas que en aquellos con afecciones
cronicas. Para el grupo con afecciones agudas, las caracteristicas del
fisioterapeuta resultaron las mas determinantes de la satisfaccion, mientras
que, en el grupo con afecciones cronicas, la organizacion del centro de
atencion fue el factor predictivo mas significativo (43).

La interaccion paciente-profesional

Los fisioterapeutas destinan aproximadamente el doble del tiempo en
hablar con el paciente que en el tratamiento propiamente dicho (45,46).
Factores como escuchar, expresarse positivamente dando apoyo y aliento,
el humor y la simpatia, permitir una discusion empatica y comunicativa,
establecer acuerdos, escuchar la opinion del paciente y utilizar un lenguaje
comun, son algunas habilidades verbales que se correlacionaron con la
satisfaccion del paciente y podrian influir significativamente en el resultado
del tratamiento (28-30,42). Por el contrario, los fisioterapeutas deben evitar
aspectos como la comunicacion negativa, las expresiones verbales de
ansiedad y las preguntas cerradas para obtener informacion (28).

Segun el estudio hecho por O’Keeffe, et al., los pacientes no estuvieron
satisfechos con la atencidn cuando fueron interrumpidos y no pudieron
contar su historia, cuando el fisioterapeuta carecia de empatia, cuando era
demasiado confiado o cuando se comportaba de manera arrogante (30).
Los aspectos no verbales, como la expresién verbal y el contacto visual,
representan importantes elementos en la alianza terapéutica (29).
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En el contexto de la atencidn, los fisioterapeutas intervienen muchas veces
con el contacto visual, la sonrisa, y con expresiones de acompafamiento e
interés. Ademas, utilizan regularmente el asentimiento de cabeza, el contacto,
la inclinacion del cuerpo hacia delante y la orientacién corporal para facilitar
e involucrar a los pacientes. Todos estos aspectos podrian contribuir al
resultado terapéutico final (45).

La capacidad del terapeuta para interpretar las expresiones del lenguaje
corporal no verbal de los pacientes también es un elemento importante de
satisfaccion durante el encuentro clinico (28).

El tratamiento

El formular y comentar el diagnéstico de forma detallada, explicar sus
afecciones y darle sentido a su afeccion es per se una forma de tratamiento.
Estas acciones son apreciadas por los pacientes durante la primera consulta,
y podria condicionar el resultado del tratamiento (29,42).

Por otro lado, también es importante adelantar al paciente que el
tratamiento que se va a aplicar es importante en la modulacién del efecto
terapéutico. En un estudio de analgesia posoperatoria, el ocultamiento de
la administracidon de un analgésico resulté en retraso y en menor alivio del
dolor, que cuando los pacientes sabian que les estaban administrando el
medicamento (47). En otro estudio, pacientes con dolor lumbar crénico
reportaron menor dolor y mas rapida resolucion de su condicién, cuando
realizaron ejercicios de movilizacion lumbar observandose en un espejo (48).

El personalizar el tratamiento, considerar activamente las opiniones de
los pacientes y centrar la atencién en el paciente parecen influenciar los
resultados del tratamiento de manera efectiva y exitosa (28-30,42). Aspectos
como: la atencion personalizada y constante con el mismo profesional, la
limpieza, el adecuado tiempo de sesion, la puntualidad, la flexibilidad con la
agenda personal, la efectividad del tratamiento, la frecuencia y la duracion
adecuada, afectan positivamente la satisfaccion del paciente y el resultado
terapéutico (28,30,42). Por el contrario, el centrar la atencion en el profesional,
la ausencia de privacidad, los tratamientos costosos, la demora en la entrega
de turnos, el escaso tiempo paciente-fisioterapeuta, el ser tratado por
diferentes fisioterapeutas, o un tratamiento apresurado, afectan negativamente
la satisfaccion del paciente y el resultado terapéutico (28,30,42).

En el contexto clinico, el fisioterapeuta aplica diferentes formas de
contacto e interaccién al relacionarse con el paciente en los centros
terapeduticos, desde la ubicacién del paciente en el lugar de la terapia, hasta
la socializacién de la informacién y las diversas indicaciones que suceden en
la terapia y en la intervencion. En el contexto clinico, el fisioterapeuta contacta
de diferentes formas al paciente, para asistirlo, para posicionarlo y para
informarlo, para percibir informacion, y para realizar una intervencién (49).

El contacto es un elemento fundamental en las relaciones interpersonales y
regula los vinculos sociales (50).

El entorno terapéutico

Diferentes elementos sensoriales del ambiente pueden condicionar el
resultado del paciente. La iluminacién natural, poco ruido, musica suave
y relajante, uso de aromas y una temperatura adecuada, son factores
importantes que podrian ser considerados en el contexto terapéutico (51,52).
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Los aspectos estructurales también parecen ser importantes para el
paciente: accesibilidad, horarios convenientes de atencion, ubicacion,
estacionamiento y personal complementario accesible (42).

Los ambientes que incluyen muchas ventanas en el lugar de trabajo y los
casilleros privados y comodos son de lo mas apreciado por los pacientes
(51,52). La decoracion de los espacios también podria afectar la percepcion
del paciente. Encontrando que, las obras de arte sobre la naturaleza, que
incluyen vegetacion verde, flores, agua y un entorno que integre plantas o
adornos de jardin, tienen un efecto relajante (51,52).

Implicancias

Tradicionalmente, la medicina basada en la evidencia ha focalizado su
atencién en el efecto de los agentes farmacolégicos, subestimando aquellos
factores psicoldgicos y ambientales que contribuyen significativamente
a mejorar el resultado terapéutico con nuestros pacientes (53). Por tal
motivo, es importante considerar el abordaje del paciente con dolor
musculoesquelético como un sistema complejo, ya que, ofrecera
oportunidades terapéuticas adicionales para manejar el dolor y podria ser
fundamental para mejorar la eficacia terapéutica de diferentes intervenciones.

Es importante reflexionar sobre la importancia de los factores contextuales
en el resultado terapéutico, en lugar de minimizarlos o etiquetarlos
exclusivamente como factores de confusion (54,55).

Desde una perspectiva educativa, la complejidad todavia es subestimada
en la mayoria de las formaciones de grado y posgrado de fisioterapia.
No obstante, es un enfoque que, a la luz de la calidad formativa y la
profesionalizacidén, asi como del conocimiento integro y la bioética, deberia
incluirse en los programas de estudios. Para garantizar la competencia
adecuada, el conocimiento y su uso ético, deberia incluirse en los programas
de estudios (21,56-58).

Conclusion

Los factores determinantes de la evolucion clinica son un fendmeno
de interés emergente entre profesionales e investigadores del campo
de la fisioterapia. El interés en los factores contextuales ha crecido y es
ampliamente encontrado en la literatura cientifica relacionada con la
fisioterapia. Para hacer frente a la complejidad en la atencién del paciente
con dolor musculoesquelético, debemos abandonar los modelos lineales,
aceptar la imprevisibilidad, respetar (y utilizar) la autonomia y la creatividad, y
responder con flexibilidad a los patrones y oportunidades emergentes.
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Introduccion. En los meningiomas, ocurren con frecuencia mutaciones en la regién

promotora de la transcriptasa inversa de la telomerasa.

Objetivo. Estimar la importancia pronéstica de las mutaciones de la transcriptasa inversa

de la telomerasa en pacientes colombianos con meningiomas de grados Il y Ill.

Materiales y métodos. Es un estudio de cohorte, retrospectivo y multicéntrico, que incluyé

pacientes con diagndstico de meningioma persistente o recidivante, de grados Il y lll, segin

la clasificacion de la OMS, reclutados entre el 2011 y el 2018, con tratamiento sistémico

(sunitinib, everolimus con octreétido o sin él, y bevacizumab). El estado de la mutacion del

promotor de la transcriptasa inversa de la telomerasa se determiné por medio de la PCR.

Resultados. Se incluyeron 40 pacientes, en 21 (52,5 %) de los cuales se encontraron

mutaciones en la transcriptasa inversa de la telomerasa, siendo las variantes mas

frecuentes la C228T (87,5 %) y la C250T (14,3 %). Estas fueron mas frecuentes entre

los pacientes con meningiomas anaplésicos (p=0,18), en aquellos con mas de dos

recurrencias (p=0,04), y en los que presentaron lesiones en la region parasagital y la

fosa anterior (p=0,05). Los sujetos caracterizados por tener alteraciones puntuales fueron

tratados con mayor frecuencia con la serie de medicamentos everolimus, sunitinib y

bevacizumab (p=0,06). Tras el inicio del tratamiento médico, la supervivencia global fue de

23,7 meses (IC%% 13,1-34,2) en los pacientes con mutaciones y, de 43,4 meses (IC,.,, 37,5-

49,3), entre aquellos sin mutaciones (p=0,0001).

Los resultados del analisis multivariado demostraron que, unicamente, el nimero de

recurrencias y la presencia de mutaciones en el gen de la transcriptasa inversa de la

telomerasa, fueron factores que afectaron negativamente la supervivencia global.

Conclusiones. Las mutaciones en el gen promotor de la transcriptasa inversa de la

telomerasa permiten identificar los pacientes con alto riesgo, cuya deteccion podria ser de

utilidad para seleccionar el mejor esquema terapéutico.

95%

Palabras clave: meningoma; mutacién con ganancia de funcion; telomerasa
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Prognostic significance of telomerase reverse transcriptase promoter gen mutations
in high grade meningiomas

Introduction: Mutations in the promoter region of telomerase reverse transcriptase occur
frequently in meningiomas.

Objective: To estimate the prognostic importance of telomerase reverse transcriptase
mutations in Colombian patients with grades Il and Il meningioma.

Materials and methods: This was a multicenter retrospective cohort study of patients
diagnosed with refractory or recurrent WHO grades Il and Il meningiomas, recruited
between 2011 and 2018, and treated with systemic therapy (sunitinib, everolimus +
octreotide, and bevacizumab). Mutation status of the telomerase reverse transcriptase
promoter was established by PCR.

Results: Forty patients were included, of which telomerase reverse transcriptase mutations
were found in 21 (52.5%), being C228T and C250T the most frequent variants with

87.5 % and 14.3 %, respectively. These were more frequent among patients with anaplastic
meningiomas (p=0.18), with more than 2 recurrences (p=0.04); and in patients with
parasagittal region and anterior fossa lesions (p=0.05). Subjects characterized as having
punctual mutations were more frequently administered with everolimus, sunitinib and
bevacizumab drug series (p=0.06). Overall survival was 23.7 months (Cl,,,, 13.1-34.2) and
43.4 months (Cl,,,, 37.5-49.3; p=0.0001) between subjects with and without mutations,
respectively. Multivariate analysis showed that the number of recurrences and the presence
of telomerase reverse transcriptase mutations were tthe only variables that negatively
affected overall survival.

Conclusions: Mutations in telomerase reverse transcriptase allows the identification of
high-risk patients and could be useful in the selection of the best medical treatment.

Keywords: Meningioma; gain-of-function mutation; telomerase

Los meningiomas representan ~40 % de los tumores intracraneales, con
una incidencia global préxima a los 8,1 casos por 100.000 habitantes (Central
Brain Tumor Registry of the United States, CBTRUS). La mayoria son lesiones
de bajo grado [grado |, segun la clasificacion de la Organizacion Mundial
de la Salud, (OMS)]; no obstante, una pequefa fraccion de las neoplasias
meningoteliales se categorizan como lesiones de alto grado, particularmente,
tumores atipicos (OMS Il, 5-20 %) y anaplasicos (OMS Ill, 1-3 %) (1,2). En los
Estados Unidos, se diagnostican anualmente 370 adultos con meningiomas
de alto grado, 2.690 sufren actualmente de la enfermedad y la supervivencia
global a 5 afos se estima en el 63 % (3).

Los meningiomas de grado Il incluyen variantes morfoldgicas atipicas, con
células claras y coroideas, definidos clasicamente por un indice mitético de 4 a
19 mitosis por 10 campos de mayor aumento, por la invasién cerebral o por la
presencia de tres a cinco caracteristicas histopatolégicas asociadas con atipia
(2,4). Estas incluyen crecimiento laminar, necrosis, alteracion en la relacién
entre nucleo y citoplasma, nucléolos prominentes y mayor celularidad (2).

Usualmente, la presencia de 1 o 2 caracteristicas atipicas en un meningioma
de grado I, se asocia con un mayor riesgo de progresion y recurrencia (5). Las
neoplasias anaplasicas tienen un indice mitético de 20 o mas por 10 campos de
mayor aumento, e incluyen las variantes papilar y rabdoide (5,6).

Con el advenimiento de la genédmica tumoral, se han realizado esfuerzos
para mitigar la recurrencia de los meningiomas de alto grado, incluyendo
la identificacion de blancos moleculares potencialmente modulables.
Inicialmente, se identificaron numerosas mutaciones puntuales, deleciones
y reordenamientos asociados con la neurofibromina (NF, en 22q12.2) (7),
lo que explica cerca del 50 % de los casos esporadicos. Ademas, se han
documentado alteraciones recurrentes en SMO, AKT, (E17K), PIK,CA,
POLR,A, SMARCB,, SWI-SNF, KLF,y TRAF, (K409Q) (8-10). Estas
alteraciones son tipicas de los tumores de bajo grado, pero suelen estar
ausentes en los meningiomas atipicos y anaplasicos (11).
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Por el contrario, los meningiomas de alto grado presentan ganancias y
pérdidas cromosomicas, y alteraciones en el nimero de copias. En particular,
suelen tener pérdidas en el cromosoma 22 o modificaciones alélicas en 1p,
6q, 10, 14q y 18q. La pérdida de 1p predice un comportamiento biolégico mas
agresivo, excepto en los tumores anaplasicos de patron rabdoide. De forma
similar, las pérdidas en 9p21, donde se codifican los inhibidores dependientes
de ciclinas CDKN Ay CDKN B, sugieren una mayor probabilidad de cambio
en el grado de los tumores de grado | y Il (12,13). En la figura suplementaria
1, se muestra el espectro de alteraciones cromosdmicas de los meningiomas.

La disrupcién del genoma exhibe una fuerte asociacion con la ubicacion
del tumor primario, independientemente del grado tumoral. Los meningiomas
de la base del craneo no suelen mostrar alteraciones en el nimero de copias,
mientras que, en los de la convexidad (falcina y parasagital), se presentan
abundantes alteraciones cromosémicas; los de la regién lateral se encuentran
en un punto intermedio. Estos patrones sugieren que las mutaciones de los
meningiomas de alto grado se agrupan en diversas ubicaciones anatémicas,
lo que sugiere ontogenias divergentes (14). En concordancia, los meningiomas
de alto grado se asocian con pocas mutaciones somaticas recurrentes,
incluyendo NF,, SMARCE,, BAP, y el gen de la transcriptasa inversa de la
telomerasa (TERT) (15); es mas frecuente en las lesiones secundarias y tiene
una expresion diferencial en diferentes regiones geograficas (14-18).

La pérdida de la capacidad de mantener los telémeros se considera una
caracteristica distintiva de las neoplasias, dado que, en mas del 90 % de las
células malignas, se sobreexpresa la enzima telomerasa, la cual contrarresta
activamente su acortamiento (19). Las mutaciones del gen promotor de la
transcriptasa inversa de la telomerasa (TERTp, 5p15.33), se descubrieron
inicialmente en los melanomas y, posteriormente, se documentaron en
diversos tumores solidos, entre ellos, los meningiomas de alto grado. Ademas
de las mutaciones en TERTp, la expresion aberrante de la telomerasa puede
ser causada por reordenamientos del gen por amplificacion, fusiones o
metilacion (19).

Las alteraciones en el TERT se traducen en un aumento significativo de la
expresion funcional de la proteina que tiene cuatro dominios: el N-terminal,
esencial para la telomerasa, el dominio de la transcriptasa inversa, el de unién
al ARN y el de la extensiéon C-terminal (14). Las alteraciones mas comunes
son las mutaciones puntuales C250T y C228T, localizadas en la region
promotora del gen (19). Un metaanalisis que incluyd los datos individuales
de 677 pacientes con meningiomas de grados | a lll, proporciond evidencia
de que las mutaciones en TERTp constituyen un factor prondstico negativo,
independientemente del grado tumoral (20). Los estudios iniciales para
valorar la correlacidon genémica, los cuales incluyeron entre 21 y 58 pacientes,
demostraron que la frecuencia de mutaciones en TERTp oscila entre el 14y
el 23 % (20-24). Por el momento, solo en un estudio se comparé la expresién
de mutaciones en TERTp en un subgrupo de pacientes con meningiomas
de alto grado, primarios y secundarios, y se sugirié que dichas mutaciones
promueven la evolucion clonal de las neoplasias meningoteliales (23).

Las dos mutaciones encontradas en TERTp permiten mantener la longitud
del teldmero, inmortalizando la célula tumoral mediante la formacién de una
superfamilia de factores de transcripcion conocida como E26/complejo del
factor ternario (ETS/TFC), evento que facilita la sobrerregulacién del gen.
Otro suceso que facilita el aumento de la expresiéon del ARNm de TERT es la
hipermetilacién del promotor (20).
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En pocos estudios se ha validado la importancia prondstica de la
transcriptasa inversa de la telomerasa en pacientes con meningiomas de alto
grado, tratados con diversas intervenciones farmacoldgicas en serie. De igual
manera, se desconoce la frecuencia de las mutaciones puntuales C228T y
C250T en meningiomas de alto grado originados en poblaciones hispanas de
multiple ancestro.

El presente estudio incluye el analisis detallado de 40 pacientes con
meningiomas de alto grado caracterizados segun la transcriptasa inversa de
la telomerasa, tratados y seguidos de forma homogénea, en dos instituciones
de Bogota, Colombia.

Materiales y métodos
Disefo y poblacion de estudio

Este es un estudio retrospectivo multicéntrico de cohorte de 40 pacientes
seleccionados de un grupo inicial de 59 con diagndstico de meningioma de
grados Il y Ill, confirmado mediante histopatologia, y tratados en dos centros
de referencia de Bogotd, Colombia, entre diciembre de 2011 y enero de 2018.

Los criterios de inclusién fueron: personas mayores de 18 afios y con
diagnéstico histologico de meningioma atipico o anaplasico, cuyo tejido
estuviese disponible para evaluar el estado de la mutacién del gen promotor
TERT. Los pacientes fueron categorizados en dos grupos para el analisis:
TERT silvestre y TERT mutado. Los registros médicos se revisaron para
obtener la informacién clinica y demografica.

De los 59 pacientes iniciales, se incluyeron 40 (68 %) con meningiomas
agresivos, recurrentes o en progresion, que fueron tratados con: 30 mg
intramusculares de acetato de octreétido LAR [O] cada 28 dias y 10 mg
diarios de everolimus [E] por via oral, 50 mg de sunitinib [Su] por via oral
durante los dias 1 a 28 en un ciclo de 42 dias, o 10 mg/kg de bevacizumab
[Bev] intravenosos los dias 1y 15. De estos 49 pacientes, los 16 (40 %)
expuestos al andlogo de somatostatina presentaban sobreexpresién de
SSTR2 (receptor 2 de la somatostatina).

La informacion clinica fue revisada para establecer las caracteristicas
sociodemograficas (edad al momento del diagndstico, nimero de recurrencias
y compromiso neurolégico basal) y las del tratamiento previo (extension de la
reseccion, tipo y dosis de radioterapia), y los eventos adversos y resultados
clinicos.

Todos los procedimientos que hicieron parte del estudio se practicaron
bajo los estandares éticos del Comité de Investigacion Institucional de la
Clinica del Country (LR23-2016), conforme a la declaracién de Helsinki
de 1964. En todos los casos, se obtuvo la firma previa del consentimiento
informado, con el fin de iniciar la recoleccidn de la informacion clinica,
la revision histopatolégica y la caracterizacién genémica. La tipificacion
histoldgica se hizo de acuerdo con los criterios de clasificacion para tumores
del sistema nervioso central propuestos por la Organizaciéon Mundial de la
Salud, OMS 2016 (versién 1.0, 2016) (25).

En la figura suplementaria 2, se presentan las caracteristicas histoldgicas
del meningioma atipico y del anaplasico.
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En este estudio se incluyeron 40 pacientes mayores de 18 afios con
evidencia radioldgica de progresion tumoral, luego de reseccién quirdrgica
y radioterapia (radioterapia de intensidad modulada o radiocirugia). El
tratamiento fue homogéneo, de acuerdo con las recomendaciones actuales
con el inhibidor mTOR, solo o en combinacion, el inhibidor de tirosina-cinasa
multidiana, y el anticuerpo monoclonal antiangiogénico (anti-VEGF). Los tres
esquemas terapéuticos estandar, segun su secuencia, fueron los siguientes:
i) everolimus, sunitinib y bevacizumab (en su orden, de primera, segunda o
tercera linea); i) sunitinib, everolimus y bevacizumab, y iii) everolimus seguido
por sunitinib, elegidos segun el criterio del médico tratante. El tratamiento
se interrumpid por progresion de la enfermedad o por toxicidad dependiente
de la dosis, de acuerdo con las recomendaciones del Common Terminology
Criteria for Adverse Events, version 4.0 (CTCAE) (https://evs.nci.nih.gov/ftp1/
CTCAE/About.html).

En general, los pacientes fueron evaluados cada tres semanas mediante
un examen fisico y, cada 8 a 10 semanas, con una resonancia magnética
con contraste. La evaluacién de la respuesta al tratamiento se basé en
los criterios de evaluacion radiolégica en neurooncologia, disefiados para
pacientes con meningiomas, que son incluidos en experimentos clinicos (26).
Durante el seguimiento, se practicaron examenes de laboratorio de rutina
mensualmente o en menos tiempo, segun el criterio médico.

Aislamiento del ADN

EL ADN gendmico se extrajo a partir de tejido tumoral embebido en
parafina microseccionado (3 mm) y fijado con formalina utilizando el Genomic
DNA Purification Kit (Thermo Scientific™, Catalog number K0512). El equipo
de patologia tumoral analizé las muestras para garantizar un contenido de
células tumorales mayor del 90 % vy, asi, demarcar el area del tumor. El ADN
se purifico utilizando el PureLink™ Pro 96 Genomic DNA Purification Kit
(Thermo Scientific™, Catalog number K182104A) siguiendo las instrucciones
del fabricante y protocolos previamente estandarizados. Posteriormente,
el ADN se cuantificé6 mediante nanoespectrofotometria en un NanoDrop™
ND-2000 (Thermo Scientific™, Waltham, MA) usando una relacién de
absorbancia de 260/280 nm.

Anadlisis de mutaciones en el promotor de TERT

La region promotora de la transcriptasa inversa de la telomerasa
(TERT) que contiene las mutaciones C228T, C250T, 7, 8 y C229A9, asi
como el polimorfismo rs2853669 (c.-245T> C), se amplificaron usando 25
ng de ADN gendmico previamente extraido con el kit HotStar Taq Master
Mix™ vy la solucion aditiva Q (Qiagen, Alemania), y los cebadores S
5-AGTGGATTCGCGGGCACAGA-3'y AS 5-CAGCGCTGCCTGAAACTC-3".

La amplificacién de la PCR dio como resultado un producto de 235 pb. La
calidad de los productos se corroboré mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida, seguida de una limpieza por PCR, utilizando el kit de un paso
lllustra ExoProStar™ (GE Healthcare Life Sciences).

Los productos de la PCR fueron secuenciados usando el kit de
secuenciacion de ciclos BigDye™ Terminator, version 1.1, en el analizador
genético Applied Biosystems™ 3130 (Applied Biosystems, USA), siguiendo
los procedimientos estandar descritos por el productor. Todas las muestras se
verificaron en direccion directa e inversa, y se utilizo el software SeqScape,
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versién 3.0 (Applied Biosystems, USA) para el analisis de mutaciones y el
ensamblaje de los fragmentos (27).

En la figura suplementaria 3 se muestra el esquema de la region
promotora de TERT con la numeracion de los nucleétidos en el cromosoma
5y, ademas, la secuencia de ADN de la region hotspot de una hebra de
tipo salvaje y una mutada, asi como los cromatogramas que evidencian las
mutaciones heterocigotas C228T y C250T.

Analisis estadistico

Los resultados se describieron por medio de la determinacion de
frecuencias absolutas, relativas, medidas de tendencia central y de
dispersion. Las variables se analizaron mediante tablas de contingencia
sometidas a pruebas de dependencia y asociacién, usando la prueba de ji al
cuadrado (y?) o el test exacto de Fisher, cuando fue necesario. Para todos los
casos, el nivel de significancia estadistica se determind en p<0,05.

Las estimaciones de supervivencia se hicieron utilizando el modelo
no paramétrico del limite del producto (método de Kaplan-Meier), y sus
funciones se compararon mediante la prueba log-rank.

Con el fin de valorar los factores que influyeron sobre la mortalidad,
se hizo un andlisis multivariado usando el modelo de riesgo proporcional
(regresion de Cox). Todos Los analisis estadisticos se hicieron utilizando el
programa SPSS™, version 23.0 (IBM Corp. IBM SPSS Statistics for Windows,
Armonk, NY, IBM Corp Released 2015).

Cuadro 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes

Variable Valor %, rango o ICM
Edad (media) (ahos) 51,3 (DE = 14,9) 28 a 88
Mujeres [n (%)] 25 62,5 %
Patologia n %
OMS ll/atipico recurrente [n (%)] 11 275
OMS lll/anaplasico [n (%)] 29 72,5
Numero de recurrencias antes n %
de iniciar el tratamiento médico
1 8 20,0
2 1 27,5
3 10 25,0
4 8 20,0
5 3 75
Localizacién primaria n %
Convexidad 4 10,0
Parasagital 10 25,0
Fosa anterior 18 45,0
Fosa media 5 12,5
Fosa posterior 3 75
Multicentricidad 10 25
Numero de cirugias previas n %
1 4 10,0
2 23 575
3 7 175
4 3 75
5 3 75
Extension de la reseccion n %
Total 20 50,0
Subtotal 20 50,0
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Resultados
Caracteristicas demograficas de los pacientes

De los 59 pacientes iniciales, se seleccionaron 40 pacientes con
meningiomas atipicos o anaplasicos recurrentes y se incluyeron en el estudio.
Sus caracteristicas demograficas se resumen en el cuadro 1. La mayoria
de fueron mujeres, con una distribucién de 2 a 1, y hubo predominio del
diagnostico en pacientes mayores de 60 afos (52,5 %).

Ademas, 10 de los pacientes tuvieron enfermedad multicéntrica, 8 de los
cuales tenian un fenotipo anaplésico con especial localizacién en la fosa
media y posterior (p=0,043).

Tratamiento

Todos los pacientes fueron sometidos a reseccion quirdrgica; la mediana
del numero de cirugias parciales o radicales por paciente fue de 2, con un
rango de 1 a 5. En el grupo de pacientes con tumores atipicos (n=11), todos
menos uno tuvieronresecciones de grado Simpson Ill, en comparacion con
el grupo de sujetos con tumores anaplasicos, entre los cuales el 65 % (n=13)
tuvieron procedimientos quirurgicos de grado Simpson | y 1l (p=0,0089). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos,
segun el numero de recurrencias (p=0,36). Ademas, todos los pacientes
fueron tratados con radioterapia de intensidad modulada (n=20, 65 %) (IMRT:
frecuencia = 27; porcentaje = 67,5; SRS: frecuencia = 13; porcentaje = 32,5),

y el tiempo medio transcurrido entre la radioterapia y el comienzo de la
primera linea de tratamiento sistémico fue de 22,9 meses (IC,,,, 1,8-189,0).
De manera similar, no hubo diferencias de significancia estadistica en la
supervivencia libre de progresion entre los pacientes tratados con radioterapia
de intensidad modulada o radiocirugia estereotactica: 23,6 frente a 19,4
meses (p=0,47), a diferencia de la supervivencia global, la cual fue superior
en casos de tumores atipicos que en los de los anaplasicos (p=0,013) (figura
suplementaria 4).

Al momento de comenzar la terapia médica, el diametro medio de los
tumores era de 42,3 mm (DE + 12,2), sin diferencias entre los de grados Il y
Il (p=0,85). Antes de recibir sunitinib o el tratamiento basado en everolimus,
un sujeto (3,2 %) (1 de 40 es el 2,5 %) recibié hidroxiurea/imatinib, sin ningun
beneficio. Diecinueve (61,3 %) (19 de 40 es el 47,5 %) pacientes fueron
tratados con everolimus o everolimus mas octreétrido como medicamentos
de primera linea y 11 (35,5 %) (11 de 40 es el 27,5 %) con sunitinib. La
relacién para la segunda linea se invirtid: 18 (58,1 %) (18 de 40 es el 47,5 %)
pacientes recibieron sunitinib, 4 (12,9 %) (4 de 40 es el 10,0 %), tratamiento
basado en everolimus, y 1 (3,2 %) (1 de 40 es el 2,5 %), bevacizumab. Ocho
(25, 8 %) (8 de 40 es el 20,0 %) pacientes siguen al momento de realizar el
estudio aun con el tratamiento de primera linea. Después de una mediana de
tiempo de seguimiento de 31,8 meses (IC,,,, 13,6-47), 10 pacientes (32,3 %)
recibieron los medicamentos en el orden everolimus, sunitinib, bevacizumab;
9 pacientes (29,0 %) fueron tratados con everolimus y posteriormente
sunitinib, y 4 (12,9 %) iniciaron con sunitinib seguido de everolimus y
finalizaron con bevacizumab.

Resultados del tratamiento

Después de iniciado el tratamiento médico, la mediana de supervivencia
global para la cohorte fue de 37,3 meses (IC,., 28,5-42,1) y, después del
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diagnostico inicial, fue de 78,1 meses (IC,,, 42,5-98,2) (figura 1, ay b).

Al comparar a los pacientes con los tratamientos de primera linea mas
comunes (everolimus con octeétrido o sin él, o sunitinib), la mediana de la
supervivencia global fue de 36 meses (IC,_, 25,3-41,7) y de 29,5 meses
(IC,,,, 22,5-37,5), respectivamente (p=0,349) (figura 2a). La supervivencia
libre de progresion fue de 12,1 meses (IC,,, 9,2-21,1), a diferencia de 9,1
meses (IC,,,, 6,8-16,8), para las mismas intervenciones, respectivamente
p=0,43) (figura 2b).

Por otro lado, de acuerdo con los criterios de evaluacion radioldgica en
neurooncologia (meningiomas), la tasa de mejoria con la primera linea fue
de 6 (43 %) pacientes que alcanzaron una enfermedad estable y 4 (28,6 %)
que lograron una respuesta parcial con everolimus con octeétrido o sin él, en
contraste con 7 (63,6 %) que alcanzaron enfermedad estable y 4 (36,4 %)
con respuesta parcial cuando recibieron sunitinib.

El beneficio clinico (respuesta completa, respuesta parcial o enfermedad
estable) mostré una tendencia a prolongar la supervivencia global sin una
asociacion estadisticamente significativa (p=0,246). La supervivencia libre
de progresion para los pacientes que recibieron sunitinib y everolimus con
octeotrido o sin €l en la segunda linea, fue de 9,13 (IC,,, 2,4-13,6) y 10,17
(IC,, 6,13-14,5), respectivamente. La supervivencia global fue superior cuando
se administro el orden sunitinib, everolimus y bevacizumab, en contraste con
todas las demas posibilidades (p=0,0001) (figura 3), independientemente de la
extension de la cirugia inicial (p=0,94), del tiempo entre el diagndstico y el inicio
del tratamiento médico (menor o mayor de 20 meses) (p=0,17); del nimero de
recurrencias (menos o mas de 3 recurrencias) (p=0,47); de la edad (menor o
mayor de 65 afos) (p=0,64), y del sexo (p=0,30).

En la figura 4, se muestran la evolucién clinica y las imagenes diagnésticas
de varios pacientes tratados en el orden everolimus, sunitinib y bevacizumab;
sunitinib, everolimus y bevacizumab; y everolimus y bevacizumab.

Figura 1. a. Supervivencia global después del inicio del tratamiento médico. b. Supervivencia global después del diagndstico de la enfermedad
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Figura 2. a. Mediana de la supervivencia global segun el tratamiento de primera linea: con everolimus (36 meses; IC

sunitinib (29,5 meses; IC
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25,3-41,7) y con

95%

22,5-37,5) (p=0,349). b. Mediana de la supervivencia libre de progresiéon de acuerdo con el tratamiento de primera

linea: con everolimus (12,1 meses; IC,, 9,2-21,1);y con sunitinib (9,1 meses; IC,,, 6,8-16,8) (p=0,43)

Figura 3. La supervivencia global segun la secuencia de tratamiento es de 43,4
meses para la serie everolimus, sunitinib y bevacizumab (IC,,,, 37,1-49,7), de
374 meses para sunitinib, everolimus y bevacizumab (IC,,,, 26,3-48,0), y de 277
meses para sunitinib, bevacizumab y everolimus (IC,_,, 12,4-46,0) (p=0,0001).

Resultados de acuerdo con la presencia de mutaciones en TERT

95%

Se encontraron mutaciones en TERT en 21 (52,5 %) pacientes, 18 (85,7 %)
con la variante C228T y 3 (14,3 %) con la C250T. Las mutaciones en TERT
fueron mas frecuentes entre los pacientes con meningiomas anaplasicos (17
meningiomas de grado Ill versus 4 tumores de grado Il) (p=0,18), en aquellos
con mas de dos recurrencias (p=0,04), y en los que presentaron lesiones
localizadas en la region parasagital y en la fosa anterior (p=0,05). De igual
forma, a los sujetos caracterizados por tener alteraciones puntuales en TERT,
se les administré con mayor frecuencia everolimus seguido de sunitinib y,
posteriormente, bevacizumab (n=6) (p=0,06).

Tras el inicio del tratamiento médico, la supervivencia global fue de 23,7
meses (IC,,, 13,1-34,2) entre los sujetos con mutaciones en TERT, y de 43,4
meses (IC, .., 37,5-49,3) en aquellos sin estas mutaciones (p=0,0001) (figura 5).

5%
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SG: supervivencia global; IMRT: Intensity-Modulated Radiation Therapy

Figura 4. a. Mujer de 54 afos con diagndstico de meningioma anaplasico recurrente en tres oportunidades y con TERT silvestre, tratada en tres
oportunidades con cirugia, radioterapia de intensidad modulada, radiocirugia, y con la serie de medicamentos everolimus, sunitinib y bevacizumab;

con este tratamiento, alcanzé una supervivencia global de 37 meses. b. Mujer de 59 afos a quien se le diagnostico meningioma anaplasico con la
mutacién TERTC?267, Su evolucion fue rapida a pesar de dos intervenciones neuroquirdrgicas parciales, de radioterapia de intensidad modulada y de

la administracion de la serie de medicamentos sunitinib, everolimus y bevacizumab; con este tratamiento se logré una supervivencia global de 39,5
meses, 34 de los cuales estuvo en tratamiento médico. ¢. Hombre de 47 afnos con diagndstico de meningioma anaplésico bifrontal de gran tamario, con
extension ésea y pulmonar, que presento la mutacion TERT??7. Fue tratado con exéresis parcial, radioterapia de intensidad modulada y la combinacion
de everolimus y bevacizumab; con este tratamiento, ha tenido una supervivencia global de la enfermedad de 32 meses hasta el momento.

La presencia de estas mutaciones no afectd la supervivencia libre de
progresion para la primera (p=0,059), la segunda (p=0,31) y la tercera linea
(p=0,09). No obstante, cuando este andlisis se hizo exclusivamente para el
tratamiento con bevacizumab en segunda y tercera lineas, se encontré que
dichas mutaciones influenciaron negativamente la supervivencia global tras
la exposicion al antiangiogénico (p=0,004). Ademas, la supervivencia global
fue estadisticamente inferior para el subgrupo de pacientes con tumores
anaplasicos con mutaciones en TERT (p=0,031) (figura suplementaria 5).

En el andlisis multivariado, se encontré que solo dos variables impactaron
la supervivencia global: el nimero de recurrencias (OR=10,5; IC, 1,1-98,3) y
la presencia de mutaciones en el pTERT (OR=150,9; IC..,, 4,7-4756,3).

95%
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Figura 5. Supervivencia global segun la presencia de mutaciones en TERT
Discusion

Los meningiomas atipicos y anaplasicos se relacionan con una mayor
morbimortalidad; la edad, el sexo masculino, el estado funcional (medido
por la escala de Karnofsky), el indice mitético, el numero de recurrencias e
intervenciones quirudrgicas, y el compromiso del nervio dptico, los principales
factores clinicos relacionados con el prondstico (28).

Los meningiomas de alto grado suelen ser mas frecuentes en los pacientes
jovenes (la edad media es de 57 afos en el momento del diagndstico) v,
usualmente, estan relacionados con mutaciones somaticas de novo o con la
evolucion fenotipica y clonal a partir de lesiones de menor grado (28).

En general, la localizacion de la lesion tiende a predecir el grado de
diferenciacion, teniendo en cuenta que la mayoria de los tumores ubicados
en la fosa media y anterior suelen tener un patréon meningotelial tipico o
transicional. Por el contrario, algunas de las neoplasias de la fosa media y la
mayoria de las encontradas en la fosa posterior, presentan mutaciones en el
promotor de TERT y un linaje secretor.

Globalmente, la frecuencia de alteraciones en TERT oscila entre el 14
y el 23 %, siendo mayor en los tumores recurrentes y en las lesiones de
alto grado (23,24,29,30). La incidencia de los meningiomas anaplasicos
catalogados como silvestres y mutados en TERT, se ha estimadoen 2y 8
casos por millén de habitantes por afo, respectivamente (29).

En el presente estudio se documento el doble de mutaciones en el
PTERT (52 %), debido a que la poblacion fue muy seleccionada. Quince de
los pacientes que presentaron dichas mutaciones tenian como antecedente
dos o mas recurrencias y, de ellos, cinco tuvieron mas de cuatro eventos
quirdrgicos previos.

En concordancia con otras descripciones (29,30), nuestros hallazgos
corroboran que la mutacién TERTC?2T fue la alteracion mas frecuente, y que la
multicentricidad fue comun en los tumores anaplasicos mutados y recurrentes.

Mirian, et al., encontraron una supervivencia libre de recurrencia posterior
a la cirugia inicial, de 14 meses para los pacientes con alteraciones puntuales
en el pTERT y de 101 meses en aquellos sin las mismas (30). Ademas, la



Biomédica 2022;42:574-90

Importancia de TERT en meningiomas de alto grado

razon de riesgo (HR) para recaidas entre los sujetos con mutaciones en TERT
fue de 3,74 en referencia al grupo con meningiomas silvestres, el cual también
presentdé una mejoria significativa en la mediana para la supervivencia global
(58 meses para los pacientes con mutaciones en el pTERT versus 160 meses
para los que presentaron la version silvestre; HR 2,77) (p=0,0001).

El prondstico de las mutaciones de pTERT se confirmé a partir del analisis
sistematico de casos, que demostré una tasa de recurrencia 4,8 veces mayor
en aquellos sujetos con meningiomas de grado OMS | y Il mutados, en
comparacion con los pacientes portadores de tumores anaplasicos silvestres.
De igual forma, la tasa de mortalidad fue 2,7 veces mayor en aquellos
pacientes con tumores de grado OMS |y || mutados en el pTERT, versus el
subgrupo de anaplésicos no mutados (30).

En la presente serie, el 74 % de los pacientes con mutaciones en el
PTERT tuvieron una recurrencia en los primeros 20 meses de seguimiento
tras la cirugia inicial (p=0,035), y la mediana de supervivencia global desde
el diagnostico fue de 41,5 meses (IC,,, 28,1-54,8) en los sujetos con tumores
mutados, contra 114 meses (IC,,,, 83,0-146,0) en la poblacion con tumores
silvestres (p=0,0001) (figura suplementaria 6).

Las mutaciones en el pTERT también afectaron el prondstico de la
enfermedad (supervivencia global) tras el inicio del tratamiento médico, sin
afectar la supervivencia libre de progresion; sin embargo, no fue posible
encontrar un efecto determinante sobre este pardmetro respecto del tipo
de mutacion en el pTERT (variantes C228T y C250T), posiblemente por la
limitacién del tamafo de la muestra (p=0,58) (figura suplementaria 7).

Como se describio en el presente estudio, el analisis multivariado para la
supervivencia global solo se vio afectado por el nimero de recurrencias y por
las mutaciones en el pTERT, informacion similar a la de otros autores (30),
que podria permitir categorizar los meningiomas de alto grado para determinar
si se requiere radioterapia temprana o diversas intervenciones farmacoldgicas.

Recientemente, Harmanci, et al., propusieron que la aparicion de
mutaciones en el pTERT puede ser un paso temprano en la transicién de los
meningiomas atipicos (31). Como prueba de la evolucion clonal, Juratli, et
al. (21), demostraron que la expresion de las mutaciones en pTERT puede
ser heterogénea en un mismo tumor recurrente segun su localizacion, lo que
sustenta el modelo de progresion tumoral acelerado que influye sobre los
resultados independientemente del grado tumoral.

En consonancia con las alteraciones en TERT, el indice de proliferacion
medido por el Kig, ha permitido discriminar el prondstico de los meningiomas
agresivos, segun el andlisis de la supervivencia global y de la supervivencia
libre de progresion, después de la radioterapia de intensidad modulada o
el tratamiento médico (32,33). Nuestros analisis confirman estos hallazgos,
al encontrar un impacto negativo del Ki_, mayor o igual al 20 % sobre la
supervivencia global, a partir del diagnéstico (p=0,012) o del inicio del
tratamiento médico (p=0,013) (figuras no incluidas).

Ademas de las mutaciones en el pTERT, otros factores como las fusiones
en LPCAT1-TERT, las pérdidas por heterocigocidad del cromosoma 18q, las
deleciones en CDKN,A/B, las mutaciones en NF,, ARID A, y BAP,, asi como
la expresion de RB157%°, también se asocian con un prondstico desfavorable
(15,34-37).
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Recientemente, se ha descrito el papel prometedor de diversos perfiles de
metilacion para clasificar a los pacientes con meningiomas segun su riesgo
de recurrencia e impacto sobre resultados como la supervivencia libre de
progresion y la global. Olar, et al., demostraron por medio de una agrupacion
no supervisada, que la metilacion del Jocus 64-CpG afectd los resultados mas
representativos independientemente del grado tumoral, el indice mitético, la
escala Simpson, el sexo, la ubicacion y el nimero de copias (38). Utilizando
métodos similares, Sahm, et al., identificaron seis clases Unicas de metilacion en
los diferentes grados del meningioma, documentando un perfil especifico para el
grado | de alto riesgo y otro para los tumores de grado Il de buen pronéstico (39).

Multiples estrategias moleculares, con mayor o menor complejidad,
permitiran seleccionar a los pacientes segun su riesgo para acelerar el
uso de terapias dirigidas o decidir el orden en la administracion de los
tratamientos después de la cirugia y la radioterapia.

Gracias al conocimiento adquirido sobre las caracteristicas citogenéticas
basales de los meningiomas de alto grado, su heterogeneidad y capacidad
de escape ¢ del sistema inmunoldgico por medio de variaciones subclonales
que explican la sensibilidad y resistencia a los diferentes tratamientos, hoy
disponemos de tratamientos diferentes a la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia clasica (40). Un numero significativo de los meningiomas de
alto grado presentan pérdidas en 22q, que se asocian con la presentacion
de mutaciones supresoras en NF2, gen que codifica la neurofibromina 2
(merlina), proteina implicada en las vias de sefializacién intracelular PI3K/
AKT/mTOR vy, de forma paralela con elF3c, CD44, la proteina cinasa A y p21.

De forma similar, hasta el 70 % de los meningiomas muestran
sobreexpresion de SSTR2A, lo que sugiere un entorno propicio para el uso
de medicamentos como el everolimus y el octedtrido (41,42). Previamente,
Graillon et al., demostraron in vitro que el everolimus disminuia la viabilidad
celular de los meningiomas agresivos, induciendo de forma concomitante
la activacion de AKT, lo que generd un efecto antiproliferativo paraddjico.
Este evento se corrigié con la inhibicion cooperativa entre el everolimus y el
octedtrido, analogo que revirtid la fosforilacion de AKT, la transduccién por
medio de 4EB-P1, y el control del ciclo celular por p27Kip1 y la ciclina D1 (42).

Con base en estos hallazgos, el mismo grupo disefid y llevd a cabo
el estudio CEVOREM (43) que demostro, en 20 pacientes con tumores
recurrentes (18 de grado OMS Il y lll), que el uso de la combinacién de
everolimus y octedtrido alcanzé una supervivencia libre de progresion a los
6 meses del 55 % (IC,,, 31,3-73,5) y una global a los 6 y 12 meses del 90
% (IC,,,, 65,6-94,7) y del 75 % (IC,,,, 50-88), respectivamente. Ademas, la
tasa de respuesta global fue del 78 % después de 3 meses de intervencion.
Anteriormente, nuestro grupo demostrd una supervivencia libre de progresién
de 12,1 meses (IC,,,, 9,2-21,1) para el mismo esquema terapéutico, datos
similares a los descritos previamente (44).

Usualmente, mas del 80 % de los meningiomas agresivos presentan
sobreexpresion de VEGFR y PDGFR-B, y cerca del 50 %, de Axl y EGFR
(45). A partir de esta informacidn, se intentd el uso del sunitinib, un inhibidor
multidiana de la tirosina cinasa, en 36 pacientes con meningiomas de alto
grado (30 atipicos y 6 anaplasicos) e historia de multiples recurrencias
(mediana de 5; rango de 2 a 10) (46). La supervivencia libre de progresion a
los 6 meses fue del 42 %, la mediana de la supervivencia libre de progresion
fue de 5,2 meses (IC,,,, 2,8-8,3), y la de la supervivencia global fue 24,6
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meses (IC,,,, 16,5-38,4). La expresion de VEGFR2 predijo una supervivencia
libre de progresion de 1,4 meses para los casos negativos y de 6,4 para

los positivos (p=0,005) (46). En el mismo sentido, nosotros encontramos
una supervivencia libre de progresion de 9,1 meses (IC, .., 6,8-16,8) para el
sunitinib utilizado como medicamento de primera linea.

95%

El presente estudio permitié demostrar un beneficio significativo para la
supervivencia global segun la secuencia del tratamiento, a favor de la serie
everolimus, sunitinib y bevacizumab; seguida por sunitinib, everolimus y
bevacizumab, y, por ultimo, sunitinib, bevacizumab y everolimus.

Por el momento, la informacion integrada para el bevacizumab sigue
siendo limitada, que ha permitido encontrar una supervivencia libre de
progresion de 16,8 meses (IC,,, 6,5-22) y una supervivencia libre de
progresion a los 6 meses del 73 % (IC,,, 44-93) (47,48).

5%

Nuestros datos demuestran que las mutaciones en el pTERT no afectan la
supervivencia libre de progresion con respecto a la primera, la segunda y la
tercera linea. No obstante, dichas mutaciones influenciaron negativamente la
supervivencia global tras la exposicidn al antiangiogénico.

Para todos los meningiomas, el tratamiento de eleccién sigue siendo la
reseccién quirdrgica éptima, particularmente, en los casos que presentan
tumores con un tamafo mayor de 4 cm, en aquellos que tienen una tasa de
crecimiento mayor o igual al 20 % en presencia de un didmetro mayor de
menos de 2,5 cm, en aquellos pacientes que exhiben signos de invasion ésea
o cerebral, y en los que tienen un aumento de tamafo de mas de 1 cm en un
ano (49).

Después del procedimiento neuroquirurgico, la adicidn de la radioterapia
proporciona una supervivencia libre de progresién a 5 afos del 76,5 %
en casos de meningiomas atipicos y del 56 % en los de los anaplasicos.
Ademas, la supervivencia global a 5 afnos es del 77 % para los pacientes con
tumores de grado OMS Il y del 44 % para los de grado lll, punto en el que la
toxicidad acumulada oscila entre el 12 % y 35 % (49).

Por el momento, la radioterapia ha sustituido a la cirugia como primera
eleccién en tumores pequenos de la base del craneo o en aquellos con
afectacién de estructuras neurovasculares (nervio éptico, seno cavernoso
0 ambos). Sin embargo, la administracién de diversos medicamentos sigue
estando reservada para los pacientes con tumores agresivos, recurrentes y
gue no mejoran con la cirugia y la radiacion.

Estudios como el presente contribuyen a la construccion del conocimiento
necesario para optimizar el tratamiento de los meningiomas agresivos,
explorando nuevos blancos terapéuticos y caracterizando el comportamiento
bioldgico de la enfermedad segun su perfil molecular (50,51).

En conclusion, el presente estudio aporta datos novedosos sobre la
caracterizacién de los meningiomas de alto grado, por primera vez en
una poblacion hispana. Ademas, resalta la importancia del andlisis de las
mutaciones del pTERT al impactar de forma significativa la supervivencia
global en aquellos casos con multiples recurrencias, y podria ser util para
seleccionar la mejor secuencia del tratamiento médico, utilizando farmacos
como el everolimus con octedtrido o sin él, el sunitinib y el bevacizumab.
Se requieren estudios adicionales que evaluen la importancia prondstica
de otros biomarcadores en las diferentes etapas de la evolucion natural del
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meningioma y, a su vez, determinar factores predictores de respuesta a
tratamientos de tipo sistémico y a la radioterapia.
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Original article

Anisakidae parasites in frozen fish fillets intended

for human consumption

Patricia Betancourth', Jairo Gémez?, Jorge A. Fernandez-Silva', Juliana Gonzalez'

' Grupo Centauro, Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia
2Corporacion Colombiana de Investigacion, AGROSAVIA, Bogotd, D.C., Colombia

Introduction: Anisakiasis is a human parasitic disease caused by the consumption of

raw fish or shellfish containing larvae of the Anisakidae family. It is currently considered an
emerging disease of public health interest.

Obijective: To identify the presence of larvae of the Anisakidae family in samples of frozen
raw fish fillets intended for human consumption in markets in Medellin and its metropolitan
area in Antioquia, Colombia.

Materials and methods: A cross-sectional study was carried out, in which larvae of

the Anisakidae family were detected and identified in frozen raw fish fillets from three
representative markets in Medellin and its metropolitan area. A total of 384 ready for
consumption fillets were analyzed (197 sawfish, 137 salmon, 37 tuna, and 13 hake), using
the pressing and ultraviolet light method. Taxonomic keys were used to identify the collected
parasites and to establish its genus. Conventional PCR and Sanger sequencing was
performed to determine the species.

Results: Four larvae were found in 4 of the 384 (1.04%) fillets (Cl,,, 1.04 £ 1.01%). The
species of fish in which the larvae were found was sawfish (Scomberomorus spp.) and the
genus and species of the larvae was established as Anisakis pegreffii.

Conclusions: According to the study, the presence of Anisakis parasites in frozen raw fish
fillets in the influence area is evident.

Keywords: Anisakiasis; parasite; zoonoses; fishes; foodborne diseases
Parasitos anisakidos en filetes de pescado congelado destinados a consumo humano

Introduccidn. La anisakiasis es una infeccién producida por parasitos de la familia
Anisakidae, transmitida a los humanos por el consumo de pescado o mariscos crudos. En
la actualidad, se considera una enfermedad emergente de interés en salud publica.
Objetivo. Identificar la presencia de larvas de la familia Anisakidae en muestras de filetes
de pescado crudo congelado destinados a consumo humano, en mercados de Medellin y
su area metropolitana en Antioquia (Colombia).

Materiales y métodos. Se realiz6é un estudio transversal, en el cual se buscé la presencia
de larvas de la familia Anisakidae en filetes de pescado crudo congelado de tres mercados
representativos de Medellin y su drea metropolitana. Se analizaron 384 filetes listos

para el consumo (197 sierras, 137 salmones, 37 atunes y 13 merluzas). Cada filete fue
analizado mediante el método de prensado y luz ultravioleta. Los parasitos recolectados

se identificaron a partir de claves taxonémicas para establecer el género, asi como PCR
convencional y posterior secuenciacién Sanger, para determinar la especie.

Resultados. Se encontraron 4 larvas en 4 de los 384 filetes (1,04 %) (IC,,,, 1,04 + 1,01 %).
Las larvas encontradas fueron identificadas como Anisakis pegreffi y el tipo de pescado en
el cual se encontraron fue la sierra (Scomberomorus spp.)

Conclusiones. De acuerdo con el estudio realizado, se evidencia la presencia de parasitos
anisakidos en filetes de pescado crudo congelado en el &rea de influencia.

Palabras clave: anisakiasis; parasito; zoonosis; peces; enfermedades transmitidas por los
alimentos

Anisakidosis is an emerging ichthyozoonotic parasitic disease with a
worldwide distribution caused by nematodes of the Anisakidae family. This
parasitosis is transmitted by the consumption of raw or undercooked fish
preparations (1,2). The main genera and species of the Anisakidae family of
public health significance are Anisakis simplex, Pseudoterranova decipiens,
and Contracaecum osculatum (3). Due to the acute and non-specific
symptoms that it produces, such as abdominal pain, vomiting or diarrhea,
the disease can be classified as nonspecific given that it can be confused
with other diseases (4). Depending on the species of Anisakidae worms, the
infection may present with particular characteristics.
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In the case of A. simplex, it is common to find allergic reactions that can
manifest with urticaria and respiratory distress (5), while gastrointestinal
symptoms are mainly observed if the disease is caused by P. decipiens and C.
osculatum (3,6).

The consumption of raw fish in different preparations has been considered
a cause of parasitosis in several cultures around the world. However, in
countries like Colombia, where this type of consumption is not culturally
common, the disease is currently increasing, probably due to the gastronomic
influence of countries that include raw fish in their preparations. These changes
are triggering the presence of infections by Anisakis spp. in the country (7,8).

There is one report of anisakiasis in humans in Colombia, as notified
by the Instituto Nacional de Salud in 2019 (2). However, there are different
research approaches that have demonstrated the presence of these parasites
in this country (3). In addition, there is no epidemiological surveillance
system directed to the diagnosis and control of anisakiasis (2), making it
difficult to find and follow the number of cases that may occur (9,10). An early
identification of this type of parasitosis is important, since the infection with
some species of the Anisakis genus can trigger a type | hypersensitivity
reaction, anaphylactic shock, and respiratory distress (11).

In Colombia, in the Pacific Coast and limits with Ecuador, previous studies
have reported the presence of anisakids in many of the species studied using
taxonomic and molecular diagnosis, (12,13). Due that the consumption of
raw fish dishes is unavoidable, the risk of acquiring the infection increases,
considering that the presence of these parasites has been reported in the
country. Therefore, its circulation will depend on several factors; the most
important are fish conservation at -20 °C for seven days and its preparation
(cooked at 63 °C) (14). The lack of knowledge of the population about the
prevention of the disease, conditions the presentation of cases in Colombia.
Therefore, this study aimed to identify the presence of larvae of the Anisakidae
family in samples of frozen raw fish fillets intended for human consumption in
markets in Medellin and its metropolitan area in Antioquia, Colombia.

Materials and methods
Methodological design

In this cross-sectional study, 384 samples of frozen raw fish fillets were
obtained from three main markets located in Medellin and its metropolitan
area (Plaza Minorista Jos€é Maria Villa, Central Mayorista de Antioquia,
Placita de Fldrez). According to the Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica (DANE), these places are the most visited by fish consumers and
the main food suppliers in Antioquia, the collected samples are representative
of this population (16).

The sample size was calculated to estimate a single proportion with an
expected proportion in the population of 50% (due to unknown of the frequency of
parasites of the Anisakidae worms in frozen fish in the studied area). Confidence
intervals of 95% and estimated errors of 5% were also calculated (15).

The fish species included in the study were defined according to the
proportion of tons landed in Antioquia, according to the Autoridad Nacional
de Acuicultura y Pesca (AUNAP). In this way, sawfish (Scomberomorus
spp.) represented 52% (n=197), salmon (Salmo salar) by 35% (n=137), tuna
(Thunnus tuna) by 10% (n=37), and hake (Merluccius merluccius) by 3%
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(n=13). Subsequently, the number of collected samples for each market was
also established: 61% (n=235) of the samples should be obtained from the
Plaza Minorista José Maria Villa, 26% (n=97) from the Central Mayorista

de Antioquia, and 13% (n=52) from the Placita de Fldrez. The total number
of frozen fillets by species and store to be sampled was obtained from the
information about the species landed and the number of stores within each
market. It is worth mentioning that the selection of the stores was done
randomly. Once this was defined, the total number of fillets to be purchased
in each market was divided in such a way that the same number of fillets was
obtained for each one of them.

Samples

Fillets of approximately 200 g of each type of frozen fish were collected.
No gutted fresh fish, dry fish or in any other preparation was included in the
study. The fish species were chosen because they are frequently used in raw
or partially sealed preparations, and for their marketing potential, according to
data reported by the Sistema del Servicio Estadistico Pesquero (SEPEC) for
the department in 2017.

Identification Anisakidae worms

After being purchased, the frozen raw fish fillets were transported
immediately at 4 °C to the Laboratorio de Parasitologia Especial of the
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia in Medellin. The
samples underwent a process of progressive thawing at room temperature.
Subsequently, the fillets were placed in transparent 14 x 20 cm plastic bags
and pressed into 1-2 mm thick layers using a hydraulic pressing device. Once
the thin layer of the fillet was obtained, it was first inspected with white light
and later, under a UV light source (366 nm), according to the recommended
method for frozen samples (17).

Identification of Anisakidae larvae genus

Once the larvae were identified, they were extracted with dissection
forceps and preserved in 70% ethanol (18) for subsequent taxonomic
identification, which was carried out using thermoionic scanning electron
microscopy (JEOL-JSM 6490LV, JEOL, Japan) in the laboratory of the Centro
de Microscopia Avanzada in the Sede de Investigacidn Universitaria (SIU)
of the Universidad de Antioquia, in Medellin (Colombia). The taxonomic
identification was carried out considering the taxonomic keys for the genus as
previously proposed (18,19).

Identification of Anisakidae larvae species

To determine the species of the found larvae, DNA extraction was carried
out using a combination of an in-house extraction method (Proteinase K and
B-mercaptoethanol), and (MoBio Laboratoriesinc., CA, USA). The amount of
extracted DNA was quantified using the Nanodrop 2000 Spectrophotometer™
(Thermo Fisher Scientific, USA), obtaining concentrations between 244
ng/ul, and quality ratios of 260/280 and 260/230 of 1,8 to 2. The pair
of primers 211B (5-TTTTCTGGTTATATGGATTGATTTCA-3') and 210
(5'-CACCAACTCTTAAAATTATC-3"), expecting an amplified fragment of
around 500 bp, and NC2 (5'-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3'), expecting
an amplicon size of aproximately 900-1000 bp), were used to carry out the
endpoint polymerase chain reaction (PCR) Amplified products were visualized
in 2% agarose gels.
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Variable Description

Categories

Question made to fish sellers during

H *
Variable type the semi-structured interview

Place of Geographic place from where

origin

Market

Type of
fish

National (Buenaventura
the analyzed fish fillet came from  Bahia Solano, Santa Marta)
according to seller information. Imported (Ecuador, Chile)

Place of commercialization in Plaza Minorista José Maria Villa
Medellin and the metropolitan area Central Mayorista de Antioquia
Placita de Flérez

Sierra (Sawfish)

Salmon (Salmo salar)

Tuna (Thunnus)

Hake (Merluccus merlusus)

Common and scientific name of
fish sampled

Qualitative Nominal What is the origin of the fish you are
currently selling?

Qualitative Nominal n. a.

Qualitative Is the fish you currently sell gutted and/or
fresh?

Nominal

* Nominal scale for all variables
n. a.: not applicable
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Sequencing

Considering the size of the expected DNA fragments, the first PCR product
(amplified with the 221B/210 primers) was only sequenced in one direction
and the second fragment (targeted with NC5/NC2 primers) was sequenced
in both directions. To carry out the Sanger sequencing process, a purification
of 5 pl of the amplified PCR products was initially cleaned up with an
exonuclease 1 plus alkaline phosphatase (ExoSAP, Thermo Fisher Scientific),
which allows the removal of phosphate groups from dNTPs and primers’
single strings. The cyclic sequence reaction (amplification and labeling
with fluoro-labeled dNTPs) was performed using the Bigdye Terminator
Cycle Sequencing kit™ (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA), employing the first fluor of each of the primers of the
previously amplified regions as templates.

Finally, the sequence purification was carried out with the BigDye
XTerminator Purification kit™ (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Foster City, USA). The cleaned products were run on the ABI 3500 Genetic
Analyzer™ (Applied Biosystems, Foster City, USA), through the Data
Collection software 3 and visualized on the Sequencing Analysis program,
version 5.4 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, USA), which
allowed the evaluation of the raw data (raw view), the quality value (assigned
base probability), and the resulting electropherogram.

Exploration of associations between variables

A semi-structured interview was conducted to the fish sellers at each
selected store to obtain information about the place of origin, market, as well
as type of fish (table 1). The information was documented in a data capture
form, and furtherly used to explore associations between the presence of
Anisakis spp. and the other variables of interest (table 2).

The purchase of the fillets was made in such a way that the seller was
unaware of the purpose of the study, choosing the product for sale without any
influence from the researchers.

Statistical analysis

The collected data was recorded in an Excel 2010 sheet (Microsoft,
Redmond, USA). The study variables were presence of the larvae (presence,
absence), place of origin (national, imported), market (Plaza Minorista José
Maria Villa, Central Mayorista de Antioquia, Placita de Fldrez), and type
of fish (sawfish, salmon, tuna, hake). The results were analyzed by means
of descriptive statistics, using frequency tables and percentages. Bivariate
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analyses were performed using the ¢ test to explore the association between
the presence of Anisakidae larvae and the other study variables. This
association was confirmed using Fisher’s exact test. In both cases, a p value
<0.05 was established as statistically significant. Statistical analyses were
performed using Stata 16.0™ (StataCorp, College Station, TX, USA) (20).

Ethical aspects

The present study was proposed and carried out under an expedited
endorsement from the Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA),
Universidad de Antioquia (Minutes N°. 123, April 2", 2019).

Results

Frequency of Anisakidae larvae and possible associations with other
study variables

Four out of 384 samples analyzed contained Anisakidae larvae, with a
frequency of 1.04% (Cl,,,: 1.04 + 1.01%) (table 2). Positive samples were
identified in sawfish species that came from the port of Buenaventura
(Colombia). No statistical association was found between the presence of
Anisakis spp. and the explored variables (e.g., place of origin, market, type of

fish) (table 2).
Identification of Anisakidae larvae genus

Identification was done under electron microscopy visualization, determining
that the found larvae belonged to the genus Anisakis spp. (figure 1).

Identification of Anisakidae larvae species

Further molecular analysis confirmed the genus of the larvae as Anisakis
spp. (figure 2) and A. pegreffii as the species. This could be established with the
phylogenetic reconstruction of the analyzed sequences by means of maximum
likelihood analysis, and collated the sequences reported in GenBank (figure 3).

Discussion

This study aimed to determine the presence of larvae of the Anisakidae
family in frozen raw fish fillets intended for human consumption, sold in three
markets in Medellin and its metropolitan area. To the authors’ knowledge,
this is the first study conducted in this area using ultraviolet light as larval
identification method.

Table 2. Distribution of Anisakis spp. in frozen raw fish fillets samples (N=384), collected in three
markets in Medellin and its metropolitan area (Antioquia, Colombia).

Diagnosis of anisakids Association Cl

Variable Categor Total (% 95%
gory Pos (%)*  Neg (%) (%) ¥2=0.05 Fisher’s
Place of National' 4(173) 231(98.29) 235 (61.19) 0.107 1.73 £ 1.30
origin Imported? 0 149 (100) 149 (38.81)
Market Plaza Minorista 4 (1.73) 230 (98.29) 234 (60.93) 0.109 1.73 + 1.30
José Maria Villa 150 (100) 150 (39.07)
Other® 0
Type of  Sawfish 4(2.03) 193(9796) 197 (51.30) 0.050 0.068  2.03 = 1.40
fish Other* 0 187 (100) 187 (48.70)

' Buenaventura, Bahia Solano, Santa Marta

2 Ecuador, Chile

3 Central Mayorista de Antioquia, Placita de Flérez

4 Salmo salar (salmon), Thunnus tuna (tuna), Merluccus merlusus (hake).

5 Positivity to parasites of the genus Anisakis spp., according to the visualization technique of larvae by means of
the pressing method and ultraviolet light.
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Figure 1. Microphotography of larvae of the genus Anisakis spp. (A) and (B) show the anterior
portion of Anisakis spp. larvae. Anatomical structures are observed: presence of papillae,
excretory pore, tooth, and ventral lip. (C) and (D) show the posterior portion of the larvae, with the
presence of a mucron structure.

Figure 2. PCR results for the detection of Anisakis spp. Seven lanes are observed were the L-lane
corresponds to the molecular weight marker or ladder; the second lane is the negative control of
the PCR reaction —water; the third and fourth lanes are the samples M1 and M2 for the 211B/210
primers; and the fifth lane is the negative control for NC2/NC5 PCR amplification products.

596



Biomédica 2022;42:591-601

Anisakidae in frozen fish

Figure 3. Phylogenetic tree of maximum likelihood comparison of Anisakis spp., based on the ITS1-5.8S-ITS2 region

Worldwide, frequencies of up to 100% of fish analyzed have been reported.
Similar data have been reported in fresh fish in Buenaventura and the Colombian
Pacific coast (21-23), representing an important criterion for identification and
quantification of these parasites in frozen raw fish. The reported frequency
of Anisakidae larvae herein seems to be relatively low (1.04%), compared to
studies. This low frequency found in the present study may be due to several
conditions; one of which is the analyzed type of sample (fillet).

Considering different studies, it has been established that most Anisakidae
worms are found in viscera from where they migrate to muscles, depending on
the time it takes for evisceration (24,25). Reported ratios also differ in several
studies. However, a 2:1 ratio could be found, decreasing the probability of
finding larvae in muscle (26). In addition to this, it has been reported that A.
pegreffii larvae have a lower penetration speed into the muscle, which could
explain a lower presentation of worms at muscle level (27). Another reason
for this frequency is the type of fish analyzed. Although the most consumed
species in Medellin and its metropolitan area were analyzed, there are other
reported types of fish with a higher presence of these parasites, that were not
selected in the present study.

Such studies have been also carried out by a convenience sampling,
which does not allow direct comparison of the data since the identification
method differs greatly with respect to that used in the present study (12,13).
Furthermore, it is known that the probability of finding larvae in frozen raw
fish fillets is much lower than the probability of finding larvae in viscera (28),
which would explain the low frequency found herein. However, this is the
first study with a proportional-based design carried out on frozen fish fillets
sold in different markets in Medellin and its metropolitan area. Therefore, our
results demonstrate the existence of Anisakidae worms in frozen fish that are
available for sale, which allows the assumption of a potential risk of parasitic
transmission to humans.
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No statistical association was found between the presence of Anisakis spp.
and the explored variables (e.g., place of origin, market, type of fish), probably
due to the relatively limited data. It is likely that a similar study using a larger
sample size could show potential statistical associations. Nevertheless, the
whole study reveals the significant risk of transmission to humans due to infected
fish consumption, regardless of statistical association to a specific variable.

As stated before, the pressing technique followed by the ultraviolet light
examination was used herein. This method has a high probability of detecting
the presence of larvae in frozen fillets (sensitivity and specificity of 99%)
(29,30), contributing to an efficient and economical way to accurately identify
nematodes, such as those of the Anisakidae family. Similar studies have used
this same method, detecting four Hysterothylacium spp. larvae in the analyzed
samples, determining that ice crystals related to the freezing conservation
method, contribute to the release of lipofuscin, an enzyme that generates a
reaction to ultraviolet light (30,31). This is an accurate technique to identify
Anisakidae nematodes when it is necessary to evaluate large batches of
frozen fish prior to be commercialized for human consumption (32). This
method is one of the most effective ones from an economic point of view,
compared to others such as the enzyme digestion test, which has good
sensitivity and specificity, but its high costs make this technique unfeasible as
a frequent diagnostic alternative in the fishing industry (29,30).

It was possible to identify the presence of Anisakidae larvae, demonstrating
the circulation of these nematodes in Medellin and its metropolitan area, which
turns out to be relevant, since until now, there were no previous studies that
reported the status of this parasitosis in the department of Antioquia. Through
taxonomic analysis, it was possible to establish that the identified larvae
present in the raw fish fillets belonged to the genus Anisakis spp., which are
the most important species regarding parasitic human infections, due to the
allergic and digestive symptoms they might trigger (33). Hence, the species
described in the present study (A. pegreffi) reflects a potential risk for raw fish
consumers, who could be infected with live larvae.

These findings are similar to previous reports (12,13) which state that the
genus Anisakis spp. on the Pacific and Atlantic coasts of Colombia, as well
as other genera, are of public health concern. From the epidemiological point
of view, this is representative since the distribution of different fish species
intended for human consumption comes from places where the finding is
evident, which could represent potentially risky species for public health if they
consumed raw or undercooked (34).

Since A. pegreffi has been detected in fish from the Colombian and
Ecuadorian Pacific coasts (14), it could be established that fish that come from
the Colombian Pacific could carry this species of Anisakis in products that
are intended for human consumption. Similarly, although this species does
not produce allergic reactions as A. simplex, it can cause severe gastroenteric
symptoms in carriers, risking their lives (6-8). Most of the fillets that were
analyzed in this study came from the port of Buenaventura, where the
nematode has been reported at very high frequencies in different fish species
intended for human consumption (14). In addition, fishing methods in Colombia
are mainly artisanal (35), which increases the possibility of selling fish infected
with these worms such as Anisakis spp., since they are sold without sanitary
control and visual inspection from the health and food authorities.
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According to the analysis of the study variables, the presence of A. pegreffii
larvae in sawfish fillets come from the port of Buenaventura, which allows it
to be classified as a potentially risky species when consumed raw in different
culinary preparations such as ceviche (36). Anisakis pegreffii and A. simplex
are considered to share similar ways of causing disease in humans, a relevant
situation to public health. Due to the gastrointestinal damage caused by the
infection of the larvae, and the subsequent sequelae it leaves, it has been
reported that these species of nematodes may be a risk factor for developing
gastric cancer due to mucosal damage, and at the same time, trigger an
immune reaction when in contact with the larvae antigens, though this last
effect is still under study (34,37).

This report agrees with what was found in Mexico, where the Pacific
sawfish was found to be one of the species that is most likely to be infected
with Anisakis spp. (38). It should be noted that the capture method, selling,
and habitat of this type of species in countries such as Mexico are like the
processes carried out in Colombia, and that the presence of larvae may be
subject to the time it takes to eviscerate, from capture to landing.

The results show a relatively low frequency, which cannot be considered
epidemiologically significant. However, it is a starting point for further research
on this nematode found in frozen fish. Additionally, only choosing four species of
fish used for raw fish culinary preparations could have decreased the probability
of finding a higher number of larvae, which, for future research, should be
necessary to include risk groups and increase the number of fish species to be
analyzed in order to better understand the behavior of the disease.

The present study is the first to report a frequency of 1.04% Anisakidae
larvae compatible with the genus Anisakis and the species pegreffii in
frozen raw fish fillets ready for human consumption in the department
of Antioquia (Colombia). Our findings are of public health importance,
revealing an important research approach in the field, oriented to expose
the potential zoonotic risk and the impact that these parasitosis may have
on the fishing industry and on human health. In addition, this type of study
serves as an information mechanism for consumers, since they could prevent
contamination from raw fish products using appropriate freezing, preservation,
and cooking measures.
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NTD Health: An electronic medical record system
for neglected tropical diseases
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Introduction: The use of technological resources to support processes in health systems
has generated robust, interoperable, and dynamic platforms. In the case of institutions
working with neglected tropical diseases, there is a need for specific customizations of
these diseases.

Objectives: To establish a medical record platform specialized in neglected tropical
diseases which could facilitate the analysis of treatment evolution in patients, as well as
generate more accurate data about various clinical aspects.

Materials and methods: A set of requirements to develop state of the art forms, concepts,
and functionalities to include neglected tropical diseases were compiled. An OpenMRS
distribution (version 2.3) was used as reference to build the platform, following the
recommended guidelines and shared-community modules.

Results: All the customized information was developed in a platform called NTD Health, which
is web-based and can be upgraded and improved by users without technological barriers.
Conclusions: The electronic medical record system can become a useful tool for other
institutions to improve their health practices as well as the quality of life for neglected
tropical disease patients, simplifying the customization of healthcare systems able to
interoperate with other platforms.

Keywords: Neglected tropical diseases; electronic health records; public health informatics;
software

NTD Health: un sistema de historias clinicas electronicas para enfermedades
tropicales desatendidas

Introduccion. El uso de recursos tecnoldgicos destinados a apoyar procesos en los
sistemas de salud ha generado plataformas sdélidas, interoperables y dindmicas. En el

caso de las instituciones que trabajan con enfermedades tropicales desatendidas, existe la
necesidad de personalizaciones especificas en las herramientas de uso médico.
Objetivos. Establecer una plataforma para historias clinicas especializada en
enfermedades tropicales desatendidas, con el fin de facilitar el analisis de la evolucion

del tratamiento de los pacientes, ademas de generar datos mas precisos sobre diversos
aspectos clinicos.

Materiales y métodos. Se compilé un conjunto de requisitos para implementar formularios,
conceptos y funcionalidades que permitan incluir enfermedades tropicales desatendidas.
Se utilizé una distribucién de OpenMRS (version 2.3) como referencia para construir la
plataforma, siguiendo las pautas recomendadas y médulos compartidos por la comunidad.
Resultados. Toda la informacion personalizada se implement6 en una plataforma llamada
NTD Health, la cual se encuentra almacenada en la web y los usuarios pueden actualizarla
y mejorarla sin barreras tecnolégicas.

Conclusiones. El sistema de historias clinicas electrénicas puede convertirse en una
herramienta util para que otras instituciones mejoren sus practicas en salud, asi como la
calidad de vida de los pacientes con enfermedades tropicales desatendidas, simplificando
la personalizacion de los sistemas de salud capaces de interoperar con otras plataformas.

Palabras clave: enfermedades desatendidas; registros electrénicos de salud; informatica
en salud publica; programas informaticos
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NTD Health for neglected tropical diseases

Neglected tropical diseases are a set of infectious diseases affecting
mainly disadvantaged populations in tropical and subtropical areas of the
world (1). The prevalence of neglected tropical diseases is determined by
different factors, including environmental, social, and economic conditions,
as well as cultural practices and sanitation infrastructure development (2).
In addition, there is a lack of economic and financial resources intended
for research on neglected tropical diseases, and low interest of the
pharmaceutical industry in response to the economic features associated
with the affected population (3). Also, there is an association between the
prevalence of neglected tropical diseases and the low budget allocated to
health care centers. This has resulted in multiple philanthropic agencies
coming together to create organizations that could improve neglected tropical
disease visibility (4-6).

Under these conditions, management of these diseases can be challenging,
which is why different support tools have been developed, such as the electronic
medical record systems. With several free and open-source systems, the
transition of medical records from paper to digital format has been beneficial,
especially in developing countries (7,8). The main advantages of these free and
open-source electronic medical record systems are lower implementation costs,
fewer restrictions around content personalization, more efficient information
gathering and processing, and fewer code development efforts (9).

To select the most appropriate platform for a suitable workflow for
electronic medical record systems, certain criteria are considered, such as
the possibility of customizing the content without the need for extensive
knowledge in computer programming. Likewise, an offline data registration is
also important so that the process is independent of internet access, which is
sometimes unavailable in underdeveloped areas (10,11).

Among the free and open source electronic medical record systems.
OpenMRS has a modular system that can be adapted to the needs of various
contexts, and is able to create metadata according to the needs of each
institution (https://openmrs.org/) (12). It has a large dictionary of concepts with
ease of creating new ones based on clinical needs, such as disease specific
terms. In addition, OpenMRS allows personalizing the forms and reports
according to the health issue and the needs of information analysis.

The implementation of an electronic medical record system allows the
integration of other information platforms within the same medical center,
and in the health system of territories (13,14). These other systems include
laboratory test reports, management of clinical information for each patient,
and smartphones applications that allow data collection in isolated areas
of the territory. This integration allows interoperability for a correct data
management that can be shared in a safe and reliable way (15).

The objective of this study was based on the implementation of a
personalized electronic medical record system based on OpenMRS, in
order to manage clinical information of patients with neglected tropical
diseases. The system was adapted to the specific needs of the Programa
para el Control de Enfermedades Tropicales (PECET) at the Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia, using specialized forms and concepts
associated with each disease.
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Materials and methods
Compiling requirements

We compiled a set of requirements to supply state-of-the-art forms,
concepts and functionalities related to a variety of neglected tropical diseases.
Specifically, we adapted an OpenMRS distribution (reference application 2.3) to
record data for diseases such as dengue, chikungunya, Zika and leishmaniasis.
According to the current OpenMRS modules and functionalities, we focused
the deployment on four categories: disease-specific forms, authentication and
roles, diagnosis, and drug orders. The topics were categorized based on the
time required for development and implementation, complexity of each task and
availability of functions previously created for OpenMRS.

Deployment of forms and concepts

Different disease-specific forms were built using the HTML Form
Entry (HFE) module of OpenMRS. With the HFE module it is possible to
develop forms using HTML, CSS, JavaScript, and new HTMLS5 features like
offline storage and form validation, facilitating the entry through any web
browser. Epidemiological and clinical data were collected through a set of
questions and add-ons, e. g. human body schemes to report the location of
leishmaniasis lesions. The electronic medical record system was adapted to
the MCL/CIEL dictionary (http://www.maternalconceptlab.com) distributed
along with some OpenMRS packages. In addition, a set of concepts not
included in the original list were included, and consequently submitted to
the concept project in order to be shared with the OpenMRS community.
The concepts were mapped (if available) with other controlled medical
vocabularies, such as SNOMED CT (http://www.snomed.org/snomed-ct) and
ICD-10 (http://www.icd10data.com/). Finally, we added forms to each patient’s
dashboard and managed the records based on defined roles.

To develop the platform infrastructure, the customized electronic medical
record system was deployed on a server running Debian Linux on Apache
Tomcat, v. 7 (http://tomcat.apache.org/), which is the recommended Java
servlet container. Our electronic medical record system can also be deployed
to other Java application servers, such as JBoss or WebSphere. The
OpenMRS data model and the concept dictionary were managed in a MySQL
database server, using English and Spanish as the main languages used
for metadata. Web-based access was provided to the health care personnel
from PECET, involved in the attention of patients affected by various tropical
viral diseases and American cutaneous leishmaniasis. The forms for dengue,
chikungunya and Zika virus were compacted into one, due to their similar
symptoms, epidemiological conditions, and personal clinical histories.

Dissemination and training

To promote the open-source technologies behind the electronic medical
record system implementation, a local workshop called “Health Informatics
Tools” was conducted to train users and developers from Colombia and other
Latin American countries (http://ubmc-pecet.udea.edu.co/hitworkshop/).
Different tools such as OpenMRS, DHIS2 (https://dhis2.org), and Sana (http://
sana.mit.edu/) were included. Simultaneously, an open course was developed
for OpenMRS users, implementers, and developers around the world. The
course contains information reviewed by experts, with videos and various
methodologies that can help guide the migration and implementation of
platforms such as NTD Health in other scenarios.
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The implementation strategy covered in NTD Health is summarized in
figure 1.

Ethical approval

This project did not involve the participation or experimentation with human
or animal participants.

Results
Deployment strategy

The enterprise version of the OpenMRS reference application 2.3 was
used for NTD Health. To personalize the system, the reference application and
the UICommons modules were modified to include the NTD Health logo and
other stylesheet changes in the source code. We used Spanish translation
because the implementation was originally intended for Latin American
institutions. At the time of the deployment, most of the terms were not
translated appropriately due to the new release of the reference application.
For this reason, we supported the translation of terms from multiple
implemented modules. Specifically, the OrderEntryUl module was completely
translated and made publicly available to the entire OpenMRS community.

Figure 1. Neglected tropical disease health implementation
strategy. The process included the implementation of a
customized OpenMRS platform with self-generated metadata.
The project also involves dissemination and training for the
local and international community through events and online
educational material.
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To collect local and personalized patient data, the registration form app
was modified from the source code and complemented with additional
questions about country identification, occupation, and health institution
where the patient is affiliated were included (figure 2). Details regarding the
diseases were organized in forms, and further added to the system through the
HTMLFormEntry module, following OpenMRS and general electronic medical
record guidelines (16). Three forms were designed to obtain information
about tropical viruses, personal history, and epidemiological background of
the patients. All the information required was designed by health personnel
involved in the management of these diseases, aiming at providing all the
necessary data to improve the diagnosis and future treatments.

The created forms, together with the defined MCL/CIEL concepts
are available in the GitHub repository: https://github.com/rochoa85/
NTDHealth_Forms. The use of this controlled vocabulary to add new medical
concepts associated with neglected tropical diseases is crucial to allow the
interoperability of the platform with other local electronic medical record
systems, facilitating the potential communication between them. Data storage
is managed through local platform installations, which means that nothing is
stored in public servers, providing the security and confidentiality necessary
to administer clinical information, also giving safe and long-term storing
conditions. In addition, OpenMRS generates copies of the information at
certain time intervals to avoid losing sensitive data.

Figure 2. Screenshots of the login and registration forms from the NTD Health implementation of
the Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales (PECET). The forms describe the
specific data required in Spanish for the people affiliated with this electronic medical record platform.
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Figure 3. Screenshot of the tropical virus form for dengue, Zika and chikungunya.
General information in Spanish with specific questions about physical examination,
symptoms and diagnostics is included.

Figure 4. Screenshot of the OpenWebApp canvas for the localization of cutaneous
leishmaniasis lesions in a human body scheme.

Regarding tropical viruses, we focused our attention to those transmitted
by the same insect vector (Aedes aegypti), which show similar symptoms
and are usually difficult to diagnose by health professionals from endemic
territories (17). This set of infections include those of Zika, dengue and
chikungunya, being all three characterized by general and specific disease-
related data captured through physical examination, symptomatology;,
and diagnostic inferences (figure 3). To obtain a broader panorama of the
diseases, data from personal history with epidemiological background was
captured, including information about living conditions, traveling sites, duration
of the travel, and potential exposure based on frequent activities.

Finally, due to the expertise of the PECET research group in leishmaniasis,
we used the OpenWebApp functionalities in OpenMRS to include a human
body canvas on which the location of cutaneous lesions can be recorded
graphically, along with other descriptions. A snapshot of the application is
provided in figure 4.
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The platform provides an open and useful way to document updated
reports and improve the management of these diseases in isolated institutions
which require automatized health information tools.

Dissemination impact

Two strategies were carried out to reach personally and virtually a group
of users and developers in Colombia and other countries around the world. A
summary of the strategies is shown in figure 5.

In the local workshop, we had the participation of various attendees from
different sectors including engineers, health professionals, students, and
entrepreneurs. The topics were taught using different methodologies, such
as conference sessions, hands-on training, lightning talks, and a hackathon
related to the needs and possible solutions in health informatics tools for real
problems, including the NTD Health platform (18).

The online course provides valuable and updated resources for people
entering the world of OpenMRS, containing information about how to install
the latest releases of OpenMRS under different environments, and more
elaborated topics such as the customization and overriding of system
variables, and manipulation of the data model. At the end, the goal is to
provide sustainable and community-driven support to the project to facilitate
the inclusion of novel modules and functionalities required by the NTD Health
users in the future.

Discussion

The implementation of electronic medical records has been useful to improve
the efficiency of storing and analyzing clinical data, enabling meta-analysis and
execution of data mining protocols to learning about epidemiological conditions,
drug side effects and other evidence to improve disease diagnosis (19). Due to
the lack of data associated with neglected tropical diseases, the use of electronic
platforms to store and manage clinical information is particularly relevant in
order to improve research, curate novel datasets, and provide better healthcare
services to the affected populations (20,21).

Figure 5. Scheme describing the local workshop and the online course for OpenMRS
training. Both activities were aligned to improve the knowledge of health informatics
tools in Latin America, looking to create a regional OpenMRS community.
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After surveying some users of the platform, we noticed that most of the
health professionals still use paper forms and excel files to store clinical data,
although the process is commonly disrupted due to the rigid structure of the
storage system and lack of efficient synchronization across the users. As a
secondary finding of this work, it was clear that a multidisciplinary team is a
key element for establishing efficient data collection techniques. The use of
platforms by diverse groups of physicians, microbiologists, chemists, engineers,
and nurses, facilitate their exchange of information and enhances the process of
managing neglected tropical disease related research and patient care.

As perspectives, we highlight how cloud-based accessibility could be
useful in zones where clinicians are normally collecting the data. This
will allow them to store data in real time and synchronize it quickly with
information stored by other professionals. In fact, the system can operate in
surroundings with lower connectivity resources, given the light HTML content
included in the interface that usually does not demand a high bandwidth size
to be accessed. This is also supported by the option of installing NTD Health
as a stand-alone application in the healthcare center.

Regarding the usability of the interface, the OpenMRS reference
application provides friendly functionalities for people that are not familiar
with this kind of technology, which is one of the main barriers for health
professionals to adopt such platforms in their daily activities. The platform can
be subsequently customized to add user-friendly HTML forms covering other
tropical diseases, as well as to adapt the questionnaires and data acquisition
pipelines based on the internal country regulations.

Overall, NTD Health is a customized electronic medical record system
based on OpenMRS that provides forms and concepts required for the clinical
care of patients diagnosed with tropical diseases. The collaborative and open
nature of the project allows us to share the information with the community,
and consequently incorporate their feedback and contributions to improve the
system. The project is supported by a set of novel forms and concepts under
the CIEL dictionary definitions, aiming to easily integrate them into OpenMRS
implementations around the worldwide community of developers interested in
neglected tropical diseases.
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Introduccioén. La capacidad fisica cardiorrespiratoria es un predictor de mortalidad por
enfermedad cardiovascular y por todas las causas. Su diagnéstico en diferentes grupos
tiene utilidad clinica y en salud publica.

Obijetivo. Evaluar la validez y reproducibilidad de un método sin ejercicio implementado
por la NASA (National Aeronautics and Space Administration), para estimar el volumen
maximo de oxigeno (VO,max) consumido en adultos universitarios.

Materiales y métodos. Estudio de validacion de una prueba que incluyé 94 individuos
sanos de ambos sexos (18 a 55 afos). La prueba de referencia fue la ergoespirometria. La
validez y la reproducibilidad se evaluaron mediante el coeficiente de correlacion intraclase
(Intraclass Correlation Coefficient, CCl) y el método de Bland-Altman.

Resultados. Del total de los individuos incluidos en el estudio, 48,9 % fueron mujeres.

La media de edad de los participantes fue de 30,54 + 9,33 afios y, la del VO,max, fue de
41,29 + 9,54 mlO,.kg".min"'. Se encontr6 una diferencia de medias de VO,méaxentre la
ergoespirometria y el estimado por el método implementado por la NASA de 3,41 + 5,64
mlO,.kg'.min"'. La concordancia entre los dos métodos fue buena, con un coeficiente de
correlacion intraclase de 0,858 (IC,,,, 0,672-0,926). El porcentaje de error fue del 29,70 %.
La reproducibilidad de las dos estimaciones por el método implementado por la NASA fue
excelente, con un coeficiente de correlacion intraclase de 0,986 (IC,,, 0,927-0,995).
Conclusiones. El método NASA es valido y reproducible para estimar el VO,max en
adultos universitarios; ademas, es seguro y de facil aplicacion. Se recomienda la estimacion
de la capacidad fisica cardiorrespiratoria para mejorar la tamizacion en los programas de
riesgo cardiometabdlico e implementar intervenciones oportunas.

Palabras clave: capacidad cardiovascular; reproducibilidad de los resultados; prondstico;
consumo de oxigeno

Validity and reproducibility of a method to estimate cardiorespiratory fitness in
college adults

Introduction: Cardiorespiratory fithess is a predictor of cardiovascular and all-cause
mortality. Its assessment in different groups has clinical and public health usefulness.
Obijective: To evaluate the validity and reproducibility of a no-exercise method [National
Aeronautics and Space Administration (NASA) method] to estimate the maximum oxygen
consumption (VO,méx) in college adults.

Materials and methods: This study included 94 healthy individuals of both sexes (18-

55 years). The gold standard was ergospirometry. The validity and reproducibility were
evaluated with the intraclass correlation coefficient (ICC) and the Bland-Altman method.
Results: Among the participants, we found a mean age of 30.54 + 9.33 years and a

VO, méx of 41.29 + 9.54 ml O,.kg*min™"; 48.9 % were women. A mean difference of VO,max
between ergospirometry and that estimated by the NASA method of 3.41 + 5.64 ml O,.kg™"
min~'was found. The concordance between the two methods was good, with an ICC of
0.858 (Cl,,,, 0.672-0.926). The percentage of error was 29.70 %. The reproducibility of the
two estimates by the NASA method was excellent, with an ICC of 0.986 (Cl,,,, 0.927-0.995).
Conclusions: The NASA method is valid and reproducible to estimate VO,max in college
adults. In addition, it is safe and easy to apply. Estimating cardiorespiratory fitness is
recommended to improve screening in cardiometabolic risk programs and to implement
timely interventions.

Keywords: cardiorespiratory fitness; reproducibility of results; prognosis; oxygen consumption
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La actividad fisica regular y el ejercicio mejoran la capacidad
cardiorrespiratoria (1). Ademas, se asocian con beneficios para la salud.
como la disminucion en la incidencia de enfermedades cronicas, y el aumento
de la calidad y en la expectativa de vida (2-4).

Una escasa capacidad fisica cardiorrespiratoria es un factor de riesgo
independiente de ‘mortalidad cardiovascular y por todas las causas’ (5-
7). No obstante, alrededor del 30 % de la poblacién mundial no cumple
las recomendaciones de actividad fisica que permitan obtener beneficios
para la salud (8,9). En el mundo, entre el 6 y el 30 % de las muertes por
enfermedades cronicas (hipertensién arterial, diabetes mellitus de tipo 2,
sindrome metabdlico, dislipidemia, enfermedad cardiaca isquémica), pueden
atribuirse a una escasa capacidad fisica cardiorrespiratoria (10,11).

Esta capacidad puede medirse directa o indirectamente (12). La
determinacion directa incluye métodos como: i) calorimetria; ii) sensores
de movimiento; iii) acelerometros, y iv) ergometria con andlisis de gases
respiratorios. Estos métodos, por su alto costo y complejidad, no son
accesibles en algunos contextos clinicos y poblacionales (6,7,12). La
determinacion indirecta del maximo volumen de oxigeno (VO,max)
consumido puede realizarse por medio de pruebas de laboratorio o de
campo. Sin embargo, estas no siempre se pueden usar y, en algunos casos,
su validez es cuestionada (12).

Se ha promovido el uso de cuestionarios como estrategia alternativa para
cuantificar la actividad fisica que realizan las personas, y hacer vigilancia
epidemioldgica de las actividades sedentarias (13,14). Entre ellos, el Global
Physical Activity Questionnaire (GPAQ) de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) (13) y el International Physical Activity Questionaire (IPAQ), en
sus formas larga y corta (14), los cuales han sido usados ampliamente (15).

En una revision sistematica que incluy6 23 estudios de validacion de
la forma corta del IPAQ, se concluyd que la correlacion entre éste y las
mediciones objetivas de la actividad fisica, en la mayoria de los estudios,
fue menor que el estandar aceptable; ademas, con el IPAQ se tiende a
sobreestimar la actividad fisica real hasta en el 84 %. Estos resultados
muestran una evidencia débil para justificar el uso de cuestionarios
como indicador de la actividad fisica relativa o absoluta (15). También, se
ha encontrado variabilidad en la interpretacion de las preguntas de los
cuestionarios entre individuos de diferentes paises, escolaridad y sexo, que
ha generado resultados inusualmente altos de actividad fisica en diferentes
grupos poblacionales (16,17).

Con el fin de obtener herramientas sencillas, de bajo costo y confiables
para estimar la capacidad fisica cardiorrespiratoria (un indicador mas objetivo
de la actividad fisica), se han desarrollado métodos sin ejercicio; estos
incluyen variables de facil obtencion en el consultorio como: i) sexo, ii) edad,
iii) indice de masa corporal, iv) frecuencia cardiaca en reposo, y vi) nivel
de actividad fisica autorreportada (6,18-20). Sin embargo, estos métodos
solo han sido validados en algunas poblaciones (6,18-23). Por lo anterior,
el objetivo de este estudio fue evaluar la validez y reproducibilidad de un
método sin ejercicio desarrollado por la NASA, para estimar el VO,méax en
adultos universitarios.
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Estimacién de la capacidad cardiorrespiratoria

Materiales y métodos
Disenfo

Se realiz6 un estudio de validacidon de una prueba diagndstica, entre
2016 y 2017, que incluyd 94 personas (estudiantes de pregrado o posgrado,
egresados o empleados) pertenecientes a la Universidad de Antioquia en
Medellin, Colombia, a quienes se les hizo una evaluacion clinica y la medicion
directa del VO,max, y en quienes se utilizd el método sin ejercicio de la NASA.

Poblacion

El estudio incluy6 adultos sanos, hombres y mujeres, con edades entre los
18 y los 55 afos, pertenecientes a la comunidad universitaria. Se excluyeron
personas con antecedentes de enfermedad cardiovascular (hipertension
arterial sistémica, malformaciones cardiacas, insuficiencia cardiaca,
hipertensién pulmonar, arritmias cardiacas o enfermedad coronaria),
consumo de medicamentos (B-bloqueadores, digitalicos o 3, adrenérgicos),
consumo de sustancias psicoactivas o estimulantes, lesiones o antecedentes
de trauma osteomuscular que impidieran la realizacién de la prueba fisica,
y condiciones neuroldgicas o mentales que limitaran su participacion
(anormalidades en la marcha, paresias o plejias, trastornos del sensorio o
enfermedad mental descompensada).

Medicion del consumo maximo de oxigeno

La medicion del VO,max se realiz6 de forma directa mediante un espirémetro
de circuito abierto Oxycon Delta™ de Jaeger (VIASYS Healthcare GmbH,
Hoechberg, Alemania) en banda rodante. Un fisidlogo del ejercicio supervisé
la prueba y registré de forma continua el electrocardiograma, la frecuencia
cardiaca y la presién arterial. Los participantes hicieron un calentamiento
inicial de tres minutos, caminando a una velocidad de 3,5 mph, con un angulo
de inclinacién del 1 %. Posteriormente, la velocidad de la banda rodante se
incremento 0,5 mph por cada minuto transcurrido, hasta el agotamiento.

Se considerd una prueba méxima cuando:

i. los participantes tenian una percepcion subjetiva del esfuerzo mayor
de 18, calificada segun la escala de Borg en un nivel de 6 a 20;

ii. se observd una meseta en el consumo de oxigeno a pesar de un
incremento en el trabajo o un cociente respiratorio igual o superior a
1,15;y,

ii. cuando los participantes llegaron a la maxima frecuencia cardiaca
prevista.

Método sin ejercicio para estimar para estimar el consumo maximo de
oxigeno

Para la estimacion del VO,max se utilizo la ecuacion de regresion lineal
multiple, descrita por quienes desarrollaron el método NASA sin ejercicio,
que incluye las siguientes variables: i) sexo; ii) edad; iii) indice de masa
corporal; iv) frecuencia cardiaca en reposo; y v) el nivel de actividad fisica
autorreportada (19) asi:

MET=[sexo x (2,77)-edad x (0,10)-IMC x (0,17)-FCr x(0,03)+CAF x (1,0)]+18,07

donde MET: tasa metabdlica basal en equivalentes; sexo: 1 para hombres
y 0 para mujeres; edad: en ainos; IMC: indice de masa corporal en kg/m?;
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FCr: frecuencia cardiaca en reposo; CAF: coeficiente de actividad fisica
autorreportada.

En este método de la NASA, se consideran niveles del 1 al 5: el nivel 1 es
0,0 (inactivo, escasa actividad diferente a la de la vida cotidiana); el nivel 2 es
0,32 (participa 5 0 mas veces por semana, al menos 10 minutos por sesion,
en actividades fisicas que ocasionan un ligero aumento en la frecuencia
cardiaca y respiratoria); el nivel 3 es 1,06 (realiza ejercicio aerdbico, entre 20
y 60 minutos por semana a un ritmo confortable); el nivel 4 es 1,76 (realiza
ejercicio aerdbico entre 1 y 3 horas por semana, a un ritmo confortable);

y, el nivel 5 es 3,03 (realiza ejercicio aerdbico durante mas de 3 horas por
semana, a un ritmo confortable). El ejercicio aerdbico incluye caminar,
trotar, correr, nadar, montar bicicleta, y practicar deportes vigorosos u otras
actividades que requieran un esfuerzo similar.

Se midio la estatura con un tallimetro Seca2013™ (Seca, Hamburgo,
Alemania) y, la masa corporal, con una balanza Omron HBF-510LA™ (Omron
Healthcare, Inc., lllinois, USA) con precision de 0,1 kg.

El porcentaje de grasa corporal fue estimado con la ecuacion de Jackson y
Pollock (24,25). La frecuencia cardiaca fue medida después de un periodo de
reposo de cinco minutos en posicién de decubito supino, con un pulsémetro
Polar® RS800-CX™ (Polar, Kempele, Finlandia). EI VO,max fue expresado
en ml O,.kg™".min"' luego de multiplicar los equivalentes de la tasa metabdlica
basal (MET) por 3,5. La evaluacion para determinar el VO,max estuvo a
cargo de un médico especialista en medicina aplicada a la actividad fisica y al
deporte.

Consideraciones éticas

Se obtuvo el consentimiento informado de cada participante. Se promulgé
el respeto, la justicia y la beneficencia a las personas, de acuerdo con las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacién en salud
del Ministerio de Salud de Colombia en la Resolucion 8430 de 1993 (26);
ademas, se tuvieron en cuenta los principios de la declaracion de Helsinki
(27). El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica de la
Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia).

Analisis estadistico

Se estimé un tamafo de la muestra de 100 individuos, teniendo en cuenta
un coeficiente de correlacion intraclase (Intraclass Correlation Coefficient, CCI)
de 0,7; una amplitud de 0,1; una confianza del 95 % y dos mediciones (28).

Inicialmente, se hizo un analisis exploratorio de los datos, con el
fin de evaluar la calidad de la informacion, los valores extremos y los
perdidos. Se verificé el supuesto de normalidad mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Se describieron las caracteristicas sociodemogréficas,
antropomeétricas y clinicas, segun el sexo. En las variables cuantitativas, se
presentaron la media y la desviacion estandar. Las variables cualitativas se
representaron como frecuencias absolutas y relativas.

La concordancia absoluta, variabilidad, sesgo y precision entre el VO,méax
medido por ergoespirometria y el VO,max estimado mediante el método sin
ejercicio implementado por la NASA, se evaluaron utilizando el coeficiente
de correlacion de Pearson (r), ICC, coeficiente de variacion (CV), raiz del
error cuadratico medio (RMSE), diferencia de medias, desviacién estandar
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(DE) de las diferencias y andlisis de Bland-Altman. Asimismo, por medio del
método NASA sin ejercicio, se evaluaron la reproducibilidad, variabilidad y
concordancia absoluta para dos estimaciones repetidas de VO,max en una
submuestra, hechas con una semana de diferencia.

Se construyé un modelo de regresion lineal multiple a partir de las
variables independientes obtenidas del método sin ejercicio utilizado por la
NASA, con el fin de determinar la varianza del VO,max obtenido mediante la
ergoespirometria. Se calculd el coeficiente de determinacion (R?) y el criterio
de informacién de Akaike como indicador de la bondad de ajuste. Se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) para establecer si, al menos, un coeficiente
3 era diferente de 0. De igual manera, se evaluaron la tolerancia y el factor
de aumento de la varianza para determinar si existia colinealidad entre
las variables independientes. Finalmente, se hizo un andlisis residual para
verificar el supuesto de normalidad de los datos (prueba de Shapiro-Wilk) y
no autocorrelacién (estadistico d de Durbin-Watson). Se establecié un nivel de
significancia estadistica a=0,05. Para los andlisis, se emplearon los programas
IBM SPSS™ Statistics, version 21.0 (IBM, New York, USA) y Epidate™, version
4.0. (OPS, Conselleria de Sanidade, Xunta de Galicia, Espafa).

Resultados

En el andlisis se incluyeron 94 individuos sanos, con una edad media
de 30,54 + 9,33 afios; de estos, el 48,9 % fueron mujeres. El 38,2 % de los
participantes se consideraron insuficientemente activos, el 3,2 % reporté
consumo de tabaco, mientras que ninguno tenia un patron excesivo de consumo
de licor. La media del indice de masa corporal (IMC) en los hombres fue de
25,79 + 3,34 kg/m?, mientras que, en las mujeres, fue de 24,97 + 4,65 kg/m?. El
porcentaje de grasa corporal fue mayor en las mujeres. Segun los resultados
observados de la frecuencia maxima cardiaca y el cociente respiratorio durante
la ergoespirometria, las personas incluidas hicieron un esfuerzo maximo. En
toda la muestra, la media del VO,max por ergoespirometria fue de 41,29 + 9,54
ml/kg/minuto, mientras que el estimado por el método sin ejercicio de la NASA
fue 37,88 + 8,45 ml/kg/minuto. Ell VO,méax fue un 22,6 % mayor en los hombres
que en las mujeres (cuadro 1). Durante la ergoespirometria, no se presentaron
eventos adversos, mayores ni menores.

Validez de la estimacion del VO,max mediante el método sin ejercicio en
comparacion con el obtenido por ergoespirometria

La exactitud, precision, variabilidad y concordancia entre el VO,max
medido por ergoespirometria y el estimado por el método NASA sin ejercicio,
se muestran en el cuadro 2. Se encontrd una diferencia de medias de
VO,max entre la ergoespirometria y el método NASA sin ejercicio, de 3,41 +
5,64 ml O, /kg/minuto. La concordancia entre los dos meétodos fue buena, con
un coeficiente de correlacion intraclase de 0,858 (IC,,, 0,672-0,926). En la
figura 1, se representan los valores de las diferencias frente a la media del
VO, max determinada por ambos métodos. Los limites de acuerdo entre las
dos técnicas se ilustran mediante las dos lineas punteadas horizontales. Solo
tres mediciones del VO,max se encuentran fuera de los limites de acuerdo,
sin una tendencia obvia de las diferencias en los valores del VO,max.
Finalmente, el porcentaje de error fue del 29,70 %.
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Cuadro 1. Caracteristicas sociodemograficas, antropométricas y clinicas de los participantes incluidos

en el estudio
Variable Hombre-s (n=48) Mulere-s (n =46)
Media + DE Media + DE
Edad (afios) 30,75 + 10,46 30,33 = 8,11
Masa corporal (kg) 7743 = 11,06 64,98 + 13,51
Estatura (m) 1,73 £ 0,07 1,61 +0,54
indice de masa corporal (kg/m2) 25,79 + 3,34 24,97 + 4,65
Perimetro abdominal (cm) 89,57 + 10,86 82,33 + 12,57
Grasa corporal (%) 18,29 + 7,75 29,16 + 7,51
Reposo
Frecuencia cardiaca (latidos/min) 69,29 + 6,74 71,573 +5,6
Presion arterial sistélica (mm Hg) 122,65 + 7,06 113,65 + 9,2
Presion arterial diastélica (mm Hg) 73,46 + 5,93 71,24 + 5,53
Ergoespirometria
Frecuencia maxima cardiaca (latidos/min) 186,71 + 11,52 18759 + 9,75
Cociente respiratorio 1,15+ 0,14 1,15+ 0,06

Frecuencia cardiaca 1 min de recuperacion (latidos/min)
Frecuencia cardiaca 5 min de recuperacion (latidos/min)

163,69 + 15,94
121,00 = 14,42

164,17 + 13,20
123,59 + 15,87

VO,méx (ml O2/kg/min) 46,42 + 9,73 35,94 + 5,65
Equivalentes de tasa metabdlica basal (MET) 13,26 + 2,78 10,23 + 1,62
Método NASA

VO,méx (ml O2/kg/min) 42,86 + 6,32 32,67 + 7,18
Equivalentes de tasa metabdlica basal (MET) 12,25 + 1,80 9,33 +2,05

DE: desviacion estandar; VO2max: consumo maximo de oxigeno

Cuadro 2. (A) Exactitud, precisiéon y concordancia de la estimacion del consumo maximo de oxigeno
mediante el método sin ejercicio en comparacién con el consumo maximo de oxigeno medido por
ergoespirometria, y (B) reproducibilidad de dos medidas repetidas del consumo maximo de oxigeno

mediante el método sin ejercicio

Validez

Reproducibilidad

Indicador

(A) Ergoespirometria Vs.

(B) Método sin

método sin ejercicio ejercicio
Diferencia media (ml O,/kg/min) 3,41 -1,28
Desviacion estandar de la diferencia (ml O2/kg/min) 5,64 1,50
Limites de acuerdo (ml O,/kg/min) -7,88 a 14,71 -4,28 21,72
Porcentaje de error (%) 29,70 7,40
Coeficiente de variacion (%) 22,30 20,60
Raiz del error cuadratico medio (L/min) 6,57 1,96
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,810 0,985
Coeficiente de correlacion intraclase 0,858 0,986

Figura 1. Gréfico de Bland-Altman para evaluar la concordancia del consumo méximo de
oxigeno medido por ergoespirometria y el estimado por el método sin ejercicio
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Figura 2. Gréafico de Bland-Altman para evaluar la reproducibilidad del consumo
maximo de oxigeno estimado por el método sin ejercicio.

Andlisis de reproducibilidad de la estimacion del VO,mzx mediante el
método sin ejercicio

La reproducibilidad, variabilidad y concordancia para dos mediciones
repetidas de los valores del VO, . obtenidos mediante el método sin ejercicio
NASA, se muestran en el cuadro 2. La diferencia entre dos mediciones
repetidas fue de -1,28 + 1,50 ml O /kg/minuto. La concordancia entre las dos
estimaciones muestra una reproducibilidad excelente con un coeficiente de
correlacion intraclase de 0,986 (IC,,,, 0,927-0,995).

En la figura 2, se representan las diferencias entre las dos estimaciones
repetidas frente a la media de las dos estimaciones del VO,max. La linea central
muestra la diferencia media y las lineas punteadas representan los limites
superior e inferior de los limites de acuerdo. Solo tres estimaciones del VO,max
por el método sin ejercicio NASA aparecieron fuera de los limites de acuerdo.

Modelo de regresion lineal mdiltiple: varianza del VO,max explicado por
las variables independientes del método sin ejercicio

El modelo de regresion lineal multiple construido mostré un coeficiente de
determinacion R? de 0,712 y un criterio de informacion de Akaike de 355,1.
El andlisis de varianza (ANOVA) mostrd que, al menos, un coeficiente B era
diferente de 0 (F=40,1; p<0,001). La tolerancia (>0,1) y el factor de aumento
de la varianza (<2) mostraron que no habia colinealidad entre las variables
independientes. El analisis residual mostré cumplimiento de los supuestos de
normalidad (prueba de Shapiro-Wilk; z=-0,412; p=0,659) y no autocorrelacién
(estadistico de Durbin-Watson; d=2,27). Los coeficientes 3 de la actividad
fisica autorreportada, mostraron una relacion entre dosis y respuesta desde
el nivel 1 hasta el nivel 4 (cuadro 3).

Discusion

Entre los principales hallazgos de este estudio, se encuentran: i) el método
sin ejercicio NASA es valido y reproducible para estimar el VO,max en adultos
universitarios; i) el sexo, la edad, el indice de masa corporal, la frecuencia
cardiaca en reposo y el nivel de actividad fisica autorreportada, utilizadas
como variables independientes en el método sin ejercicio NASA, explican
el 71,2 % de la variabilidad del VO,max; v, iii) los coeficientes 3 originales

del modelo de regresion lineal multiple del método sin ejercicio NASA, son
similares a los encontrados en nuestro estudio.
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Cuadro 3. Modelo de regresion lineal multiple que muestra la relacién entre el consumo
de oxigeno medido por ergoespirometria, y la edad, sexo, indice de masa corporal,
frecuencia cardiaca en reposo y nivel de actividad fisica autorreportado

Variable dependiente (consumo maximo B t Intervalo de

de oxigeno por ergoespirometria) (n=94) P confianza del 95 %
(Constante) 1787 9,56 <0,001 14,15 21,58
Sexo masculino 2,63 750 <0,001 1,94 3,34
Edad (afios) -0,09 4,92 <0,001 -0,13 -0,05
indice de masa corporal (kg/m2) -0,20 -4,67 <0,001 -0,28 -0,11

Frecuencia cardiaca en reposo (latidos/min) -0,01 -0,49 0,622 -0,03 0,02
Actividad fisica autorreportado

(referencia nivel 1) 0,44 0,76 0,448 -0,71 1,60
Nivel 2 1,00 2,12 0,037 0,06 1,94
Nivel 3 2,16 4,31 <0,001 1,16 3,16
Nivel 4 1,41 2,49 0,015 0,28 2,54
Nivel 5

En el estudio original (19), los investigadores desarrollaron y validaron
el método sin ejercicio, con el cual se logrd estimar la condicidn fisica
cardiorrespiratoria en individuos caucasicos americanos. En ese estudio,
participaron hombres y mujeres entre los 20 y los 70 afos que hacian parte
de tres cohortes, incluyendo un grupo de empleados de la NASA; de ahi, la
denominacién del método. El objetivo de ese trabajo fue mejorar, por medio de
herramientas simples, el abordaje tradicional para identificar individuos de alto
riesgo y asintomaticos, que se beneficiarian de la prevencidn primaria intensiva.

De la misma forma que en nuestro estudio, los autores de dicho trabajo
concluyeron que la condicidn fisica cardiorrespiratoria puede estimarse con
razonable precision por medio de un método sin ejercicio, evitando los altos
costos y riesgos de la ergoespirometria. Ademas, encontraron que su modelo
predictivo era menos valido en aquellos individuos con un alto nivel de
actividad fisica, lo cual concuerda con nuestros hallazgos; particularmente, en
nuestro modelo, el coeficiente 3 fue menor en la categoria 5 en comparacion
con la categoria 4 del nivel de actividad fisica autorreportada. Una posible
interpretacion de dichos resultados es la sobreestimacion que hacen las
personas cuando se les indaga por la actividad fisica que realizan.

En 2013, Sloan, et al. (22), hicieron una validacion cruzada del método
sin ejercicio de Jurca y Jackson (19) con adultos originarios de Singapuir,
con el fin de determinar la aplicabilidad de esta herramienta en poblacién
asiatica, la cual presenta diferencias fisioldgicas y genéticas, al compararla
con individuos caucasicos americanos. Su objetivo secundario fue hacer una
validacion cruzada de la ecuacion sin la frecuencia cardiaca en reposo, para
adaptarla a circunstancias en las cuales no es facil medirla (22). Asi como lo
detectaron Jurca y Jackson (19), y como lo reportado en nuestros resultados,
la prediccion fue menos valida en sujetos muy activos (que realizan mas de
300 minutos por semana de actividad fisica de moderada intensidad), razén
por la cual fueron excluidos del analisis.

Considerando otras aproximaciones para predecir la capacidad fisica
cardiorrespiratoria, en el 2016, O’Donovan, et al., publicaron un estudio (21).
Los autores desarrollaron y validaron ecuaciones para estimar la capacidad
fisica cardiorrespiratoria en 83 hombres blancos europeos y 85 provenientes
del sudeste asiatico, de edad media, todos residentes en Glasgow y el Reino
Unido. Utilizaron variables como i) edad; ii) indice de masa corporal; iii) datos
sobre consumo de tabaco; iv) frecuencia cardiaca en reposo registrada
mediante electrocardiograma; v) nivel de actividad fisica medida con
acelerémetro; y, vi) origen étnico. Evaluaron de forma objetiva la capacidad
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fisica cardiorrespiratoria a partir de la ergoespirometria. Con los resultados
obtenidos, indican la utilidad de las variables clinicas y fisioldgicas para
estimarla. A su vez, subrayan la importancia de incorporar el origen étnico en
las ecuaciones con el método sin ejercicio.

En poblacién universitaria también se han utilizado otras metodologias para
estimar la capacidad fisica cardiorrespiratoria (29). George, et al., realizaron un
estudio transversal para validar un método sin ejercicio en el cual se incluyeron
100 estudiantes universitarios (50 % hombres) con edades entre 18 y 29 afios
(29). En este trabajo, utilizaron las siguientes variables independientes: i)
actividad fisica autorreportada; ii) sexo; iii) IMC autorreportado; vy, iv) capacidad
funcional percibida. Es necesario resaltar que, aunque en esta ecuacién no se
incluye la frecuencia cardiaca en reposo, los autores reportaron un R? similar
al observado en el presente estudio (0,720) (29).

Una importante aplicacién de los métodos sin ejercicio para estimar
el VO,max, se da en el contexto de la evaluacion y seguimiento de
grandes poblaciones, con el fin de evaluar el prondstico en términos
de mortalidad (30). Stamatakis, et al. (20), adelantaron un estudio que
incluyd mas de 30.000 ingleses y escoses, quienes participaron en
ocho encuestas nacionales de salud. La ecuacion propuesta por Jurca y
Jackson se empled para estimar la capacidad fisica cardiorrespiratoria,
la cual mostré asociaciones coherentes con la ‘mortalidad cardiovascular
y por todas las causas. Asimismo, se hallé una buena capacidad de
discriminacion, y excelentes desempefios en la reclasificacion del riesgo
de los sujetos. Hallazgos similares son presentados en adultos mayores
de 60 afos por Song, et al. (31), quienes reportan que la estimacion de la
capacidad cardiorrespiratoria (sin una prueba de ejercicio), fue un predictor
independiente de mortalidad. Sujetos en el cuartil inferior en cuanto a la
capacidad cardiorrespiratoria tuvieron un riesgo 71 % mayor de ‘mortalidad
por todas las causas’ (HR=1,71; IC,,,, 1,30-2,25), en comparacion con sujetos
en el cuartil superior.

5%

En una investigacién que incluyé 43.356 adultos con una mediana
de seguimiento de 14,5 anos (The Aerobics Center Longitudinal Study),
Artero, et al. (32), encontraron que tanto la medicién directa de la capacidad
cardiorrespiratoria mediante ergoespirometria, como su estimacion por
un método sin ejercicio (ecuacién), se asociaron de forma significativa
e inversamente proporcional con el riesgo de mortalidad cardiovascular,
eventos coronarios no fatales y mortalidad por todas las causas en hombres;
y con la mortalidad por todas las causas y eventos coronarios no fatales, en
las mujeres. Mejoras en un MET se relacionaron con reducciones del riesgo
de hasta el 20 %.

Zhang, et al. (33), evaluaron la asociacion entre la capacidad fisica
cardiorrespiratoria y la mortalidad, en 12.834 personas con edades entre 20
y 86 afnos. La estimacion se efectué empleando ecuaciones para hombres y
mujeres, con las variables: i) edad; ii) IMC al; iii) circunferencia de cintura; iv)
frecuencia cardiaca en reposo; iv) nivel de actividad fisica autorreportada; y,
v) tabaquismo. Se hall6é que por cada MET de incremento en la capacidad
fisica cardiorrespiratoria, se redujo en el 18 % (rango, 15-21 %) el riesgo de
‘mortalidad por todas las causas. Los anteriores resultados demuestran la
validez del prondstico, asi como la utilidad clinica y en salud publica que puede
tener la estimacion de dicha capacidad empleando métodos sin ejercicio.
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El presente estudio presenta algunas fortalezas, que se pueden agrupar
en tres aspectos. En primer lugar, es la validacion de un método para estimar
la capacidad cardiorrespiratoria sin ejercicio, de facil obtencién (bajo riesgo,
costo y tiempo de adquisicion), que integra variables sociodemograficas,
fisiologicas y de autorreporte del nivel de actividad fisica; este abordaje
supera las limitaciones de los cuestionarios tradicionales sobre la actividad
fisica usados en estudios poblacionales. En segundo lugar, permite incluir
personas con un amplio rango de edad, de ambos sexos y con diferentes
niveles de capacidad cardiorrespiratoria, sedentarios y activos. En tercer
lugar, es un protocolo disefiado por un equipo multidisciplinario, con el
liderazgo de especialistas en medicina aplicada a la actividad fisica y al
deporte, y epidemidlogos.

Por otra parte, este trabajo también presenta algunas limitaciones. Con
el modelo utilizado, la frecuencia cardiaca en reposo no se asocié con la
capacidad fisica cardiorrespiratoria, lo cual plantea cuestionamientos sobre la
veracidad de esta medida, un hallazgo también reportado por otros autores
(21,22,34,35). Esta situacion podria deberse a la variabilidad de la frecuencia
cardiaca en reposo en el consultorio médico. Ademas, otra limitacién es
la falta de una relacién entre dosis y respuesta, entre la actividad fisica
autorreportada y el VO,max, particularmente para el nivel 5, lo cual puede
deberse a que las personas tienden a sobreestimar su actividad fisica.

Finalmente, la capacidad fisica cardiorrespiratoria es un factor predictor
independiente de la mortalidad general y cardiovascular (5-7). Hay
intervenciones fundamentadas en programas de ejercicio que incrementan
esta capacidad fisica y disminuyen la morbimortalidad (1-4). Teniendo en
cuenta la alta carga por enfermedades crénicas no transmisibles (36), es
prioritario identificar y utilizar métodos de tamizacién validos, seguros y
sencillos, que permitan cuantificar la capacidad fisica cardiorrespiratoria, mas
alla de los factores de riesgo clasicos (3-7,37).

En investigaciones futuras, el interés deberia centrarse en la evaluacion de
la validez de las estimaciones de dicha capacidad por métodos sin ejercicio
en diferentes grupos poblacionales; de igual manera, deberian incorporar
otras variables clinicas y fisiol6gicas de facil medicion. En una perspectiva
avanzada, la capacidad fisica cardiorrespiratoria podria considerarse como
un signo clinico vital para la vigilancia y para la implementacién de acciones
prioritarias en salud publica (6,7).

El método sin ejercicio NASA es valido y reproducible para estimar el
VO,max en adultos universitarios; ademas, es seguro y de facil aplicacion.
Se recomienda la estimacion de la capacidad fisica cardiorrespiratoria para
mejorar la tamizacion en los programas de riesgo cardiometabdlico y para
implementar intervenciones oportunas.
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Original article

Analysis of SOD1 and C90rf72 mutations in patients
with amyotrophic lateral sclerosis in Antioquia,
Colombia

Jimena Jaramillo', Juan M. Solano?, Alejandra Aristizabal?, Juliana Martinez'
"Facultad de Ciencias y Biotecnologia, Universidad CES, Medellin, Colombia

2Grupo de Investigacion en Enfermedades Neuromusculares, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia

Introduction: Amyotrophic lateral sclerosis is a neurodegenerative disease with a possible
multifactorial origin characterized by the progressive degeneration of motor neurons. There
is a relatively high prevalence of this disease in Antioquia; however, there is no published
genetic study to date in Colombia. Despite its unknown etiopathogenesis, more genetic risk
factors possibly involved in the development of this disease are constantly found.
Obijetives: To evaluate G93A and D90A mutations in SOD7 gene and a short tandem
repeat in C9orf72 within a cohort of amyotrophic lateral sclerosis patients from Antioquia,
Colombia.

Materials y methods: Thirty-four patients previously diagnosed with amyotrophic lateral
sclerosis were included in the study. Peripheral blood samples were used for DNA extraction
and genotyping.

Results: No mutations were found in SOD7 (G93A and D90A) in any of the patients,

while C9orf72 exhibited an allele with a statistically significant high prevalence in the study
sample (8 hexanucleotide repeats of CAGCAG).

Conclusions: These results suggest an association between this short tandem repeat
(STR) in C9orf72 and the presence of amyotrophic lateral sclerosis in the studied
population. However, this association should be established in a larger sample size and with
controls from the same population. In addition, there also seems to be a genetic anticipation
effect for the disease regarding this locus, since patients with this genotype present an
earlier onset.

Keywords: amyotrophic lateral sclerosis/genetics; neurodegenerative disease; genes;
mutations

Anadlisis de mutaciones en los genes SOD1 y C90rf72 en pacientes con esclerosis
lateral amiotréfica, Antioquia, Colombia

Introduccion. La esclerosis lateral amiotréfica es una enfermedad neurodegenerativa

con un posible origen multifactorial, caracterizado por una degeneracién progresiva de las
neuronas motoras. Hay una gran prevalencia relativa de esta enfermedad en Antioquia;
sin embargo, no hay publicaciones de estudios genéticos en Colombia. A pesar de su
etiopatogénesis desconocida, hay varios factores de riesgo genético que se encuentran
constantemente en el desarrollo de esta enfermedad.

Objetivo. Evaluar las mutaciones G93A y D90A del gen SOD1 y una repeticion corta en
tandem (Short Tandem Repeat, STR) en el locus C9orf72, en una cohorte de pacientes con
esclerosis lateral amiotréfica en Antioquia, Colombia.

Materiales y métodos. Se incluyeron 34 pacientes previamente diagnosticados en el
estudio. Una muestra de sangre periférica se uso6 para extraer el ADN y, posteriormente,
genotipificarlo.

Resultados. No se encontraron mutaciones en el gen SOD7 (G93A y D90A), mientras que
el C9orf72 exhibe un alelo con una significativa prevalencia en los pacientes del estudio (8
repeticiones del hexanucledtido G,C,).

Conclusiones. Se sugiere una asociacion entre la repeticion en tdndem en C9orf72 y

la presencia de la esclerosis lateral amiotréfica en la poblacién estudiada. Sin embargo,

se sugiere hacer estudios adicionales e incluir un grupo control de la misma poblacion.
Ademas, se detecta un fenémeno de anticipacion genética de la enfermedad, dado que
los pacientes con el alelo de 8 repeticiones en C9orf72 presentan una edad temprana de
aparicién de los sintomas.

Palabras clave: Esclerosis lateral amiotréfica/genética; enfermedades neurodegenerativas;
genes; mutaciones
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Amyotrophic lateral sclerosis is a neurodegenerative disease characterized
by the progressive death of motor neurons, producing muscular paralysis
(1,2). lts clinical presentation is variable and depends on the anatomical
site of onset and the type of motor neuron affected (3-5). There is no cure
for amyotrophic lateral sclerosis and most of the patients die of respiratory
failure 3 to 5 years after onset of symptoms (1,6). Amyotrophic lateral sclerosis
etiology is not completely understood but, like other neurodegenerative
diseases, it is thought to be the result of a complex interaction between
multiple cellular mechanisms and environmental and genetic factors (7-9).

The genes with the strongest association to the development of both
familiar and sporadic amyotrophic lateral sclerosis are SOD7 and C9orf72
(1,4,10). SOD1 encodes the enzyme superoxide dismutase 1, responsible for
the degradation of superoxide ions via reactions with zinc and copper ions
(1,7,11), while C9orf72 encodes a protein involved in both nuclear membrane
transport and as a guanine nucleotide exchange factor that activates
GTPases (5,12,13).

G93A and D90A mutations in SOD1 cause oxidative stress and subsequent
neuronal death (1,11,14). However, the most common genetic anomaly
found in amyotrophic lateral sclerosis patients is a hexanucleotide sequence
repetition or short tandem repeat (STR) in C9orf72 gene, which explains 23.5
% of familial cases worldwide and up to 60 % in Spain (1,3,15). This C9orf72
expansion causes a loss of the functional protein, progressively generating
cellular death (5,12,13). Healthy individuals generally have a maximum of two
repetitions (16), while a pathological form of the gene in amyotrophic lateral
sclerosis patients typically has 20 or more hexanucleotide repetitions; however,
the number of pathogenic repetitions varies depending on the population (17).

Amyotrophic lateral sclerosis incidence in Europe has been estimated at
2.8 cases per 100,000 people per year. While there is scarce data for Latin
America, reports from some countries in the region suggest a range between
0.2 and 3.17 cases per 100,000 people per year. In Colombia, national reports
propose its prevalence at 0.5 cases per 100,000 people (18), but in Antioquia
(a state within Colombia), this prevalence is much higher, being reported as
4.9 cases per 100,000 people (19,20). Despite this, there are no published
studies on genetics of amyotrophic lateral sclerosis in the country.

The population of Antioquia (Colombia) —due to historical processes of its
foundation— may have up to 70% of an ancenstral component of European
origin; more precisely, from the Iberian peninsula (3,21,22). Additionally,
Antioquia is considered a genetic isolate due to population bottlenecks and
endogamy (23). Hence, this population and others with similar characteristics
are recommended for the genetic analysis of complex diseases such
as amyotrophic lateral sclerosis, since they tend to show lower etiologic
heterogeneity (6,21). All of this could explain the relative high prevalence of
this and other neurodegenerative diseases in Antioquia (19).

Knowing amyotrophic lateral sclerosis genetic traits provides advantages
for the development of diagnostic and prognostic biomarkers with utility
both in the clinical practice and in the development of therapeutic trials for
this disease, so far incurable. To date there is no published genetic study of
amyotrophic lateral sclerosis in Colombia. The purpose of this research was to
evaluate the presence of D90A, G93A mutations in SOD7 gene, as well as the
hexanucleotide repetition in C90rf72, in amyotrophic lateral sclerosis patients
in Antioquia (Colombia).
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C9orf72 mutations and amyotrophic lateral sclerosis

Materials and methods
Population sample

Patients found in the Neuromuscular Disorders Service at Neuro Clinica
IPS, Medellin, Antioquia, who fulfilled the Escorial and Awaji-Shima diagnostic
criteria (24), were included in the study. Only patients from Antioquia,
diagnosed in 2017 and whose ancestors had been born in Antioquia, were
included. Informed consent was obtained from all participants. This study was
approved by the medical ethics committee of the Universidad CES.

DNA extraction and genotyping

DNA was extracted from blood samples using Wizard Genomic DNA
Purification Kit™ (Promega, USA), following manufacturer’s instructions.

For the genotyping of SOD7 variants, D90A and G93A (SNP tags
rs80265967; rs121912438), positive and negative controls were used besides
the samples to be evaluated. With the purpose of confirming the reproducibility
of the genotypes obtained through the KASP-PCR methodology (performed
by LGC Genomics Inc., USA), 10% of the data were repeated for blind
evaluation. Conventional PCR was performed to genotype the C9orf72 STR,
using the set of primers (FAM 5-CAAGGAGGGAAACAACCGCAGCC-3 and
R 5-GCAGGCACCGCAACCGCAG-3) and the methodology described by
DedJesus-Hernandez, et al., (2011) (25). DNA amplification was confirmed
through electrophoresis in 1% agarose gel stained with ethidium bromide.
Alleles were resolved through capillary electrophoresis using an ABI PRISM
3130 Genetic Analyzer™ (IdentiGEN Laboratory, Colombia).

Statistical analysis

Correlation between the amyotrophic lateral sclerosis status and allele
variants was performed descriptively and mathematically using Fisher’s
exact test (26). Population genetic parameters, such as allele and genotype
frequencies as well as Hardy-Weinberg equilibrium, were also calculated using
Genepop, version 4.2 (GENEPOP, RRID:SCR_009194) (27,28). The endogamy
model was evaluated through a c? test and the selection model through
calculations for different selection coefficients. All of this was done considering
that by having chosen individuals already diagnosed with amyotrophic lateral
sclerosis, an artificial selection was exerted over the study sample.

Results

Out of a total of 63 cases with confirmed diagnosis of amyotrophic lateral
sclerosis during that year, 34 patients, evaluated and followed during 2017,
were included in the study. The sample size of this study represents 54% of
amyotrophic lateral sclerosis cases diagnosed in 2017 in Antioquia, Colombia.

Clinical characteristics

Approximately 32% of the patients presented with established disease
of more than 5 years of duration. No patient had other family members with
amyotrophic lateral sclerosis, although 26% reported a family history of other
neurodegenerative diseases. In 19% of the cases, the disease began before
35 years of age.

Table 1 shows the characteristics of the patients classified by age ranges
of onset of symptoms. Earlier ages of onset of symptoms correlated with
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longer duration of the disease (coeficiency correlation=-0.37) (p=0.03).
Categorization by age group was done to show the difference between the
age at onset of amyotrophic lateral sclerosis in the population of Antioquia and
the usual age described in other populations (figure 1).

Allele frequencies

Regarding SOD1 gene mutations G93A and D90A, all the evaluated
patients presented the ancestral genotypes (GG and AA, respectively); thus,
being monomorphic loci.

For the C9orf72 gene, 6 different alleles were found in 33 analyzed
samples (table 2). The allele of 8 repeats of the hexanucleotide expansion
GGGGCC was found in 84.85% (28 of 33 people) of the samples from
patients with amyotrophic lateral sclerosis (figure 2).

Table 1. Clinical characteristics of 32 amyotrophic lateral sclerosis patients grouped by age

Age of onset Number of Spinal Family history Tobacco Exposureto Average disease

(years) patients  onset of NDD use substances* duration (months)
20-35 6 4 1 0 3 78
36-50 3 3 1 0 1 77
51-65 17 13 5 13 6 52
66-80 6 2 2 2 2 34

NDD: Neurodegenerative diseases
* Alcohol, cocaine derivatives, solvents and detergents

Figure 1. Age of onset and number of patients. The graph shows the distribution of patients according
to the age at onset of ALS, presented as age ranges. The y-axis represents the number of patients
and the x-axis represents age ranges. Figure done using R version 3.3.2 (R Project for Statistical
Computing, RRID:SCR_001905).

Table 2. C90rf72 locus genotypes and number of repeats

Genotypes Observed Expected
(CAGCAG)1/(CAGCAG)8 12 8.12
(CAGCAG)8/(CAGCAG)8 16 14.55
(CAGCAG)11/(CAGCAG)12 1 0.02
(CAGCAG)13/(CAGCAG)13 3 0.32
(CAGCAG)13/(CAGCAG)14 1 0.11
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Figure 2. C90rf72 alleles. Capillary electrophoresis results, using an ABI PRISM genetic analyzer. Alleles are represented in the x-axis with relative
fluorescence units (RFUs) shown in the y-axis. Alleles are identified with number of base pairs: Allele 1 (82. 41pb); Allele 2 (127.77pb).

Table 3. Observed frequencies versus calculated model frequencies for each genotype

Observed Expected frequency with S=0.9

Genotype frequency and a dominant model for allele 2
(CAGCAG)1/(CAGCAG)8 0.3636 0.3195
(CAGCAG)8/(CAGCAG)8 0.4848 0.5858
(CAGCAG)11/(CAGCAG)12  0.0303 0.0001
(CAGCAG)13/(CAGCAG)13  0.0909 0.0015
(CAGCAG)13/(CAGCAG)14  0.0303 0.0004

The C9o0rf72 STR was not found to be in Hardy-Weinberg disequilibrium
(p<0.01). SOD1 variants could not be evaluated with this parameters due to the
finding of ancestral (no mutated) genotype in all the patients. Upon performing
the calculations to evaluate the selection model against the genotypes not
carrying allele of 8 repeats with different values of selection coefficient, it was
found that when selection coefficient was 0.9 the genotype frequencies are
similar to those observed in the data from the patients (table 3).

Correlations between variables and the predominant genotype

Upon performing Fisher’s exact test, it was found: i) that there is a greater
frequency of genotypes with 8 repeats allele in patients below 65 years old
(x3=6.72; p<0.01); i) this genotype is more frequent in patients with spinal
onset (¢2=8.90; p<0.01); and iii) that there is no difference between its
distribution and the disease duration (y?=0.22; p=0.64).

Discussion

This study evaluated the association between variants in SOD7 and
C9orf72 and the occurrence of amyotrophic lateral sclerosis, finding the
existence of an 8 repeat allele in the C9orf72 locus with a high frequency
amongst amyotrophic lateral sclerosis cases in Antioquia, Colombia. All cases
included in this study were sporadic amyotrophic lateral sclerosis diagnosed
at young ages (< 65 years old) compared to the average of 65 years of
age reported in other populations. None of the patients had a history of
amyotrophic lateral sclerosis in their family. This is of remarkable importance
since it is very likely that the genetic bases differ between familial and
sporadic amyotrophic lateral sclerosis (29).

In this investigation we had 78.13% of patients whose age of disease onset
was between 20 and 65 years of age (figure 1) and an average of 54 + 15.23
years which differs from what has been reported in the literature (65 years in
other populations) (30). The duration of the disease in the study group was
higher than that reported in global literature, which can be explained by a
larger proportion of young patients. As it has been described, an earlier age at
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onset of the symptoms relates to an increased life expectancy of the patients
(31,32); this phenomenon was observed in this research.

Although environmental factors that explain the particularities of the group
of patients must always be taken into account, it is possible that genetics
has a crucial role. First, Antioquia is a genetic isolate that has experienced
population bottlenecks and endogamy, which produce a reduced effect
of etiologic heterogeneity and leads to an increase in the prevalence of
hereditary or rare diseases (21,33). Additionally, the action of a phenomenon
called genetic anticipation, which produces increased severity of a phenotype
and/or reduces the onset time, can also be involved (34).

In general, this occurs when there is an expansion in DNA triplet repeats,
as in the case of C9orf72 marker (17). Also, hexanucleotide repeat elongation
with variants in other amyotrophic lateral sclerosis causative genes are
associated with an earlier age of onset, suggesting that both mutations affect
this feature (35). Allele with 8 CAGCAG repeats present in either homozygous
or heterozygous condition, was found in 88.46% of the patients, suggesting a
dominant allele effect on the amyotrophic lateral sclerosis phenotype. This same
gene has been previously associated with amyotrophic lateral sclerosis. It has
been proposed that the C9orf72 hexanucleotide repeat could be considered
the cause of amyotrophic lateral sclerosis at around 20-25 repeats (25,36);
however, in recent research studies it has been reported that the number of
repeats considered pathologic varies according to the population (17,19,37).

Given the unusual reported genetic characteristics of the population of
Antioquia, we do not rule out a phenotypic association between amyotrophic
lateral sclerosis and a lower number of repeats than the one reported for the
C9orf72 gene, or the possibility of this allele to be a risk factor for the disease.
For this reason, it is necessary to complement the current study with a control
population. This will allow to determine the distribution of alleles in the general
population and confirm that the registered observations are not due to chance
alone.

Despite that mutations G93A and D90A of the SOD7 gene were expected
to be found, they were not present in any of the patients of the studied
sample. Possible hypotheses that could explain this phenomenon are: i) that
migration of these mutations to this population is scarce or non-existent; or
i) that the mutations are expressing a different phenotype due to additional
genetic and environmental factors (3,4,22).

Given that the C9orf72 locus was, of the three studied in the diagnosed
patients, the polymorphism related to amyotrophic lateral sclerosis in
Antioquia, corresponding analyses were performed. It was found that the data
do not fit the Hardy-Weinberg equilibrium model (table 3), which could be
indicative of a direct association with amyotrophic lateral sclerosis (38,39). It
is known that when an allele/genotype is associated to a phenotype this one
can be augmented (risk) or diminished (protection) causing a deviation from
the model, as shown in our research (40).

However, there are multiple causes for which a population may be out of
Hardy-Weinberg equilibrium, such as selection, endogamy, genetic flux or
genotyping errors (39,40). However, several of them can can be ruled out by
the use of experimental controls and by the differences between observed
and expected heterozygotes, which were not significant in our data. With these
alleles, 21 possible combinations could have been generated, but only 5 were
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found in the study population. This suggests a selection effect that was done
with the samples (previously diagnosed patients) reinforcing the possibility of an
association between this loci and the occurrence of amyotrophic lateral sclerosis.

Furthermore, C9orf7 allele with 8 CAGCAG repeats was most commonly
observed in patients below 65 years old than in their older counterparts (>65
years old), supporting the effect of genetic anticipation in this population.

In our sample, patients with this allele were more likely to have an spinal
onset. This predominance of spinal over bulbar amyotrophic lateral sclerosis
in our cohort can be explained by the small sample size, since in other
international reports this variant has been associated with both spinal and
bulbar amyotrophic lateral sclerosis (16). The number of hexanucleotide
repeats in C9orf72 that has been considered pathologic or as the cause of
amyotrophic lateral sclerosis is of 20-25 (25,36).

In our study, the allele candidate for being related to the disease has
only 8 repeats. While this variant has not been associated previously with
amyotrophic lateral sclerosis cases, the relationship of the disease with the
number of repeats is highly variable between different populations, lacking
a definitive correlation between a specific number and the pathology (37).
Analyses of common causal variants in different populations are important
in pathophysiology investigation of amyotrophic lateral sclerosis in each
population would have valuable implications (41,42).

This, along with the complete absence of G93A and D90A mutations of
SOD1 in the patients, is an unexpected and relevant finding about amyotrophic
lateral sclerosis genetics, its physiopathology and other neurodegenerative
conditions. It is therefore necessary to confirm whether this genotype of
8 repeats in C9orf72 is pathologic in our population and to determine its
importance as a diagnostic biomarker or as a risk factor for amyotrophic lateral
sclerosis, as it is currently being done in other populations (43-45).

It is also relevant to define the influence of homozygosity or heterozygosity
of these repetitions as a disease risk factor. Considering the significance
of these findings for amyotrophic lateral sclerosis genetics and their clinical
implications, it is necessary to carry out further studies to confirm the
hypotheses we have presented.
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Articulo original

Circulacion de Leishmania infantum y Trypanosoma
cruzi en perros domésticos de areas urbanas de
Sincelejo, region Caribe de Colombia

Karol Liseth Rueda-Concha', Ana Payares-Mercado’, Jesus Guerra-Castillo’, Jesus
Melendrez', Yasmit Arroyo-Munive?, Lily Martinez-Abad’, Suljey Cochero', Eduar Elias
Bejarano’, Luis Enrique Paternina’

' Grupo Investigaciones Biomédicas, Universidad de Sucre, Sincelejo, Colombia
2 Clinica Veterinaria Mascotas, Sincelejo, Colombia

Introduccién. La enfermedad de Chagas y la leishmaniasis tradicionalmente se han
considerado zoonosis endémicas de areas rurales del pais. Sin embargo, la aparicién de
casos de estas enfermedades en areas urbanas sugiere nuevos ciclos de circulaciéon de
estos parasitos. Por esta razdn, se ha propuesto a los perros como centinelas de estos
agentes zoondticos, dado su rol como huéspedes accidentales o reservorios.

Obijetivo. Evaluar la circulacion silenciosa de Leishmania spp. y Trypanosoma cruzi en
perros de zonas urbanas de la ciudad de Sincelejo, Sucre.

Materiales y métodos. Se analizaron 100 muestras de sangre de perros para amplificar
la regién ITS1 de Leishmania spp. Las muestras positivas se utilizaron para amplificar la
region conservada del minicirculo del ADN del cinetoplasto de Leishmania infantum y para
el analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion con la endonucleasa
Haelll. Por otra parte, se amplificé un fragmento del ADN satelital de T cruzi. Ademas,

se evalué la presencia de infecciones por Ehrlichia canis y Anaplasma platys, como
potencialmente modificadoras de las manifestaciones clinicas.

Resultados. De los 100 perros estudiados, se detectd: Leishmania spp. en 32, T.

cruzi en 12, ambos parasitos en 7 y L. infantum en 18. Se encontraron infecciones por
anaplasmatéaceos en 18, y coinfecciones por bacterias y parasitos en 8 de los perros. En
general, 47 de los animales estaban infectados por, al menos, un agente etioldgico.
Conclusién. Se demuestra la circulacién de L. infantum y T cruzi en zonas urbanas de
Sincelejo, asi como coinfecciones de estos parasitos junto con parasitos de la familia
Anaplasmataceae. El presente estudio demuestra la conveniencia del uso de perros en la
vigilancia epidemiolégica de estos agentes zoondticos.

Palabras clave: Leishmania infantum; Trypanosoma cruzi; zoonosis; urbanizacién; Colombia

Silent circulation of Leishmania infantum and Trypanosoma cruzi among urban dogs
from Sincelejo city, Caribbean region of Colombia

Introduction: Leishmania infantum and Trypanosoma cruzi are considered endemic
zoonotic agents in rural areas of the country; however, there is a high risk of urbanization
due to anthropogenic processes. For this reason, dogs have been proposed as sentinels of
these zoonoses given their role as patients, hosts and/or reservoirs.

Obijective: To assess the silent circulation of Leishmania spp. and T. cruzi parasites in
canines from urban areas of Sincelejo, Sucre.

Materials and methods: One hundred canine blood samples were used to amplify the
ITS1 region of Leishmania spp. Positive samples were used to amplify the conserved
region of the kinetoplast DNA minicircle of L. infantum and for restriction fragment length
polymorphism analysis with Haelll endonuclease. In addition, a satellite DNA of T. cruzi was
amplified. Also, the presence of Ehrlichia canis and Anaplasma platys was evaluated as
infections that can influence clinical symptoms and health of animals.

Results: Leishmania spp. was detected in 32% (32/100) and T. cruzi in 12% (12/100) of the
animals, and 7% (7/100) of the samples were positive for both parasites. Also, L. infantum and
infections with Anaplasmataceae family parasites were both detected in 18 % (18/100) of the
samples. In the same way, co-infections with bacteria and parasites were found in 8 % (8/100)
of the animals. Overall, 47 % (47/100) of the animals were infected with at least one agent.
Conclusion: The circulation of L. infantum and T. cruzi, as well as co-infections of
pathogens of the Anaplasmataceae family, is demonstrated in urban areas of Sincelejo. The
present study demonstrates the convenience of canines as epidemiological surveillance
sentinels of these zoonotic agents.

Keywords: Leishmania infantum, Trypanosoma cruzi, zoonoses, urbanization, Colombia
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Las zoonosis representan un gran porcentaje de todas las enfermedades
infecciosas recientemente identificadas, asi como de muchas de las ya
existentes. Se estima que, aproximadamente, el 61 % de todos los agentes
patdégenos humanos conocidos son zoonéticos, lo que corresponde a cerca
del 75 % de todos los patdgenos emergentes durante la ultima década, y es
un problema serio en salud publica humana y veterinaria (1).

Entre estas zoonosis, se encuentran la leishmaniasis y la tripanosomiasis
americana, conocida también como la enfermedad de Chagas; ambas
enfermedades son transmitidas por vectores y causadas por protozoarios
parasitos pertenecientes a la familia Trypanosomatidae (2). Estas parasitosis
se consideran problemas graves de salud publica porque representan un
riesgo potencialmente mortal, si no se diagnostican y tratan a tiempo (3,4).

La enfermedad de Chagas es causada por la infeccidn con el
parasito Trypanosoma cruzi, que afecta entre 6 y 7 millones de personas,
principalmente en Latinoamérica, incluyendo a Colombia (3,5). Entre el
2008 y el 2019, se han registrado 21 brotes por transmision oral en los
departamentos de Santander, Casanare, Cesar, Meta, Bolivar, Antioquia y,
ultimamente, en otros departamentos como Choco, Atlantico y Sucre (6).
Los brotes de enfermedad de Chagas ocurridos por transmisién oral han
aumentado la tasa de letalidad a 7,9 %, valor que esta por encima de otras
enfermedades transmitidas por vectores de relevancia en el pais, como fiebre
por dengue y malaria (7).

Por otra parte, la leishmaniasis es causada por diferentes especies del
género Leishmania que pueden provocar compromiso cutaneo, mucoso
o visceral; infortunadamente este ultimo, la leishmaniasis visceral, suele
presentarse en nifios de zonas donde la enfermedad es endémica. Esta
forma clinica es causada por el parasito Leishmania infantum y suele ser letal
si no se trata a tiempo (8).

En Colombia, al final del afio 2019, se registraron 237 casos de
enfermedad de Chagas y 4.962 casos de leishmaniasis, para un total
de 5.199 casos en conjunto. De estos casos, 555 se registraron en los
departamentos de la regién Caribe de Colombia, distribuidos asi: la
enfermedad de Chagas en Atlantico, Cesar y Sucre, y la leishmaniasis en
Bolivar, Cérdoba, Guajira, Magdalena, Sucre, Atlantico, Barranquilla y Cesar,
y en las ciudades de Santa Marta y Cartagena (6).

En términos cuantitativos, se puede considerar una contribucion moderada
(10,67 % del total de casos reportados); sin embargo, es necesario mencionar
que casi todos los casos de leishmaniasis visceral (cuadro muy letal) en el
pais se presentan en el nicleo de los departamentos de Cérdoba, Sucre y
Bolivar (9). Estos dos ultimos componen el foco mixto de leishmaniasis de los
Montes de Maria.

Tanto la enfermedad de Chagas como la leishmaniasis se han
considerado zoonosis endémicas de areas rurales del pais. Sin embargo,
desde hace algunos anos, se han reportado numerosos hallazgos de
parasitos en insectos vectores (flebotomineos, como Lutzomyia evansi, L.
panamensis y L. gomezi, y triatominos, como Panstrongylus geniculatus) en
animales sinantropicos (Mus musculus y Rattus rattus) y algunos casos de
enfermedad de Chagas en zonas urbanas, principalmente en la regién Caribe
(Sincelejo, Ovejas y Cartagena) (10-17). (Romero-Ricardo LR, Martinez L,
Pérez-Doria A, Bejarano EE. Infeccidon natural de Panstrongylus geniculatus
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con Trypanosoma cruzi en el area urbana de Sincelejo, Sucre. XVI Congreso
Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical. 2015-10-20) Estos hallazgos
indican la circulacidon de ambos parasitos tripanosomatideos en zonas
urbanas de esta region.

En el estudio de ambas enfermedades en Latinoamérica, los perros
se han utilizados exitosamente para revelar la circulacion de T cruziy
Leishmania spp. en areas endémicas que son principalmente rurales. Esto
se debe a que los perros se consideran huéspedes importantes de T. cruzi
en paises como Argentina, Venezuela, Panama, Costa Rica y Colombia,
entre otros; ademas, han sido incriminados como el principal reservorio de
L. infantum (agente causal de leishmaniasis visceral en América) y se han
encontrados infectados con otras especies de Trypnosoma (2,13,14,18-21).

Debido al papel que pueden desempenar los perros, ya sea como
reservorios, huéspedes accidentales o como centinelas de la transmisién
de estos agentes zoondticos, por su cercania con las poblaciones humanas
y por su constante exposicion a vectores de T. cruzi y de Leishmania spp.
(triatominos y flebotomineos, respectivamente), la vigilancia epidemiolégica
de estos animales puede considerarse una herramienta fundamental para
obtener informacion relevante sobre potenciales eventos de urbanizacion y
prever, incluso, la ocurrencia de brotes de estas enfermedades (2,18-20).

Dados los antecedentes de ambos parasitos en zonas periurbanas (21)
y urbanas (Romero-Ricardo LR, Martinez L, Pérez-Doria A, Bejarano EE.
Infeccidn natural de Panstrongylus geniculatus con Trypanosoma cruzi en el
area urbana de Sincelejo, Sucre. XVI Congreso Colombiano de Parasitologia
y Medicina Tropical) de Sincelejo, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
la potencial circulacion de estos parasitos tripanosomatidos en perros de
zonas urbanas de la capital del departamento de Sucre.

Materiales y métodos
Area de estudio

El estudio se llevd a cabo en el area urbana del municipio de Sincelejo,
ciudad capital del departamento de Sucre, el cual pertenece a la subregién
de los Montes de Maria. Se encuentra ubicado a 213 m sobre el nivel del mar,
a latitud 9°18'16"N y longitud 75°23'52"0. El clima de la ciudad es tropical
seco, con temperatura media anual de 26,6 °C y precipitacion anual de 1.164
mm, aproximadamente. El area urbana congrega cerca de 269.000 habitantes
(>90 % de la poblacién total del municipio) y el 24,9 % de esta poblacién la
constituyen menores entre los 0 y los 14 afos (22).

Tipo de estudio y muestra caninas

El estudio fue de tipo exploratorio. Todos los perros participantes asistian
regularmente a las clinicas veterinarias por diferentes motivos (como
peluqueria, guarderia, spa y consultoria clinica), tenian un plan sanitario
activo (con vacunacion y desparasitacion) y se consideraban residentes de
la zona urbana de la ciudad. El personal de la clinica valoré el estado de
salud de cada animal, y registrd los datos basicos, como edad, sexo, raza
(nomenclatura del American Kennel Club) y barrio de residencia.
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Registro de datos y toma de muestra de sangre periférica

Se tomaron muestras de 2 ml de sangre periférica por medio de
puncion de la vena cefdlica. Las muestras se depositaron en microtubos de
polipropileno (Axygen, USA) con EDTA o BD Tubos K3EDTA Vacutainer™
(Fisher Scientific, Madrid). Cada muestra se rotulada con un cédigo
alfanumérico que correspondia con los datos basicos de cada animal incluido
en el estudio. Las muestras de sangre total se almacenaron a 4 °C hasta su
procesamiento molecular.

Extraccion de ADN gendmico y evaluacion de su integridad

La extraccion de ADN gendmico a partir de la muestra de sangre periférica
se hizo siguiendo un protocolo con altas concentraciones salinas y usando
una solucion de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) (23). EI ADN extraido
se resuspendié en 30 pl de agua ultrapura hasta su uso en las pruebas
moleculares posteriores.

La integridad de todos los extractos de ADN se evalué mediante una PCR
convencional con los cebadores UNFOR403 (5-TGA GGA CAAATATCATTC
TGA GG-3) y UNREV1025 (5-GGT TGT CCT CCA ATT CAT GTT A-3), que
permite amplificar una regién aproximadamente de 623 pares de bases del
gen mitocondrial citocromo b en los mamiferos (24).

Deteccion de ADN de Leishmania spp. mediante PCR del ITS1 ribosomico

Para detectar el ADN de Leishmania spp., se intenté amplificar la regién
nuclear ITS1 ribosémica empleando los cebadores LITSR (5-CTG GAT
CATTTT CCG ATG-3) y L5.8S (5-TGA TAC CAC TTATCG CAC TT-3), que
amplifican un fragmento entre 300 y 350 pb, segun el complejo de Leishmania
al que pertenezca cada especie detectada: 300 pb para especies del
subgénero L. (Viannia), 317 a 320 pb para especies del complejo L. donovani
como L. infantum, y 330 a 350 pb para especies del complejo L. mexicana (25).

La mezcla de la reaccion tuvo un volumen final de 10 pl, compuesto por:
Buffer Mix 5X, Buffer Q Plus 1X, 0,5 pM de cada cebador, 1 U de Tag ADN
Polimerasa (ExAct TM Plus) y 3 pl de ADN problema.

La amplificacion se optimiz6 con respecto a la temperatura de fusion
de los cebadores y se hizo bajo las siguientes condiciones: 3 minutos de
desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguida por 40 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C durante 30 segundos, alineamiento de cebadores a 53 °C durante 30
segundos y extension de la cadena a 72 °C durante 45 segundos, con una
extension final a 72 °C durante 5 minutos. El material amplificado se mantuvo
a 4 °C hasta su posterior andlisis en geles de agarosa (26).

Deteccion especifica del kADN de Leishmania infantum

La deteccion especifica de ADN de L. infantum en las muestras que
presentaron la amplificacion correspondiente al ITS1 ribosémico de Leishmania
spp., se realizé mediante una segunda PCR, utilizando los iniciadores FLC2
(5-GTC AGT GTC GGA AAC TAATCC GC-3) y RLC2 (5-GGG AAATTG
GCC TCC CTG AG-3), que flanquean un segmento de 230 pb de la regién
conservada del minicirculo del ADN del cinetoplasto de L. infantum. La mezcla
de la reaccion se realizd en un volumen final de 10 pl que contenia solucién
tampon 1X, 0,5 pM de cada cebador, 0,6 mM de dNTP, 1,5 mM de MgSO,, 1,5
U de Taq polimerasa (Applied Biological Materials Inc., Canada) y 3 pl de ADN.
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Las condiciones de ciclado fueron optimizadas con respecto a la
temperatura indicada por los cebadores y bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos
de 1 minuto a 94 °C, luego 1 minuto a 58 °C y finalmente 1 minuto a 72 °C.
Después de 10 minutos a 72 °C, el material amplificado se mantuvo a 4 °C
hasta el analisis en geles de agarosa (27).

Identificacion de Leishmania spp. mediante RFLP y secuenciacion de ADN

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos con las estrategias
basadas en la amplificacion de fragmentos de genes especificos, los
productos de PCR de ITS1 de Leishmania spp. se sometieron a un analisis
de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) con la
endonucleasa Haelll, para determinar si los parasitos detectados pertenecian
al L. infantum, al complejo L. mexicana o a especies del subgénero L.
(Viannia) (28-32), siguiendo las condiciones y recomendaciones de
Céspedes-Chaves, et al. (33).

Algunos productos de interés de la ITS1-PCR se seleccionaron para
enviarlos a secuenciacion (Macrogen, Seul, Corea del Sur). Las secuencias
consenso, obtenidas mediante ensamblaje de los electroferogramas de
secuenciacion editados, se compararon con las secuencias registradas en las
bases de datos GenBank, mediante BLASTn con el algoritmo MegaBLAST.
La identificacion de especies se confirmé mediante los dendrogramas de las
secuencias, utilizando el software MEGA X (34).

Deteccion especifica de ADN de Trypanosoma cruzi

ElI ADN de T cruzi se detectdé mediante dos PCR distintas. Primero, se
amplificé un fragmento de 166 pb del ADN satelital del parasito, utilizando los
cebadores Cruzi 1 (5’-AST CGG CTG ATC GTT TCG A-3’) y Cruzi 2 (5-AAT
TCC TCC AAG CAG CGG ATA-3’). Las reacciones se llevaron a cabo en
volumenes de 10 ul que contenian solucién tampdn de PCR 1X, 1,5 mM de
MgSO,, 0,5 uM de cada cebador, 1,5 U de Taq Polimerasa (Applied Biological
Materials Inc., Canada), 0,6 yl de dNTP y 3 pl de ADN problema. Se utilizé
un termociclador Veriti™ (Applied Biosystems, USA) con el siguiente perfil
térmico: 3 minutos de desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguido de 40 ciclos
a 94 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 1
minuto. Por ultimo, se hizo una extension final a 72 °C durante 5 minutos (35).

Posteriormente, se practicé una segunda PCR para confirmar los hallazgos
en la reaccion anterior. En esta reaccidon se amplificd un fragmento de 330 pb
del minicirculo del KADN de T. cruzi con los cebadores 121 (5- AAATAATGT
ACG GGK GAG ATG CAT GA-3) y 122 (5- GGT TCG ATT GGG GTT GGT
GTA ATA TA-3'). Las reacciones se realizaron en volimenes de 10 pl, con la
siguiente composicion: solucion tampon de PCR 1X, 1,5 mM de MgSO,, 0,5
MM de cada cebador, 1,5 U de Taq Polimerasa (Applied Biological Materials
Inc., Canada), 0,6 ul de ANTP y 3 pl de ADN problema. El perfil térmico
empleado fue el siguiente: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 95 °C por 2
minutos, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 20 segundos, 64 °C por 1 minuto, y
72 °C por 1 minuto, y una extension final de 72 °C por 5 minutos; se empled el
termociclador Applied Biosystems™ Veriti (36,37).

La utilizacién de ambos tipos de dianas nucleares, ADN satélite y
cinetoplasticas, se considera apropiada para el diagndstico de este parasito
en sangre de insectos vectores. Una muestra se consideraba positiva para la
infeccion cuando se obtenia la amplificacion de ambas dianas (38,39).
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Deteccion de Anaplasmataceae transmitidos por garrapatas

Debido a la gran incidencia de infecciones por proteobacterias de la
familia Anaplasmataceae (Anaplasma platys y Ehrlichia canis) en perros del
pais y a la influencia que pueden ejercer sobre la gravedad de los sintomas
que suelen relacionarse con la leishmaniasis canina (40-42), se decidi6 incluir
el tamizaje de ambos parasitos en los perros analizados.

Primero, se hizo la deteccion especifica de A. platys, empleando los
cebadores Apla-Hs475F (5'-AAG GCG AAA GAA GCA GTC TTA-3) y Apla-
Hs1198R (5’-CAT AGT CTG AAG TGG AGG AC-3’) que amplifican una regién
de 723 pb del gen groESL (43-45). Por otra parte, la deteccién de E. Canis fue
realizada con los cebadores Ehr-groESLF (5’-CAA TAG CAA GAG CCA ATG-
3’) y Ehr-groESLR (5’-TTA GAA GAT GCT GTA GGA TG-3) que amplifican
una regién ~145 pb del operon groESL de este género bacteriano (46).

Ademas, se realizé otra PCR para detectar ADN de E. canis, empleando
cebadores desarrollados para el presente trabajo denominados: Ecaj_0423F
(5-TCC TGT TGA TGG ACA AAG TGT T-3) y Ecaj_0423R (5-ACC TGT AGC
ACC ACA TTC TTG-3), que amplifican un fragmento de 403 pb del gen
putativo Ecaj_0423 (CP000107).

La diana seleccionada (Ecaj_0423, cddigo de secuencia de 744
nucledtidos) esta presente tanto en la cepa Jake de Estados Unidos de
América (CP000107) como en la cepa YZ-1 de China (CP025749) y, de
acuerdo con los analisis de similitud local contra todas las secuencias
depositadas en Genbank (base de datos “nr”), es una region exclusiva
de E. canis. Los cebadores disefiados se evaluaron extensamente en las
plataformas InSilico (Universidad del Pais Vasco) y Primer-BLAST (NCBI) con
el fragmento deseado exclusivamente en E. canis.

Andlisis de datos y aspectos éticos

Los datos de los animales (sexo, raza, edad, y comuna de procedencia)
se contrastaron con la infeccién por los dos parasitos cinetoplastidos
mediante pruebas de multiples proporciones de Fisher o de asociacion
de ji al cuadrado en el programa R V. 4.1.1 (47). Ademas, utilizando el
programa QGIS™, V. version 3.4 (48), se hizo un mapeo de los resultados
positivos para Leishmania, T. cruzi y especies de la familia Anaplasmataceae
(Ehrlichia canis, Anaplasma platys o0 ambos), de acuerdo con los barrios de
procedencia de los animales afectados, con el fin de ilustrar su distribucién
geogréfica.

La toma de muestras solo llevd a cabo con la expresa autorizacion y
firma del consentimiento informado por parte del propietario de cada animal;
documentos que reposan en la Clinica para evitar conflictos éticos debido
al manejo de datos en la relacion médico-cliente-paciente en la practica
veterinaria (49). Los informes de los resultados moleculares se remitieron
a los médicos veterinarios para concertar el manejo y tratamiento de los
animales con los propietarios, aplicar medidas de proteccién contra vectores
(collares impregnados con deltametrina y formulaciones insecticidas o
repelentes de uso topico) y hacer el seguimiento clinico; estas directrices han
sido ampliamente recomendadas por expertos en el area (44,50). Todos los
procedimientos de toma de muestras, manejo de los animales y tratamiento
de los datos fueron avalados por el Comité Institucional de Bioética de la
Universidad de Sucre (Sesion Ordinaria N°4, 12 de octubre de 2017).
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Caracteristicas de la muestra canina analizada
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Se incluyeron 100 perros domésticos del sitio de estudio. Se categorizaron

en 21 razas (los animales mestizos fueron tratados como una raza para

conveniencia del andlisis categdrico); la mas frecuente fue mestizos (19 %;

19/100), seguida de French Poodle (15 %; 15/100) y Pinscher miniatura (13
%; 13/100). Las edades estuvieron en un rango entre los 3 y los 168 meses.
Con respecto al grupo etario, el 70 % (70/100) se consideraron adultos

(animales con edades entre los 13 y 84 meses), el 18 % (18/100), seniles

(mayores de 84 meses), y el 12 % (12/100), cachorros (animales con edades

entre 0 y 12 meses) (cuadro 1).

Mediante el examen clinico, se encontré que el 78 % de los perros
estudiados fueron asintomaticos y el 22 % restante presentd, al menos,

un signo clinico (oligosintomatico) indicativo o que se podia relacionar con

tripanosomiasis canina, leishmaniasis canina o ambas. En total, se registraron
hasta 13 signos clinicos en los 22 animales sintomaticos (solo en la comuna
6 no se presentaron sintomaticos), con la siguiente frecuencia: vomito grave
(4), diarrea (3), fiebre (3), sangrado nasal (2), sospecha de hemoparasitos (2),
anemia (1), dermatitis (1), dermopatia grave (1), falla renal (1), inapetencia (1),
infeccion urinaria (1), queratoconjuntivitis seca (1) y ulcera corneal (1).

Cuadro 1. Evaluacién de la asociacion entre variables registradas y niimero de

positivos a Leishmania (L+), T. cruzi (Tc+) y parasitos de la familia Anaplasmataceae
(ATG+), en perros residentes en el drea urbana de Sincelejo. Los valores de

probabilidad (p), en negrilla, se consideraron estadisticamente relevantes (p<0,05).

Variable Categorias Muestra L+ p Tc+ p ATG+ p
Sexo Hembra 50 16 1 5 0,758 14 0,019
Macho 50 16 7 4
Grupo etario Adulto 70 25 0,381 9 0,898 16 0,114
Cachorro 12 2 1 0
Senil 18 5 2 2
Raza Beagle 2 0 0,701 0 0810 0 0,906
Boston Terrier 2 0 0 0
Bulldog francés 6 3 1 1
Bulldog inglés 1 0 0 0
American Bully 1 0 0 0
Chow Chow 1 0 0 0
Cocker 2 0 0 1
Dogo argentino 1 1 0 0
Golden 2 0 0 0
Husky 6 3 1 1
Labrador 4 1 0 1
Mestizo 19 9 3 2
Pincher 13 3 3 4
Pitbull 1 0 0 1
Pointer 1 0 1 0
French Poodle 15 4 1 2
Pug 5 2 0 1
Rottweiler 1 0 0 0
Schnauzer 7 4 1 1
Shih Tzu 4 1 1 1
Yorky 6 1 0 2
Comuna c2 14 5 0279 4 0670 2 0,806
C3 19 3 3 2
C4 19 9 0 4
C5 13 3 0 4
C6 3 0 4 1
C7 28 10 0 5
C8 3 1 0 0
C9 1 1 0
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Figura 1. Electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % de la PCR para Leishmania spp. (ITS1,
panel superior). En los paneles inferiores, se observa, especificamente, kADN de L. infantum
(izquierda), asi como los perfiles de restriccion de ITS1 con Haelll para cepas de referencia de L.
infantum (Li y Li2), L. colombiensis (Lc), L. braziliensis (Lb) y L. panamensis (Lp) (derecha).

En relacion con la distribucion de los perros en la ciudad, toda la poblaciéon
analizada pertenecia a la zona urbana de Sincelejo y se pudieron representar
8 de las 9 comunas existentes dentro del municipio (comuna 1, sin datos). El
mayor numero de animales muestreados pertenecia a la comuna 7, seguida
de la comuna 3y la 4 (cuadro 1).

Frecuencia de infeccion por Leishmania spp.

La frecuencia de infecciones por Leishmania spp., determinada mediante
la deteccion de la region ITS1 ribosdmica en la poblacién de perros
estudiados, fue del 32 % (32/100) (figura 1). De estos, 16 eran hembras y 16
machos, con edades que oscilaban entre los 7 y los 168 meses (78,2 % de
los 32 fueron adultos). La mayoria de los perros infectados por estos parasitos
eran mestizos (9 %), seguidos por French Poodle (4 %) y por Schnauzer
(4 %) (cuadro 1). En relacion con los signos clinicos, 7 (21,87 %) animales
presentaban, al menos, un signo clinico relevante de la infeccién: 3 de ellos
con vomito grave (3/4), uno con Ulcera corneal (1/4), uno con dermatopatia
(1/4), uno con infeccidn urinaria (1/4) y uno con cuadro febril (1/3).

Tipificacion de Leishmania spp. en los perros infectados

A partir de las 32 muestras positivas para la ITS1 de Leishmania spp., fue
posible detectar especificamente ADN de los minicirculos del cinetoplasto de
L. infantum en 13 animales (40,6 %) (figura 1). Uno de estos animales muri6
con un cuadro grave de dermatopatia, semanas después de la toma de la
muestra en el centro veterinario.

Mediante la RFLP, se logrd determinar la presencia del perfil de
restriccidn tipico para L. infantum en 11 de las 32 muestras evaluadas
(figura 1). Ademas, se logré visualizar perfiles mixtos que no permitieron
la identificacion precisa de otras especies. Por otro lado, los andlisis
bioinformaticos de cinco secuencias provenientes de muestras previamente
identificadas como L. infantum (todas determinadas mediante RFLP y 4 de
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ellas positivas para el KADN de L. infantum), permitieron confirmar estos
resultados con alta confidencia de agrupacion (Bootstrap 99) al compararlas
con secuencias de referencia de distintas especies de este género (figura

2). Todas las secuencias presentaron una similitud mayor del 95 % y hasta
del 100 %, con secuencias de L. infantum reportadas en Genbank (cédigos
MN503527-MN496380). De los 18 caninos infectados con L. infantum, 7
presentaban algun sintoma de los mencionados anteriormente y 11 resultaron
completamente asintomaticos.

Frecuencia de infeccion por T. cruzi

En cuanto a la frecuencia de infeccion por T. cruzi, se pudo determinar
que el 12 % de las 100 muestras evaluadas fueron positivas en las pruebas
practicadas, empleando los dos juegos de cebadores disefiados para la
deteccion del ADN esta especie (figura 3). De estos, 5 fueron hembras y
7 machos, con un rango de edad entre los 7 y los 144 meses. La mayor
frecuencia de infeccion con T. cruzi se obtuvo en perros adultos (9 %; 9/100).
Ademas, 8 de las 21 razas representadas en la muestra presentaron, al
menos, un individuo infectado, siendo los mestizos y los Pincher los mas
afectados por estos parasitos (3 %; 3/100). Cabe resaltar que cuatro de los
perros infectados presentaron sintomas: uno de ellos con vémito grave, uno
con infeccidn urinaria, otro con ulcera corneal y otro con fiebre.

Figura 2. Dendrograma neighbor-joining (distancias K2P) de comparaciones pareadas de ITS1
de cepas de Leishmania spp. obtenidas de perros de la zona urbana de la ciudad de Sincelejo
(tridngulo rojo). Los codigos de estas secuencias presentan informacion adicional del perro, como
raza, sexo, edad (en meses), barrio y comuna de procedencia.
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Figura 3. Electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % de productos de PCR del tamafio esperado
para Trypanosoma cruzi (ADN satélite y kADN, panel superior) y PCR especificas para agentes
transmitidos por garrapatas, Anaplasma platys y Ehrlichia canis (panel inferior)

Ademas, se encontraron 7 perros coinfectados con parasitos del género
Leishmania spp. (4 de especificamente con L. infantum y T cruzi) y, en 2 de ellos,
se encontraron signos clinicos de Ulcera corneal y, en otro, infeccion urinaria.

Frecuencia de infeccion por proteobacterias de la familia Anaplasmataceae

En relacion con la infeccion por especies de la familia Anaplasmataceae
(Ehrlichia canis, Anaplasma platys o ambos), 18 animales resultaron
infectados con E. canis y uno de ellos presentd coinfeccidn con A. platys
(figura 3). De estos, 5 presentaron sintomas: 2 con fiebre, 1 con vomito grave,
1 con falla renal y uno con infeccién urinaria.

En este tamizaje, 10 perros estuvieron infectados exclusivamente con
especies de la familia Anaplasmataceae (Ehrlichia canis, Anaplasma platys o
ambos): 3 con coinfeccién con Leishmania spp. (todos por L. infantum y uno con
coinfeccion con A. platys y E. canis), 3 con T. cruzi (todos E. canis), y finalmente,
2 con infeccidon multiple por especies de la familia Anaplasmataceae (E. canis), T.
cruziy L. infantum. En general, 47 animales dieron positivo, al menos, para uno
de los agentes evaluados, siendo el 50 % de estos asintomaticos (11/22).

Distribucion de animales infectados y andlisis de variables

En todas las comunas estudiadas, se encontraron animales infectados con
alguno de los cuatro agentes analizados (Leishmania, T. cruzi, E. canis o A.
platys). Las comunas 4 y 7 presentaron la mayor cantidad de estos (13 cada
una), mientras que solo un positivo fue hallado en las comunas 6, 8y 9.

En cuanto a los parasitos, se encontraron animales positivos para L.
infantum en todas las comunas analizadas, a excepcion de la comuna 6; hubo
3 animalesenlacomuna?2,2enla3,3enla4,2enlab,6enla? 1enlas,
y 1 enla comuna 9.

En el caso de T cruzi, este fue hallado en 4 de las 7 comunas: 1 en
la Comuna 2, 4 en la Comuna 3, 3 en la Comuna 4, y 4 en la Comuna 7.
En cuanto a T cruzi, se encontré en 4 de las 7 comunas, asi: uno en la
comuna2,4enla3,3enla4,y4enla7Todos los resultados mencionados
anteriormente se ilustran espacialmente de acuerdo con las divisiones por
comunas de la ciudad de Sincelejo (figura 4).
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Figura 4. A la izquierda, distribucion espacial de parasitos tripanosomatidos y anasplasmataceos detectados en caninos y, a la derecha, distribucion
de Leishmania infantum en perros residentes de la zona urbana del municipio de Sincelejo.

No se encontrd asociacion estadisticamente significativa al contrastar los
resultados positivos de la PCR para parasitos del género Leishmania y T.
cruzi, con las caracteristicas de la poblacion estudiada de perros (edad, sexo,
raza y comuna de residencia).

Discusion

La distribucién de los casos de leishmaniasis y tripanosomiasis americana
en humanos y animales domésticos ha cambiado con el desarrollo
urbanistico de los asentamientos humanos, asi como por factores sociales
e industriales a escala global (51). Los ciclos de transmision de estas
enfermedades se consideran influenciables por actividades humanas, como
la migracidn de personas desde areas rurales hacia areas urbanas, y otros
fendmenos como la creciente deforestacion y el cambio climatico, los cuales
pueden inducir, a su vez, cambios en la ecologia de los vectores y los
reservorios de los microorganismos patdgenos (52).

Anteriormente, la importancia del perro doméstico en el ciclo de
transmision de T. cruzi y L. infantum en Colombia estuvo restringida al ambito
rural (53,54). Sin embargo, desde hace algunos afos se ha sugerido que
estos animales podrian estar implicados en los procesos de urbanizacion de
estos parasitos; por lo tanto, la vigilancia epidemiolégica de los perros (como
centinelas) en estas areas, se considera fundamental para comprender su
participacion en estas “nuevas dinamicas” de transmision (2,55).

La circulacion de parasitos del género Leishmania en Sincelejo esta
intimamente relacionada con la cercania a zonas endémicas, principalmente
los Montes de Maria, uno de los focos mixtos de leishmaniasis mas
importantes en Colombia. La facilidad de movilizacién de la poblacion
humana y animal, desde zonas rurales o hacia aquellas donde la enfermedad
es endémica, permite el desplazamiento de animales infectados; esto se
suma a la presencia y gran abundancia de los vectores en esta zona del
pais, lo que favorece que se mantenga el ciclo de transmision de estos
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parasitos en areas urbanas (10,56,57). Todos estos se consideran factores
que predisponen a la circulacion de agentes zoondéticos como L. infantum,
capaces de afectar a una gran parte de la poblacién infantil de la ciudad,
dada su amplia distribucion en la zona urbana y, por supuesto, la presencia
del vector local (58). Estos hallazgos encienden las alarmas sobre la
potencial aparicion de casos autéctonos de leishmaniasis visceral, aunque
es necesario aclarar que aun no existen datos sobre vectores infectados por
Leishmania spp. en la ciudad.

La frecuencia de las infecciones por Leishmania spp. en perros en zonas
urbanas de Sincelejo (32 %; 32/100), es tan alta como la reportada por
Paternina, et al., hace 8 afios en zonas rurales de este municipio (21); estos
autores encontraron que el 34,9 % (29/83) de los perros de Sabanas del
Potrero (zona rural y periurbana de Sincelejo) estaban infectados con parasitos
del género Leishmania, lo que sugiere la potencial y eventual aparicion
de ciclos de transmisién urbanos, y que los caninos estén participando,
probablemente, como reservorios o huéspedes de estos parasitos (21).

Ademas, se ha encontrado que la frecuencia de infeccién es cercana
a la reportada (44 %; 52/118) en perros de zonas urbanas del municipio
de Ovejas, departamento de Sucre; aunque esta frecuencia es mayor a la
observada en el presente trabajo, vale la pena sefalar que este municipio, a
diferencia de la ciudad de Sincelejo, reporta periédicamente casos urbanos
de leishmaniasis humana y pertenece al area que se considera endémica en
Los Montes de Maria (59).

Las grandes frecuencias de infeccion reportadas en perros de zonas
urbanas de Sincelejo podrian sugerir su papel como reservorio de parasitos.
Sin embargo, los xenodiagndsticos en perros indican que los animales
asintomaticos o con pocas manifestaciones clinicas no son fuentes de
parasitos tan eficientes para la infeccion con Lutzomyia evansi (vector local),
en comparacion con los perros con multiples sintomas (60,61).

En cuanto al diagndstico de las 18 muestras identificadas como L.
infantum (utilizando combinacién de RFLP, PCR de kADN o secuenciacién de
ADN), 4 se identificaron mediante las tres técnicas usadas para la tipificacion
de Leishmania spp. Con esto se confirma la circulacién de este parasito en el
area urbana de Sincelejo, aportando evidencias de la urbanizacién de estos
parasitos en diversas zonas de la ciudad. Su presencia en Sincelejo se suma
a los reportes sobre otras areas urbanas del Caribe colombiano: primero en
Cartagena (Regién Caribe), en un perro con diagndstico serolégico de este
mismo parasito (17), luego en el area urbana del municipio de Ovejas (Regién
Caribe), en cultivos de ganglio popliteo e isoenzimas (62); por otra parte, se
suma el reporte de un caso de leishmaniasis canina por L. infantum en el
area urbana de Cali (Regién Andina), confirmado mediante serologia, RFLP y
secuenciacion de ADN (63).

Con relacion a la positividad de T. cruzi, curiosamente, es superior a la
reportada en Cumaral (Meta), donde se reportd en 1,6 % de los perros (19).
En contraste, estos hallazgos se consideran similares a los reportados en
las zonas urbanas de cuatro municipios del departamento de Santander con
frecuencias de infeccion de 12,1 % (64), y a lo reportado en un area rural de
Boyaca, donde se encontraron frecuencias de infeccion del 15 % (65).

En cuanto a la circulacion de este parasito en Sincelejo, la frecuencia
de infeccion en estos animales puede deberse a transmisidn vectorial por
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presencia de triatominos infectados (Romero-Ricardo LR, Martinez L, Pérez-
Doria A, Bejarano EE. Infeccidn natural de Panstrongylus geniculatus con
Trypanosoma cruzi en el area urbana de Sincelej o, Sucre. XVI Congreso
Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical), aunque no se descarta

la via transfusional y, especialmente, la oral. Esta ultima fue responsable de
un brote reciente, al menos, de 15 casos (3 de ellos fatales) en zona rural
del municipio El Roble (departamento de Sucre) (6,66). Por esta razon, el
hallazgo de estos parasitos en perros de zonas urbanas puede considerarse
muy preocupante.

En general, se determind que 7 perros estaban coinfectados con
Leishmania y T cruzi, 4 de ellos especificamente por L. infantum y T. cruzi,
siendo este el primer estudio en reportar esta coinfecciéon en perros en un
centro urbano del pais.

En Latinoamérica, esta coinfeccién solo se ha reportado en perros de
zonas endémicas para ambas enfermedades: Venezuela (2) y Brasil (67,68).

La interaccion entre Leishmania y Trypanosoma en un mismo
huésped puede alterar la frecuencia u ocurrencia de la infeccion y la
patogenicidad, como suele ser evidente por la presentacion de sintomas
como la onicogrifosis y las lesiones cutaneas (67). Ademas, la presencia de
coinfecciones puede influir en el diagnéstico clinico y alterar la respuesta a
los tratamientos, e influir potencialmente en la dindmica de transmisién por
medio de la capacidad infecciosa de los vectores, como se ha demostrado
anteriormente (61,69).

El diagndstico de infeccidn por especies de la familia Anaplasmataceae
(en particular, E. canis) se considera relevante debido a que se ha asociada
previamente con leishmaniasis canina. En nuestro caso, aunque es frecuente
en perros, solo 3 de los 8 animales coinfectados por especies de la familia
Anaplasmataceae y algun o ambos tripanosomatidos, fueron sintomaticos:
uno con fiebre, uno con vomito grave y otro con infeccion urinaria.

De hecho, se puede inferir que las infecciones por especies de la familia
Anaplasmataceae se podrian encontrar en fase crénica debido a la gran
cantidad de asintomaticos (13 de 18 positivos para especies de la familia
Anaplasmataceae) y su incidencia principalmente en adultos. La asociacion
entre la positividad a especies de la Familia Anaplasmataceae y las hembras
es facilmente explicable, debido a la composicion de la muestra, puesto que
las comunas 4, 5y 7 aportaron 34 de las 50 hembras al analisis y de las
14 hembras infectadas, 11 provenian de estas 3 comunas lo que explica la
tendencia a un mayor nimero de hembras infectadas.

Con base en los resultados obtenidos, se demuestra la circulacion de L.
infantumy T. cruzi en perros domésticos de zonas urbanas de la ciudad de
Sincelejo, independientemente de la infeccidn por E. canis y A. platys. No
existié ninguna relacion entre las especies de la familia Anaplasmataceae y
los tripanosomatideos evaluados. Los hallazgos demuestran la utilidad de los
caninos como centinelas en la vigilancia de estas zoonosis, los cuales alertan
sobre la eventual aparicion de brotes de ambas enfermedades en centros
urbanos del Caribe.
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Sincronizacion entre la videodeglucion y la
electromiografia de superficie en pacientes con
afectacion neuroldgica y sintomas de disfagia
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Introduccion. La disfagia se define como la dificultad para movilizar la comida desde la
boca hasta el estdémago. La prueba diagndstica para esta condicién es la videofluoroscopia,
la cual no es totalmente inocua pues utiliza radiacion ionizante. La electromiografia de
superficie registra la actividad eléctrica de los musculos de manera no invasiva, por lo que
puede considerarse como una alternativa para evaluar la deglucién y estudiar la disfagia.
Objetivo. Evaluar la relacion entre los tiempos relativos de activacion de los muisculos
implicados en la fase oral y faringea de la deglucion, con los movimientos registrados
durante la videofluoroscopia.

Materiales y métodos. Se analizaron las sefiales de la electromiografia de superficie de
10 pacientes neurolégicos con sintomas de disfagia, captadas en forma simultanea con

la videofluoroscopia. Se suministraron 5 ml de yogur y 10 ml de agua, y 3 g de galleta. Se
estudiaron bilateralmente los grupos musculares maseteros, suprahioideos e infrahioideos.
Se analizé el paso del bolo por la linea mandibular, las valleculas y el musculo
cricofaringeo, correlacionandolo con el tiempo inicial y el final de la activacién de cada uno
de los grupos musculares.

Resultados. El tiempo promedio de la fase faringea fue de 0,89 + 0,12 s. En la mayoria de
los casos, hubo activacién muscular antes del paso por la linea mandibular y las valleculas.
La terminacién de la actividad muscular parece corresponder al momento en que se
completa el paso del bolo alimenticio por el musculo cricofaringeo.

Conclusién. Se determinaron los tiempos de actividad muscular, la duracién de la fase
faringea y la secuencia de la activacion de los grupos musculares involucrados en la
deglucién, mediante electromiografia de superficie, validada con la videofluoroscopia.

Palabras clave: trastornos de deglucién; manifestaciones neuroldgicas; procesamiento
de sefales asistido por computador; electromiografia; esclerosis multiple; enfermedad de
Parkinson.

Synchronization between videofluoroscopic swallowing study and surface
electromyography in patients with neurological involvement presenting symptoms of
dysphagia

Introduction: Dysphagia is defined as the difficulty in transporting food and liquids

from the mouth to the stomach. The gold standard to diagnose this condition is the
videofluoroscopic swallowing study. However, it exposes patients to ionizing radiation.
Surface electromyography is a non-radioactive alternative for dysphagia evaluation that
records muscle electrical activity during swallowing.

Obijective: To evaluate the relationship between the relative activation times of the muscles
involved in the oral and pharyngeal phases of swallowing and the kinematic events detected
in the videofluoroscopy.

Materials and methods: Electromiographic signals from ten patients with neurological
involvement who presented symptoms of dysphagia were analyzed simultaneously with
videofluoroscopy. Patients were given 5 ml of yogurt, 10 ml of water, and 3 g of crackers.
Masseter, suprahyoid, and infrahyoid muscle groups were studied bilaterally. The bolus
transit through the mandibular line, vallecula, and the cricopharyngeus muscle was
analyzed in relation to the onset and offset times of each muscle group activation.

Results: The average time of the pharyngeal phase was 0.89 + 0.12 s. Muscle activation
was mostly observed prior to the bolus transit through the mandibular line and vallecula.
The end of the muscle activity suggested that the passage of the bolus through the
cricopharyngeus muscle was almost complete.
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Conclusion: The muscle activity times, duration of the pharyngeal phase, and sequence of
the muscle groups involved in swallowing were determined using sEMG validated with the
videofluoroscopic swallowing study.

Keywords: deglutition disorders; neurologic manifestations; signal processing, computer-
assisted; electromyography; multiple sclerosis; Parkinson’s disease.

La deglucidn es un proceso fisiolégico muy bien coordinado, que involucra
varias conexiones a nivel neurolégico y muscular para un eficiente y seguro
transporte de liquidos y alimentos desde la boca hasta el estémago (1). La
deglucidn consta de cuatro etapas: preparatoria oral, propulsiva oral, faringea
y esofagica. Cada etapa es regulada por diferentes centros neurolégicos y
funciones neuromusculares que reconfiguran la faringe de forma precisa,
para poder cumplir con el acto de tragar (2,3).

La disfagia, o trastorno de la deglucién, es la dificultad para movilizar
de manera segura y eficaz el bolo alimenticio desde la cavidad oral hasta
el estémago (1,4). Es de alta prevalencia, se presenta a cualquier edad
y lo puede hacer de manera aislada 0 acompafando un amplio espectro
de enfermedades. La disfagia puede afectar hasta el 12 % de la poblacion
general (5), llegando a tener una prevalencia de hasta el 33 % en adultos
mayores (6,7). Segun la localizacion fisioldgica del trastorno, se clasifica en
orofaringea o esofagica. Ademas, se puede clasificar en disfagia de origen
estructural, motora, iatrogénica o funcional, de acuerdo con su etiologia (8).

La incidencia mundial de la disfagia funcional de origen neurolégico
se encuentra entre 400.000 y 800.000 casos al afio (9). Por esta razén,
la disfagia —en especial la orofaringea—, se asocia frecuentemente a
trastornos neurolégicos como accidentes cerebrovasculares, enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson, y procesos
autoinmunitarios como la esclerosis multiple; a su vez, estas condiciones son
mas prevalentes en la poblacién de adultos mayores (10).

La disfagia produce diversos sintomas y signos que permiten detectarla, y
establecer el déficit fisioldgico asociado y su gravedad, mediante métodos de
tamizacion, evaluaciones clinicas de la deglucidon y métodos instrumentales (8).

La disfagia puede detectarse mediante pruebas clinicas o0 métodos
instrumentales (11). Los métodos instrumentales mas empleados son
la videofluoroscopia (VideoFluoroscopic Swallowing Study, VFSS) y la
endoscopia (Fiber Endoscopic Evaluation of Swallowing, FEES) (12), las
cuales permiten detectar alguna aspiracion o penetracion o alteraciones
funcionales de la region implicada (9). EI método diagndstico de referencia
para esta condicién es la videofluoroscopia de la deglucién (13); sin embargo,
esta técnica no es inocua pues expone al paciente a radiacion ionizante (14).

Lo anterior es suficiente razén para explorar otras alternativas no
invasivas, como la electromiografia de superficie, técnica disefiada para
registrar la actividad eléctrica de los musculos mediante electrodos
superficiales (15-17). La electromiografia de superficie se ha utilizado para
evaluar la disfagia (18) y detectar patrones de actividad muscular; ademas,
diversos autores la han utilizado para evaluar la fisiologia de la deglucion
(Chou W, Ou CZ, Lin BS, Ko MJ, Hu SP, Ting YM, et al. Wireless and wearable
monitoring device for dysphagia evaluation. In: 2015 IEEE MTT-S International
Microwave Workshop Series on RF and Wireless Technologies for Biomedical
and Healthcare Applications, IMWS-BIO 2015 - Proceedings. Taiwan: IEEE
MTT; 2015. p. 174-7.), tanto para la rehabilitacion (15), el diagnéstico (19,20)
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duration from the maximum amplitude to the end of the swallowing activity
(duration B y el andlisis de la coordinacidn de la fase oral de la deglucién
(21,22). De esta manera, la electromiografia de superficie ofrece una
alternativa no invasiva y de facil acceso que eliminaria el impacto de los
riesgos asociados con la radiacién ionizante (11).

A pesar de que varias investigaciones (19,21,23) (Chou W, Ou CZ, Lin BS,
Ko MJ, Hu SP, Ting YM, et al. Wireless and wearable monitoring device for
dysphagia evaluation. In: 2015 IEEE MTT-S International Microwave Workshop
Series on RF and Wireless Technologies for Biomedical and Healthcare
Applications, IMWS-BIO 2015 - Proceedings. Taiwan: IEEE MTT; 2015. p. 174-7);
Saijo R, Saotome K, Jayatilake D, Suzuki K. EMG signals based modelling of the
initial phase of the swallowing process. 8th International IEEE/EMBS Conference
on Neural Engineering, NER 2017, Shanghai, China, May 25-28, 2017. IEEE,
2017.2017;78-81), revelan el potencial de esta técnica para el estudio de
patrones deglutorios, la electromiografia de superficie no se utiliza aun ni para
evaluar la deglucion ni para diagnosticar la disfagia en entornos clinicos, ya
que con ella solo se pueden describir indirectamente los procesos musculares
involucrados en la deglucion, dado que es limitado el seguimiento de la
actividad muscular regional y no es posible aislar musculos u otras regiones
para evaluarlos (24). Esto hace necesario validar la técnica mediante pruebas
de referencia, con el fin de estandarizar su uso en la practica clinica (17).

La carencia de estudios que validen este tipo de electromiografia, en
combinacién con pruebas instrumentales de referencia para evaluar la
deglucidn, motiva el presente estudio preliminar sobre la sincronizacion entre
las imagenes de la videofluoroscopia y las sefales de la electromiografia
de superficie, en pacientes neurolégicos con sintomas de disfagia, puesto
que permite evaluar los tiempos de activacion de los musculos implicados
en la fase oral y la faringea de la deglucion, con respecto a los movimientos
detectados en la videofluoroscopia.

Materiales y métodos

El presente estudio, observacional y de corte transversal, incluyé
pacientes con afectacién neurolégica que presentaban sintomas de disfagia,
a los cuales se les practicé una videofluoroscopia simultdneamente con una
electromiografia de varios grupos musculares. En el esquema metodoldgico
empleado, una vez seleccionado el paciente, se hizo la evaluacion
fonoaudioldgica con un examen clinico centrado en la deglucion, seguido
de la utilizacion del instrumento EAT-10 (Eating Assessment Tool) (figura 1).
Posteriormente, se siguid un protocolo para obtener al mismo tiempo los
datos de ambos estudios y evaluar la deglucidn (figura 1).

Reclutamiento de pacientes

Se seleccionaron 10 pacientes adultos que hacian parte de un estudio
de cohorte sobre la disfagia orofaringea funcional de causas neuroldgicas y
neuromusculares. Para ser seleccionado, el paciente debia tener diagnéstico
de enfermedad neuroldgica central (enfermedad de Parkinson o esclerosis
multiple con patrdn clinico de recaida y remisién) y sintomas de disfagia, con
un puntaje de tres 0 mas en el EAT-10. Se tomd como criterio de exclusién,
el haber sido sometido a videofluoroscopia durante el afio inmediatamente
anterior a este estudio, o tener enfermedades del sistema nervioso periférico
o enfermedades neuromusculares.
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VFESS: Videofluoroscopic Swallowing Study
Figura 1. Esquema metodolégico del estudio

Videodeglucion y electromiografia

Examen clinico

Antes de la electromiografia, una fonoaudidloga con experiencia y
entrenamiento en deglucion y disfagia hizo la evaluacidn clinica y se utilizo el
EAT-10 validado en espaiol para Colombia (25).

El EAT-10 es un instrumento analdgico verbal, unidimensional, simple y
de utilizacion breve, autoadministrado y de puntuacion directa, que permite
evaluar sintomas especificos de disfagia y el establecimiento inicial de la
gravedad del sintoma (26). Posee un puntaje que va desde cero (“ningun
problema”) hasta 40 (“mayor dificultad o percepcién de la disfagia”). Se tomo
como criterio de inclusidn un puntaje del EAT-10 de 3 o mas, debido a que es
el punto de corte con mejor equilibrio entre sensibilidad y especificidad para
la disfagia orofaringea (27).

Los datos se obtuvieron en la IPS Hernan Ocazionez (Medellin,
Colombia). De cada paciente, se obtuvo el consentimiento informado
aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Pontificia Bolivariana, sede
Medellin, reunido el 14 de septiembre del 2020 (acta N°19 de 2020).

Adquisicion de sefales e imagenes

Se registraron las sefales bilaterales en los musculos maseteros (derecho
e izquierdo: RM y LM), suprahioideos (derecho e izquierdo: RSH y LSH) e
infrahioideos (derecho e izquierdo: RIH y LIH) (figura 2).

La activacion de los Ultimos grupos musculares observada en
la electromiografia es clave en la elevacion mecanica superior y el
desplazamiento anterior de la laringe (28), parametro que se utiliza a la
hora de interpretar la videofluoroscopia. Para la adquisicion de las sefales
eléctricas, se utilizaron electrodos de superficie de referencia Ag/AgCl (SM®
2228) de 30 x 35 mm, 15 mm de diametro en el area de gel y distancia de 25
mm entre electrodos.

La videofluoroscopia se practicé con el electromidgrafo Ultium™ EMG
(Noraxon, USA), el cual se sincronizé con un arco en C (OEC Fluorostar,
GE Healthcare) mediante conexion por puerto DVI (Digital Visual Interface).
Cada paciente ingirié 5 ml de un liquido espeso (yogur) y 10 ml de un liquido
claro (agua), asi como 3 g de solido seco (galleta). El protocolo no incluyé la
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alimentacion a libre demanda por parte del paciente. Se usé sulfato de bario
como medio de contraste (E-Z-HD™). La deglucién se evalud en vista lateral,
evitando la superposicion visual de los electrodos de la electromiografia con
las de estructuras anatémicas implicadas en la deglucion.

Se aplico un filtro pasabandas a cada una de las sefales electromiograficas,
con frecuencias de corte entre 90 y 250 Hz. Estas frecuencias se eligieron
teniendo en cuenta lo descrito por Restrepo, et al., en el 2017 (29).

Segmentacion de senales

Con ayuda de fonoaudidlogos entrenados en deglucion y disfagia, se
validd la calidad de cada uno de los videos obtenidos y se determinaron
los tiempos en el que el bolo alimenticio inicia la trayectoria en la boca,
desciende por la faringe y llega a la porcién proximal del eséfago. Las
imagenes de la videofluoroscopia se utilizaron para detectar tres momentos
deglutorios: paso por la linea mandibular, paso por las valleculas epigléticas y
paso por el musculo cricofaringeo o complejo del esfinter esofagico superior.

Se establecieron marcadores de los tiempos en que sucede cada uno
de estos eventos, con el propdsito de validar si el paso del alimento por
los puntos marcados corresponde a una activacion muscular. Bajo vision
videofluoroscépica, se posicionaron tres marcadores de eventos sobre una
sefal electromiografica multicanal de los seis diferentes grupos musculares
evaluados (figura 3).

RM: masetero derecho; LM: masetero
izquierdo; RSH: suprahioideo derecho; LSH:
suprahioideo izquierdo; RIH: infrahioideo
derecho; LIH: infrahioideo izquierdo

Figura 2. Posicionamiento de los
electrodos superficiales sobre los grupos
musculares de interés

Figura 3. Posicionamiento de los marcadores sobre linea mandibular (LM), vallecula epiglética
(V) y musculo cricofaringeo (MC)
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Se identifico el tiempo en el cual el alimento pasd por la linea mandibular,
las valleculas y el musculo cricofaringeo; y se reconocio el momento en que
la sefales electromiograficas mostraron inicio y fin de la actividad muscular
(onset y offset, respectivamente). Se calcularon las diferencias de tiempo
asociadas con: onset y paso por la linea mandibular, onset y paso por las
valleculas, offset y paso por la linea mandibula, y offset y paso por el musculo
cricofaringeo. Ademas, se calculd la duracion del segmento de activacion de
la sefal electromiografica y la duracién de la fase faringea. Finalmente, se
calculo la media de dichos datos con su respectiva desviacién estandar, con
el fin de evaluar la relacion entre los registros de las sefales eléctricas y los
de los momentos fisiologicos en la videofluoroscopia. El paso del alimento por
la linea mandibular se establecié como punto de referencia.

Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney U para comparar los diferentes
tiempos relativos con la duracion de la actividad muscular y la de la fase
faringea, y relacionarlos con las diferentes consistencias y volimenes del
bolo alimenticio.

Resultados
Descripcion clinica

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se resumen en el cuadro 1. Este
grupo de pacientes se encuentra pareado por sexo (5 hombres y 5 mujeres),
con una edad promedio de 58 + 8 afios. Cada uno de los pacientes recibio
alimentacion por via oral en el momento de la prueba.

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Anos de Toleranciaa Tolerancia Sitio sensacion Puntaje
Codigo Sexo Edad Diagnéstico evolucion del Comorbilidades liquidos claros a sdlidos de atascamiento total EAT-
diagnéstico y espesos* secos* comida* 10**
01 F 52 EM 6 Reflujo gastroesofagico, Si No Cuello 12
disautonomia
02 F 56 EM 19 Hipotiroidismo, linfedema de Si No No 12

miembros inferiores, reflujo
gastroesofagico, bypass gastrico
hace 12 afios

03 F 50 EM 17 Marcha alterada, fasciculaciones Si No Cuello 22
linguales

04 M 42 EP 6 Disartria Si Si Cuello 18

05 M 61 EP 10 Reflujo gastroesofagico, disfonia Si No Cuello 19

06 M 64 EP 4 Apnea obstructiva del suefio, Si No Térax 23
disautonomia, fonastenia

07 F 67 EP 2 Hipertension arterial, dislipidemia, Si No Boca 15
hipotiroidismo, gastritis cronica

08 M 64 EP 3 Trastorno depresivo y ansiedad, Si No Boca 26

infecciones urinarias a repeticion,
marcha alterada, disartria

09 M 66 EP 4 Trastorno de ansiedad, disartria, Si No No 12
insuficiencia cardiaca, fibrilacion
auricular, bypass coronario mas
cuatro stent, sindrome de apnea
obstructiva del suefio, hipertensién
arterial, hernia hiatal operada hace
10 anos, epiglotitis con drenaje
quirdrgico, Marcha alterada,
disartria y fasciculaciones linguales

10 F 52 EM 7 Si Si No No 11

F: femenino; M: masculino; EM: esclerosis multiple; EP: enfermedad de Parkinson
* Dato reportado por el paciente
** EAT-10: Eating Assessment Tool-10
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Ningun paciente recibia oxigeno suplementario, ni tenia gastrostomia
ni colostomia durante la prueba. Ninguno se encontraba en rehabilitacién
mediante terapia respiratoria o terapia para la deglucién, en el momento
inmediatamente anterior a la practica de la prueba. Un paciente (codigo 09)
se encontraba activo en terapia fisica. Ninguno de los pacientes habia sido
sometido a intubacion durante mas de una semana o a traqueostomia en los
ultimos seis meses, ni tampoco habia sufrido neumonia por aspiracion.

Todos los pacientes fueron evaluados mediante videofluoroscopia,
cumpliendo el protocolo establecido (cuadro 2).

Hubo seis pacientes con enfermedad de Parkinson, con dos o mas afnos
de evolucidn, y cuatro pacientes con esclerosis multiple, con seis 0 mas anos
de evolucién (cuadro 1).

El promedio del puntaje del EAT-10 de todos los pacientes en general,
fue de 17 puntos, mientras que, en aquellos con enfermedad de Parkinson,
fue de 18,83, y en aquellos con esclerosis multiple, fue de 14,25. El puntaje
mas alto de autopercepcion de sintomas se obtuvo en: los pacientes con
cédigo 03 (diagndstico de esclerosis multiple con fasciculaciones linguales
y compromiso de la funcion faringea en la videofluoroscopia con alimentos
de consistencia espesa o sélida); en aquellos con codigo 06 (diagndstico de
enfermedad de Parkinson con fonastenia y sin alteracion de la deglucion en
la videofluoroscopia, sin importar la consistencia del alimento) y, finalmente,
pacientes con cédigo 08 (diagndstico de enfermedad de Parkinson con
disartria y alteracion de la funcion oral y faringea durante la degluciéon en la
videofluoroscopia). Se debe tener presente que los sintomas de disfagia no
confirman una alteracion de la deglucién.

Mediante la videofluoroscopia, se confirmé que la deglucién era normal
en los pacientes con cddigo 02 (esclerosis multiple) o cédigo 06 (enfermedad
de Parkinson), y estaba alterada por compromiso de la funcion faringea, en
aquellos con codigos 01, 03, 04, 05, 09 o 10. Ademas, hubo alteracion de la
deglucidén en un paciente con cédigo 07 por compromiso de la funcién oral y,
en otro con cddigo 08, por compromiso de la funcion oral y faringea.

Cuadro 2. Resultados de la videodegluciéon en cada paciente

Codigo Resultado VFSS

01

02

03

04
05

06

07

08

09

10

Alteracién en funcién faringea con episodios de acumulacion en estructuras faringeas con consistencias espesas y sélidas. Sin
episodios de penetracién, broncoaspiracion ni aspiraciones silentes

Sin alteracién en biomecanica deglutoria con consistencia espesa, liquida o sélida. Adecuada eficacia y eficiencia deglutorias. Sin
episodios de penetracion, broncoaspiracion ni aspiraciones silentes

Alteracién en funcién faringea con episodios de acumulacién en estructuras faringeas con consistencias espesas y sélidas. Sin
episodios de penetracion, broncoaspiracion ni aspiraciones silentes

Alteracién en funcién faringea, disfagia de tipo neurogénica. Sin episodios de penetracion, broncoaspiracién ni aspiraciones silentes.
Alteracién en funcién faringea con episodios de acumulacién en estructuras faringeas con consistencias espesas y sélidas. Sin
episodios de penetracion, broncoaspiracion ni aspiraciones silentes

Sin alteracién en biomecanica deglutoria con consistencia espesa, liquida ni sélida. Adecuada eficacia y eficiencia deglutoria. Sin
episodios de penetracién, broncoaspiracion ni aspiraciones silentes

Funcion oral de la deglucién con proceso oromotor lento, falta de fuerza y movilidad en la ejecucion de praxias oromotoras. Presenta
derrame anterior y degluciones fraccionadas. Aumento de latencia con todas las consistencias. Sin alteracién en funcién faringea de la
deglucion. Adecuada eficacia y eficiencia deglutoria. Sin episodios de penetracion, broncoaspiracion ni aspiraciones silentes.
Alteracién en funcidn oral de la deglucion con pobre control de saliva en cavidad oral y proceso oromotor con falta de fuerza, movilidad
y coordinacion. Alteracién en funcién faringea con episodios de acumulacion en estructuras faringeas, con consistencias espesas y
sélidas. Sin episodios de penetracidn, broncoaspiracion ni aspiraciones silentes.

Alteracion en funcidn faringea, con episodios de acumulacion en estructuras faringeas con consistencias espesas. Adecuada
funcionalidad faringea, con consistencias liquidas y solidas. Sin episodios de penetracion, broncoaspiracién ni aspiraciones silentes.
Alteracién en funcién faringea con episodios de acumulacién en estructuras faringeas con consistencias espesas. Adecuada
funcionalidad faringea con consistencias liquidas y solidas. Sin episodios de penetracion, broncoaspiracion ni aspiraciones silentes.
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En general, la disfagia en los pacientes del presente estudio no era grave,
pues la via de alimentacién era oral, sin gastrostomia u otras vias alternas de
alimentacion; ademas, en ninguno se observaron episodios de penetracion o

broncoaspiracion, ni aspiraciones silentes.

Andlisis de senales

A continuacién, se presentan los resultados de los tiempos relativos
promedio entre onset y offset de las activaciones musculares y los eventos
deglutorios observados por videofluoroscopia. Dichos resultados se basan
en los promedios de todos los pacientes; en general, se observé una gran
variabilidad.

A partir de la medicion de los tiempos relativos, se observé que, en la
mayoria de los grupos musculares y las tareas deglutorias, ocurrié una
activacion previa con respecto al punto de referencia (paso por la linea
mandibular). Esto se evidencia con el promedio de tiempo negativo entre el onset
de la activacién muscular y el paso por la linea mandibular (cuadros 3, 4 y 5).

Cuadro 3. Duracion en segundos del tiempo transcurrido entre los puntos marcados para cada uno de los grupos musculares
para la deglucién de yogur

Grupo Onset- Paso Onset- Paso V Offset -Paso Offset- Paso  Duracion Duracién fase faringea

muscular LM LM MC sEMG por VFSS

Yogur RM -0,26 + 0,31 -0,45+0,24 0,61 + 0,41 -0,25+0,32 0,87 +0,44 0,87 + 0,25
5ml LM -0,41+0,74 -0,60+0,70 0,38+0,64 -0,49+0,55 0,79 +0,49
RSH -0,03+0,44 -0,22 +0,44 0,96 + 0,87 0,10+ 0,85 0,99 + 0,47
LSH 0,04 +0,61 -0,15+ 0,60 1,04 £0,70 0,177+ 0,67 1,00+ 0,30
RIH -0,10 £ 0,41 -0,29 +0,32 1,19+ 0,94 0,32+0,85 1,29+ 1,02
LIH -0,10+ 0,38 -0,31 +0,30 1,25 + 0,90 0,39+1,04 1,38+0,89

Yogur RM -0,81+0,88 -0,91+0,93 0,01 +1,00 -0,82+1,04 0,81+0,36 0,83 +0,19
10 ml LM -0,72+0,83 -0,83+0,87 -0,07+1,02 -0,90+1,02 0,65=0,41
RSH -0,38+0,84 -0,48+0,84 0,72+0,39 -0,11+£0,39 1,09+1,12
LSH -0,41+0,85 -0,51+0,86 0,85 + 0,53 0,02+0,55 1,26+ 1,32
RIH -0,31+0,88 -0,42+0,88 0,76 +0,45 -0,07+0,41 1,07+1,17
LIH -0,31+0,91 -0,41 +0,91 0,79 + 0,45 -0,03+0,41 1,10+ 1,20

VFSS: Videofluoroscopic Swallowing Study

Paso LM: paso por linea mandibular; paso V: paso por valléculas: paso MC: paso por musculo cricofaringeo; SEMG: electromiografia de
superficie; VFSS: videofluoroscopia; RM: masetero derecho; LM: masetero izquierdo; RSH: suprahiodeo derecho; LSH: suprahiodeo izquierdo;
RIH: infrahiodeo derecho; LIH: infrahiodeo izquierdo

Cuadro 4. Duracion del tiempo medido en segundos entre los puntos marcados para cada uno de los grupos musculares para

la deglucién de agua

Grupo Onset- Paso Onset- Paso Offset -Paso Offset- Paso Duracién EMG Duracion fase faringea
muscular LM v LM MC por VFSS

Agua RM -0,45 + 0,98 -0,60+0,99 0,68+1,12 -0,14+1,14 1,13+0,77 0,82 +0,14
5ml LM -0,76 +0,83 -090+0,81 039+047 -044x049 1,14+0,93

RSH -0,18+0,64 -0,32+0,66 0,74+047 -0,08+049 0,92+0,42

LSH -0,18+0,89 -0,32+091 082+042 -0,01+048 0,99+0,75

RIH -023+0,56 -0,37+055 0,75+0,36 -0,07+0,40 0,98 0,41

LIH -0,33+0,58 -047+056 0,87 +0,57 0,04 +0,56 1,19+0,80
Agua RM -0,72+0,79 -0,82+0,80 054+046 -027+055 1,26+1,13 0,81 +0,28
10 mi LM -0,80 + 0,81 -091+0,82 047+047 -0,34+0,53 1,27 +1,16

RSH -0,37+0,90 -0,48+0,91 1,06+0,70 0,25+0,81 1,43+1,37

LSH -0,43 + 0,92 -0,53+0,94 1,24+0,75 0,43+0,63 1,37 +1,34

RIH -065+0,90 -0,65+0,91 0,85+0,63 0,04 +0,72 1,41+1,18

LIH -0,37 + 0,90 -0,47 + 0,92 1,11 £ 0,57 0,29+0,52 1,47 +1,13

VFSS: Videofluoroscopic Swallowing Study

Paso LM: paso por linea mandibular; Ppaso V: paso por valléculas: paso MC: paso por musculo cricofaringeo; SEMG: electromiografia de
superficie; VFSS: videofluoroscopia; RM: masetero derecho; LM: masetero izquierdo; RSH: suprahiodeo derecho; LSH: suprahiodeo izquierdo;
RIH: infrahiodeo derecho; LIH: infrahiodeo izquierdo
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Cuadro 5. Duracion del tiempo medido en segundos entre los puntos marcados para cada uno de los grupos musculares para
la deglucién de galleta

Grupo Onset- Paso Onset- Paso V Offset -Paso Offset- Paso  Duracion Duracidn fase faringea
muscular LM LM MC EMG por VFSS
Galleta RM -0,63 + 0,58 -0,86 + 0,51 0,65+049 -0,47+027 1,27 +0,37 1,12 + 0,46
LM -0,70 £ 0,72 -0,94 + 0,65 0,63+055 -048+046 1,33+0,65

RSH -0,51 + 0,54 -0,75 + 0,56 0,93 + 0,54 -0,19+0,52 1,44 +0,83
LSH -0,44 + 0,48 -0,68 + 0,50 0,92 + 0,60 -0,20 + 0,63 1,36 +0,77
RIH -0,10 £ 0,38 -0,33 + 0,21 1,37 £ 1,39 0,25+1,18 1,47 +1,15
LIH -0,09 + 0,37 -0,33 + 0,21 1,47 +1,78 0,35+1,61 1,56+ 1,52
VFSS: Videofluoroscopic Swallowing Study
Paso LM: paso por linea mandibular; paso V: paso por valléculas: paso MC: paso por musculo cricofaringeo; sEMG: electromiografia de

superficie; VFSS: videofluoroscopia; RM: masetero derecho; LM: masetero izquierdo; RSH: suprahiodeo derecho; LSH: suprahiodeo izquierdo;
RIH: infrahiodeo derecho; LIH: infrahiodeo izquierdo

Los resultados muestran la bilateralidad del proceso, dado que los tiempos
de activacion de los pares de grupos musculares tienden a ser similares.
Mediante la prueba U de Mann-Whitney, se observa que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los tiempos de activacién de los
musculos maseteros (p=0,18), suprahioideos (p=0,47) o infrahioideos (p=0,4),
al comparar el lado derecho con el izquierdo.

Para la mayoria de las tareas deglutorias, con excepcién de los 5 ml de
liquido claro y de liquido espeso, el proceso se inicia por activacion de los
musculos maseteros, seguidos de los suprahioideos y, finalmente, de los
infrahioideos. Con los bolos liquidos de 5 ml, no fue tan clara la activacion
preliminar de los suprahioideos frente a los infrahioideos (cuadros 3y 4).

Para los diferentes grupos musculares, existe activacion previa al paso
del alimento por la linea mandibular y por las valleculas, a excepcién del
suprahioideo izquierdo con 5 ml de liquido espeso, el cual se activd después
del paso por la linea mandibular. Se observé que el fin de la actividad de los
musculos infrahioideos estd mas cerca del paso por el musculo cricofaringeo,
que la de los suprahioideos y los maseteros (cuadros 3-5).

Durante la ingestion del sélido seco, el final de la actividad muscular de
los infrahioideos sufrié un retardo en relacién con la deglucion de liquidos. Sin
embargo, estos musculos se desactivaron después del paso del alimento por
el punto del musculo cricofaringeo (cuadro 4).

Por otra parte, la duracion de la fase faringea es méas prolongada con los
volumenes de 5 ml que con los de 10 ml (cuadros 3 y 4).

En las figuras 4, 5 y 6, se muestra el tiempo de activacion de los grupos
musculares bilaterales respecto a las diferentes consistencias y volimenes,
y, ademas, el registro del momento en el que el alimento pasa por la linea
mandibular, las valleculas y el musculo cricofaringeo.

El tiempo de activacion mas prolongado se presentd con los 10 ml de
liquido espeso. Se observo que, con ambos volumenes, los grupos musculares
tienden a iniciar su activaciéon antes de que el alimento pase por la linea
mandibular, aunque con 5 ml de liquido espeso, los suprahioideos se activan
casi en forma simultanea con el paso del bolo por dicho punto (figura 4).

Con ambos volumenes, se observa que los maseteros se encontraban
inactivos antes del paso del alimento por el musculo cricofaringeo; ademas,
las desviaciones estandar mas grandes se relacionaron con los musculos
suprahioideos e infrahioideos, con la ingestion de 10 ml de liquido espeso.
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Figura 4. Tiempo de activaciéon en segundos de los grupos musculares bilaterales para la
deglucién de yogur. Marcas en el tiempo del paso por la linea mandibular (LM), la de las
valléculas (V) y la del musculo cricofaringeo (MC)

Figura 5. Tiempo de activaciéon en segundos de los grupos musculares bilaterales para la
deglucién de agua. Marcas en el tiempo del paso por la linea mandibular (LM), la de las
valleculas (V) y la del musculo cricofaringeo (MC)

Figura 6. Tiempo de activaciéon en segundos de los grupos musculares bilaterales para la
deglucion de galletas. Marcas en el tiempo del paso por paso por la linea mandibular (LM), la de
las valleculas (V) y la del musculo cricofaringeo (MC)

Los maseteros se activan antes que los demas grupos musculares vy,
también, son los primeros en desactivarse. Con 10 ml de liquido espeso,
los suprahioideos se activan antes que los infrahioideos y estos ultimos se
desactivan primero; lo contrario sucede con 5 ml.
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Durante la ingestion de liquido claro, el orden de activacién de los grupos
musculares fue el siguiente: maseteros, infrahioideos y suprahioideos. Por
otra parte, la desactivacion tiende a ocurrir de forma diferente segun el
volumen: con 5 ml, tiende a desactivarse primero el grupo suprahioideo y, con
10 ml, tiende a hacerlo primero el grupo infrahioideo (figura 5).

Para los diferentes volumenes de liquido claro, la activacion muscular
se inicio antes del paso del alimento por la linea mandibular. En general,
a mayor volumen, es mayor el tiempo de activacién, independientemente
de la consistencia del liquido (figuras 4 y 5). Con 5 ml, todos los musculos
se desactivaron antes del paso del alimento por el punto del muisculo
cricofaringeo (figura 5).

El orden de activacion y de desactivacion de los grupos musculares es
el mismo: maseteros, suprahioideos e infrahioideos (figura 6). A diferencia
de lo que observd con los suprahioideos y los maseteros, el onset de los
infrahioideos estuvo cerca (0,1 = 0,04 s) del momento en que el alimento
pasaba por la linea mandibular. En promedio, el offset de los suprahioideos
coincidid con el paso del alimento por el musculo cricofaringeo.

Los maseteros se inactivaron antes del paso de la galleta por el musculo
cricofaringeo, comportamiento que fue similar al del liquido espeso y el
claro (figura 6). Finalmente, la duracion de la activacién muscular de los
infrahioideos mostré mayor variabilidad en comparacion con lo que se
muestra en las figuras 4 y 5.

Discusion

En el presente estudio se expone de manera preliminar un patrén de
activacion de los musculos involucrados en las fases oral y faringea de la
deglucidn con registros electromiograficos, en relacion con tres momentos
observados bajo videofluoroscopia: paso del bolo alimenticio por la linea
mandibular, por las valleculas y por el musculo cricofaringeo. Segun la
revision bibliografica, este seria el primer trabajo que explora la sincronizacion
entre la electromiografia de superficie y la videofluoroscopia en pacientes con
compromiso neuroldgico y sintomas de disfagia.

La esclerosis multiple en los pacientes de este estudio presenté un patrén
de recaida y remision y no su forma primaria progresiva, que es la que mas
compromiso deglutorio produce. Se ha informado que entre el 24 y el 34 % de los
pacientes con esclerosis multiple sufren disfagia, cifra que puede llegar al 65 %
cuando hay afectacion grave debido al proceso desmielinizante primario (30).

Entre las enfermedades neurodegenerativas, sobresale la de Parkinson,
pues es una de las que mas capacidad tiene de producir disfagia, tanto
orofaringea como esofagica, como consecuencia de la degeneracién de las
vias dopaminérgicas en la sustancia negra, el cuerpo estriado y el sistema
nervioso entérico. Entre el 30 y el 82 % de los pacientes con enfermedad de
Parkinson sufren disfagia (31), pero, cuando se evalua la degluciéon mediante
videofluoroscopia, se reportan anomalias en la fase orofaringea en 75 a 97
% de los casos. (32). Segun los resultados obtenidos durante el estudio, no
se observo disfagia en las fases iniciales de esta enfermedad, lo que puede
explicar la deglucion normal vista en la videofluoroscopia del paciente con
cédigo 06 (33).

La etapa faringea de la deglucién, punto central de este estudio marcado
entre la linea de la mandibula y la del musculo cricofaringeo, se caracteriza
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por el paso del bolo de la faringe al eséfago proximal y la oclusion de la
laringe para la proteccion de la via respiratoria; a su vez, el hueso hioides se
eleva, y el esfinter esofagico superior se relaja y se abre. Esta se considera
la etapa mas compleja de la deglucién, con una duracion aproximada de un
segundo (34).

Una manera de establecer la congruencia de los datos obtenidos es
analizando la duracion de la fase faringea mediante videofluoroscopia
(cuadros 3-5); su duracion fue de 0,89 + 0,12 segundos.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
consistencias (p=0,14) ni entre volumenes (p=0,35). La duracion de la fase
faringea y los limites de la desviacién estandar encontrados en este estudio,
corresponden con los reportados en la literatura cientifica. Lee, et al., en el
2020, reportaron una respuesta del reflejo de deglucion en la fase faringea de
0,53 + 0,64 s en personas de edad avanzada (mayores de 65 afos) (35). De la
misma manera, Park, et al., en el 2017, obtuvieron un tiempo de transito faringeo
de 0,84 + 0,12 s, para 5 ml de liquido claro; no obstante, estos resultados se
obtuvieron en personas sanas con edad cercana a los 30 afos (36).

En el presente estudio, al analizar las sefales electromiograficas obtenidas
con la ingestion de 5 ml de liquido claro o espeso, la activacion de los musculos
infrahioideos precede a la de los suprahioideos, lo que coincide con un estudio
previo en casos y controles (figuras 4 y 5) (37). Con 10 ml de liquido espeso y
con 3 g de sdlido seco, la activacion de los musculos suprahioideos precede
a la de los infrahioideos. Esta contradiccion frente a los demas volumenes,
también ha sido reportada previamente en personas sanas (38).

El tiempo de actividad mas prolongado corresponde a los infrahioideos
(1,29 + 0,19 s), mientras que la actividad menos prolongada corresponde a
los suprahioideos (1,18 + 0,2 s); este hallazgo es similar a lo reportado por
Koyama, et al., en el 2021 (cuadros 3-5) (37).

Las pruebas estadisticas entre el inicio de la actividad muscular y el
paso por la linea mandibular, no mostraron diferencias estadisticamente
significativas: con volumenes de 5 ml, entre maseteros (p=0,12),
suprahioideos (p=0,11) e infrahioideos (p=0,11); con volumenes de 10 ml,
entre maseteros (p=0,5), suprahioideos (p=0,35) e infrahioideos (p=0,11);
ni entre consistencias de liquido espeso y liquido claro, entre maseteros
(p=0,28), suprahioideos (p=0,33) € infrahioideos (p=0,054); tampoco, entre
bolos de liquidos espesos, entre maseteros (p=0,12), suprahioideos (p=0,12)
e infrahioideos (p=0,11); ni entre bolos de liquidos claros, entre maseteros
(p=0,35), suprahioideos (p=0,11) e infrahioideos (p=0,35).

En el 73,81 % de los casos, el inicio de la activacion muscular de los
maseteros, suprahioideos e infrahioideos antecede el paso del bolo por
la linea mandibular, mientras que en el 93,81 %, antecede al paso por la
vallecula. Esto coincide con lo informado por Park, et al. (2017), quienes
demostraron, mediante electrodos de aguja, que existe una activacion
muscular previa al momento en que el bolo esta pasando por la vallecula
(36). Asimismo, el 65,24 % de los finales de activacién antecede al paso
del alimento por el musculo cricofaringeo. Esto permite inferir un patrén
electromiografico de activacion asociado con el transito del bolo en la
fase faringea, en la cual la activaciéon muscular precede a los fenédmenos
mecanicos de la deglucion.
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Dado que este es el primer estudio en que se compara la electromiografia
de superficie con la videofluoroscopia practicadas de manera sincronica,
estos valores no se pueden contrastar con los informados en la literatura
cientifica, razén por la cual consideramos que es una contribucion.

La amplia desviacion estandar de los resultados puede deberse a
la variabilidad en la fisiologia de la deglucién asociada con la edad, la
enfermedad, el volumen y la consistencia del bolo alimenticio, tal y como lo
reportan Poorjavad, et al. (2017), y Lee, et al. (2020) (35,39).

El presente trabajo muestra algunas limitaciones, especialmente en la
composicién de la base de datos, dado que el grupo de muestra es pequefo
(n=10) y se exponen dos diferentes tipos de enfermedades neurolégicas de
origen central, la esclerosis multiple y la enfermedad de Parkinson.

Asimismo, en este estudio se suministraron volimenes de alimentos
inferiores al del limite de disfagia, establecido en 20 ml, aproximadamente
(40); ademas, el no tomar alimento segun la demanda, puede ocasionar que
el paciente no manifieste penetracion u aspiraciéon durante la prueba.

En este estudio, se presenta un analisis exploratorio en etapa de
desarrollo, previo a una fase de validacion. Aunque es un estudio preliminar,
se dio a conocer el tiempo de actividad muscular, la duracion de la fase
faringea y la secuencia de los grupos musculares involucrados en la
deglucién, mediante la electromiografia de superficie sincronizada con
la videofluoroscopia. En los resultados obtenidos, se puede evidenciar la
compleja dindmica neuromuscular de la deglucion y la disfagia.

Como trabajo futuro, se espera ampliar la muestra de pacientes para
aumentar la capacidad de generalizar los resultados obtenidos en el presente
estudio. El principal aporte de este estudio es el hallazgo de correlaciones
entre la informacidn obtenida con la electromiografia y el transito del bolo
observado mediante videofluoroscopia, lo cual permite generar informacion
para la utilizacién de la electromiografia en la evaluacion de la disfagia.

Esto permitiria desarrollar métodos no invasivos para el seguimiento de
los pacientes, de tal manera que la videofluoroscopia como método estandar
sea utilizado en el diagndstico, pero complementada con la electromiografia
de superficie para el seguimiento, minimizando la exposicion a radiacién
ionizante en los pacientes. Por lo anterior, este estudio tiene un potencial
impacto frente a la disponibilidad de métodos no invasivos que puedan ser
llevados a la practica clinica, y que contribuyan en el proceso de tamizacion,
seguimiento y rehabilitacion de las personas con sintomas de disfagia.
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Articulo original

Analisis de las interacciones entre los actores de la
Red de Gestion del Conocimiento, Investigacion e

Innovacion en Malaria de Colombia

Mayra Jiménez-Manjarrés', Diana M. Santana', Mario J. Olivera?, Luz Stella Cantor-
Poveda’, Carlos A. Castafieda-Orjuela’

"Observatorio Nacional de Salud, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia
2Grupo de Parasitologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

Introduccién. La malaria, o paludismo, es una enfermedad de gran impacto en la
poblacion colombiana, que debe ser abordada desde el punto de vista del trabajo en
equipo de instituciones para el intercambio de conocimiento.

Obijetivo. Analizar las interacciones de la Red de Gestiéon del Conocimiento, Investigacion e
Innovacién en Malaria de Colombia.

Materiales y métodos. Se hizo un analisis de redes sociales que permiti¢ identificar

la proximidad entre los actores y el grado de conocimiento entre ellos; se observaron
indicadores de densidad, diametro, distancia media y centralidad de grado. El corpus
documental para el estudio estuvo constituido por 193 documentos técnicos publicados
entre el 2016 y el 2021, que fueron analizados empleando técnicas de procesamiento

de texto mediante el lenguaje de programacion R. La categorizacion de la red se realizé

a partir de cinco variables: atencion integral a pacientes, diagndstico, epidemiologia y
sistemas de andlisis de informacion en salud, politica publica, y promocion y prevencion.
Resultados. El andlisis de las interacciones indicé que la red la conformaban 99 actores,
de los cuales 97 (98 %), mostraron mas interés en la produccién de conocimientos en
epidemiologia y sistemas de andlisis de informacion en salud, seguido de la categoria de
atencién integral a pacientes con 79 (80 %). El 54 % de los actores llevé a cabo estudios de
promocion y prevencion, siendo esta la categoria de menor abordaje.

Conclusiones. Este estudio contribuye al fortalecimiento de estrategias clave en la
divulgacion del conocimiento sobre la malaria en Colombia.

Palabras clave: malaria; epidemiologia; gestién del conocimiento; andlisis de redes
sociales; procesamiento de texto; intercambio de informacién en salud

Analysis of interactions between actors of the Red de Gestion del Conocimiento e
Innovacion en Malaria de Colombia

Introduction: Malaria is a disease with a high impact on Colombian population, which must
be approached from the point of view of teamwork of institutions for knowledge exchange.
Obijective: To analyze the interactions of the Red de Gestidn del Conocimiento,
Investigacion e Innovacion en Malaria de Colombia.

Materials and methods: An analysis of social networks was applied that allowed
identifying the proximity between actors and the degree of knowledge between them.
Indicators of density, diameter, average distance, and degree of centrality were observed.
The documentary corpus for the study consisted of 193 technical documents published
between 2016 and 2021, which were analyzed using text mining using the R programming
language. The network was categorized based on five variables: comprehensive patient
care, diagnosis, epidemiology and health information analysis systems, public policy and
promotion and prevention.

Results: The analysis of interactions indicated that the network was made up by 99 actors.
The main interest in knowledge production was on epidemiology and health information
analysis systems (98 % of the actors), followed by the integral patient care (80 % of the
actors). On the contrary, the least approached category was malaria promotion and
prevention practices (54 % of the actors).

Conclusions: In general, this study contributes to the strengthening of key strategies in the
dissemination of knowledge about malaria in Colombia.

Key words: malaria epidemiology; knowledge management; social network analysis; word
processing; health information exchange.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que las dos ultimas
décadas han sido de éxitos sin precedentes en la lucha contra la malaria, con
1.5 millones de casos evitados y 7,6 millones de vidas salvadas en todo el
mundo. Los paises que eliminaron la malaria en su territorio han contribuido
sustancialmente en la reduccion de la carga mundial de la enfermedad.

La incidencia de casos de malaria se redujo de 81 por 1.000 habitantes en
riesgo en el 2000 a 57 por 1.000 en el 2019 antes de aumentar nuevamente
a 59 por 1.000 en el 2020. Se estima que el aumento en el aio 2020
estuvo asociado con la interrupciéon de uno 0 mas servicios en la atencion
de la malaria durante la pandemia de COVID-19. El 96 % de los casos de
paludismo en todo el mundo corresponden a 29 paises africanos. En las
Américas, el 77 % de la carga total de malaria se registré en Brasil, Colombia
y la Republica Bolivariana de Venezuela (1).

En Colombia, se registran 70.000 casos anuales, aproximadamente, con
predominio de la infeccion por Plasmodium vivax. Se estima que cerca de 10
millones de personas se encuentran en riesgo de enfermar o morir por esta
causa; principalmente en aquellas poblaciones que habitan en las regiones
del Pacifico, la Amazonia y la Orinoquia, y los departamentos de Antioquia,
Cérdoba, Bolivar y Magdalena, y también, en la frontera con Venezuela (2,3).

El Plan Estratégico de Malaria en Colombia 2019-2022 se establecié con
base en la Estrategia Técnica Mundial contra la Malaria 2016-2030, e incluye
acciones para la prevencion, el diagndstico, el tratamiento y la mejora de la
vigilancia epidemioldgica de la malaria, para avanzar hacia su eliminacion.
Alli se indican las areas en que las soluciones innovadoras seran esenciales
para cumplir los objetivos y en las cuales el trabajo colaborativo en red sera
relevante (4,5).

En la ultima década, los procesos de globalizacién se han acelerado
con importantes repercusiones para la ciencia y la tecnologia (6). Por
ello, los retos que plantea un mundo globalizado motivan a la sociedad a
buscar nuevas soluciones para enfrentar de manera efectiva los desafios
emergentes, y replantear las formas de abordar los problemas endémicos de
interés en salud publica, como la malaria (7).

En Colombia, se han promovido actividades cientificas, tecnoldgicas y
de innovacién, que han incrementado el numero de producciones cientificas
en malaria, y establecido la Red de Gestion de Conocimiento, Investigacion
e Innovacion (Red Malaria), que tiene como objetivo facilitar el flujo y el
intercambio de informacion, asi como producir nuevos conocimientos y
asegurar su aplicacion implementando estrategias para involucrar a los
tomadores de decisiones (8,9).

En el 2016, se conform¢ la Red Especializada del Conocimiento en
Malaria como una iniciativa del Ministerio de Salud y Proteccion Social, el
Instituto Nacional de Salud y la Organizacién Panamericana de la Salud,
con la participacion de entidades territoriales departamentales, distritales
y municipales, instituciones prestadoras de servicios de salud, centros de
investigacion, la academia y la sociedad civil (10). Esta red ha gestionado
el conocimiento en malaria, desarrollando estrategias para su creacién y
utilizacién, visualizando este conocimiento como un recurso estratégico para
apoyar el cumplimiento de las metas de eliminacion que se ha propuesto el
pais (11).
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Andlisis de la Red de Malaria en Colombia

Se trata de determinar la productividad de la investigacion sobre malaria
y la manera como los diferentes actores e instituciones publicas y privadas
se relacionan e interactian al momento de generar produccion cientifica, y
considerar la toma de decisiones como parte de la gestién del conocimiento,
ante la necesidad de crear lineas de investigacion poco estudiadas y evaluar
la interaccidn cientifica de autores e instituciones del pais (12,13).

Las relaciones entre actores o autores de la produccién cientifica se
analizan mediante las menciones que realizan unos de otros. La teoria de
redes sociales permite calcular la aproximacion, la lejania y la intermediacion,
asi como la prevalencia, que son relevantes al momento de fortalecer el
conocimiento de una enfermedad con tal grado de afectacion en la poblacion
como la malaria (14,15).

Se han publicado pocos estudios bibliométricos sobre la investigacion
de la malaria en diferentes partes del mundo. Los primeros datan de los
anos 1984, 1989 y 1994, y posteriormente, entre los afios 1996 y 2000, se
estudid la financiacion para la investigacion sobre la malaria (13,14). Mas
recientemente, entre el 1972 y el 2003, se han producido investigaciones
rigurosas en Brasil e India, en relacion con la resistencia a los antipaltdicos,
durante los afios 2006 y 2015 (13,15). Sin embargo, ninguno de estos se ha
llevado a cabo en Colombia. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue
analizar las interacciones de la Red Malaria en el ultimo lustro, para contribuir
en su fortalecimiento, identificando los actores que la conforman y los temas
relevantes que se trabajan para la gestion del conocimiento en el tema de la
malaria en Colombia.

Materiales y métodos

En esta investigacion se llevd a cabo un estudio cualitativo para
categorizar el corpus documental identificado sobre malaria, y para la
seleccion de un glosario de términos denominado “tesauro” (16), asi como,
la seleccion y organizacién de de unos documentos base de frecuente
referencia llamados “acervos” (17). Ademas, se hizo un estudio de tipo
cuantitativo para clasificar la produccion bibliografica recopilada, mediante el
uso de algoritmos k-means, para el analisis de la medicion de las diferentes
categorias consideradas. El caracter del estudio se considera descriptivo con
metodologia bibliométrica (18).

La metodologia del andlisis consistio en la consolidacion del listado
de actores o0 autores relacionados con temas de malaria en Colombia, la
identificacion de categorias de estudio en malaria, la seleccion del glosario
“tesauro” y de los “acervos’, la busqueda y clasificacion del corpus documental
por actor, y la identificacion de las relaciones y el calculo de medidas
estadisticas empleando el analisis de redes sociales.

La consolidacion del listado de actores o autores en Colombia
relacionados con temas de malaria incluyé a los miembros de la Red Malaria,
y a los autores encontrados en las bases de datos bibliograficas, incluyendo
grupos de investigacioén, publicaciones, etc. Para la seleccién de las
categorias de estudio en malaria, se tuvieron en cuenta los documentos base
sobre el manejo y el estudio de la malaria, tales como: el Plan Estratégico
Nacional de Malaria 2019-2022 (4); la evaluacion del retorno de la inversién
de la investigacion en malaria financiada por Colciencias durante el periodo
1995-2005 (19); las directrices politicas de investigacion, innovacion cientifica
y tecnoldgica y la gestion del conocimiento que contribuye a la eliminacién
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de la malaria (2018) (7); la Iniciativa para la Eliminacién de la malaria (IREM)
en Mesoamérica y Republica Dominicana IREM (20); y la categorizacion

de los énfasis de los proyectos de investigacion en malaria financiados por
Colciencias durante 1995-2005 (21).

También, se llevo a cabo una revision exploratoria de la literatura cientifica,
con el software Nvivo 12, con el fin de identificar a priori temas sobre la
investigacion de malaria en Colombia que pudieran ser el punto de partida
para la generacién de las categorias y, sobre todo, se tuvo en cuenta la
opinion de expertos en el manejo, el andlisis y el control de la malaria.

Se identificaron y utilizaron las categorias de estudio presentadas en el
cuadro 1, para el analisis del corpus documental.

Una vez identificadas las categorias como temas de interés para la
red de conocimiento en malaria, se procedié a seleccionar los términos
caracteristicos (tesauros) y los documentos distintivos (acervos) de cada
una de ellas. Los términos y documentos permiten cotejar y clasificar el
corpus documental en las categorias mencionadas en el cuadro 1, mediante
la aplicacion de algoritmos k-means que, a su vez, van estructurando una
base de datos con las relaciones de entrada y salida de nodos; estos ultimos
representan los autores o actores de la red de conocimiento.

La poblacion de estudio incluyd la produccion cientifica relacionada con
malaria, en idioma espafiol y en formato pdf, que las instituciones publicas
y privadas de Colombia generaron entre enero de 2016 y marzo de 2021.
Se incluyeron articulos de investigacion o revisién, documentos técnicos,
documentos de politica, capitulo de libro o libro completo, boletin técnico,
estudios de caso, tesis y trabajos académicos, monografias, revision de
productos 0 memorias de seminarios.

Se excluyeron del estudio los siguientes: cartas al editor, resimenes de
presentaciones en congresos, infografias y folletos, documentos normativos y
textos legales.

La técnica de recoleccién de los documentos fue la busqueda por actor en
bases de datos bibliograficas como Scopus y Google Scholar, asi como en
los repositorios institucionales y mediante solicitudes por correo electrénico a
los actores que hacen parte de la red de malaria.

Cuadro 1. Categorias de analisis de la Red de Gestion de Conocimiento, Investigacion e
Innovacion en Malaria en Colombia 2021

Nombre de categoria Temas incluidos en la categoria

Atencién integral al paciente Atencién de pacientes, guias en el manejo del paciente
hospitalario e intrahospitalario, respuesta, redes de prestacion
de servicios de salud, caracteristicas de la atencion de salud,
medidas para la atencién en presencia de malaria, diagnéstico
muy general de la malaria

Diagnéstico Diagnéstico, suministros, pruebas, sintomas, deteccion, clinica,
tratamiento, fisiopatologia de la malaria, resistencia a los
medicamentos antimalaricos, genética del parasito, vacunas contra
la malaria

Epidemiologia y sistema de Epidemiologia y sistema de informacion de analisis en salud

informacién de andlisis en

salud
Politica publica Politica publica, economia y aspectos sociales de la malaria
Promocion y prevencion Promocidn, prevencién, entomologia y control de vectores
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Procesamiento y anadlisis

Una vez identificadas las categorias, seleccionados los tesauros y los
acervos, y recopilado el corpus documental, se procedié al almacenamiento y
carga de toda la informacién en el cédigo creado, para facilitar la clasificacion
de los documentos en categorias y la identificacion de las relaciones entre
actores. Este proceso se llevo a cabo en el lenguaje R con Rstudio como
entorno de desarrollo integrado.

Las salidas de la carga del corpus documental en el cddigo dieron como
resultado una tabla que contiene las relaciones entre actores en cada
una de las categorias identificadas en la produccion bibliografica. A partir
de esta tabla, se calcularon las medidas estadisticas utilizadas para el
analisis cuantitativo de la red de conocimiento en malaria. Estas medidas
correspondieron a:

¢ Numero de nodos: indica el numero de actores o instituciones que
intervinieron en la red de conocimiento (22).

¢ Numero de enlaces: indica el numero de conexiones o aristas que
relacionan los nodos (23).

* Centralidad de grado: indica si una red es popular, independiente y con
diversas formas de satisfacer las necesidades de los actores (24).

¢ Densidad: propiedad que calcula la proporcion de los enlaces presentes
en la red sobre el maximo nimero de enlaces que pueden existir; la red
es poco densa cuando no existen relaciones entre los actores, y es muy
densa cuando todos los actores estan relacionados entre si (22).

¢ Diametro: menor nimero de enlaces recorridos entre los dos actores
mas alejados de la red (25).

» Distancia o longitud media del camino: media de las distancias entre
todos los pares posibles de nodos; corresponde a una medida de la
eficiencia de la informacioén o el transporte masivo en una red (26).

¢ Por nodo o actor, se calcularon las siguientes medidas estadisticas
métricas:

* Grado de entrada de un nodo: nimero de enlaces que apuntan hacia él
y centralidad del vector propio; mide la influencia de un actor en una red
(27).

¢ Excentricidad: medida que brinda la distancia entre un nodo y el nodo
que esta mas alejado de él (25).

» Cercania (closseness): mide la accesibilidad de un nodo (24).

* Intermediacion (betweenness): cuantifica la frecuencia o el numero de
veces que un nodo actia como un puente a lo largo del camino mas
corto entre otros dos nodos (15).

Para facilitar el analisis, se desarrollé6 en Power Bl pro una
visualizacion que permite apreciar las caracteristicas de la red, asi
como las medidas por categoria y por nodo o actor, en cada categoria.
La red se visualiza en el siguiente enlace: https://app.powerbi.com/vie
w?r=eydJrljoiYjMwMzYyZDItNjkwOCOOMTQ1LWIXNWYtZTRhZjUxNm
ExOD c8liwidCI6BImE2MmQ2YzdiLTImMNTktNDQ20S05MzU5LTM1M
zcxNDc10TRiYilsImMiOjR9
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Categoria Densidad Diametro Nodos Enlaces Distancia media Centralidad de grado
Promocion y prevencion 0,04 3 53 114 2,56 0,19
Diagnostico 0,04 6 70 184 2,57 0,20
Atencién integral al paciente 0,04 4 88 319 2,36 0,26
Epidemiologia y sistema de informacién de analisis en salud 0,04 6 97 397 2,31 0,26
Politica publica 0,05 4 79 317 2,19 0,30
Resultados

Anadlisis entre las categorias de la red de malaria

La red se constituyo a partir de 193 documentos de produccion bibliografica
sobre malaria y se identificaron relaciones entre 99 nodos o autores.

En el cuadro 2, se observa que las categorias con mayor numero de
enlaces, nodos o actores y centralidad de grado son: epidemiologia y
sistema de andlisis de informacién de salud y atencion integral al paciente,
respectivamente, lo cual significa que son los temas sobre malaria méas
abordados en Colombia. Estas dos categorias, junto con la politica publica,
tienen menor distancia media, lo cual significa que hay una mayor eficiencia
en la difusién de la informacidn dentro de cada categoria con respecto
a prevencién, promocion y diagndéstico, que tienen mayor valor en esta
medicion. La categoria de politica publica presenté una densidad superior
porque, a pesar de identificarse la participacion de 79 nodos, estos se
relacionan con 317 enlaces, lo cual significa que estan conectados.

Anadlisis por categoria de la Red Malaria

Para la categoria de “promocion y prevencion de malaria’; los nodos o
actores con mayor numero de menciones fueron: la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (23), el Instituto Nacional de Salud (19), la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) (15), el Ministerio de Salud y Proteccion
Social (8), y la Universidad de Antioquia (6). Los nodos cercanos a otros,
detectados en esta categoria de la red, fueron: el Instituto Nacional de
Salud (0,16), la OMS (0,16), el Ministerio de Salud y Proteccién Social
(0,16), la Gobernacion del Valle (0,16), la Corporacion Saberes en Salud
(@saberesensalud) (0,16) y la OPS (0,16). Los nodos con mayores valores
en centralidad del vector propio fueron: la OMS (1,00), la Universidad de
Antioquia (0,89), el Instituto Nacional de Salud (0,86), la OPS (0,64), la
Universidad Nacional (0,48); y la Universidad del Valle (0,40), por lo cual en la
figura 1 se aprecian como los nodos mas grandes. Los nodos intermediarios
de la categoria fueron: el Instituto Nacional de Salud (0,03), la Universidad
de Antioquia (0,01), la Universidad Nacional (0,01), la OMS (0,01) y la
Pontificia Universidad Javeriana (0,01). Segun los indicadores, los nodos que
sobresalen como intermediario, también sobresalen como influenciadores.

Para la categoria de “diagndstico de malaria; los nodos con mayor
nuamero de menciones fueron: la OMS (31), el Instituto Nacional de Salud
(23), la OPS (17), la Universidad de Antioquia (11), el Ministerio de Salud
y Proteccidn Social (10), y la Fundacion Instituto de Inmunologia de
Colombia (8). Los nodos con mayor valor en cercania detectados en esta
categoria de la red, fueron: la OMS (0,26), el Instituto Nacional de Salud
(0,26), la Superintendencia de Industria y Comercio (0,25), la Universidad
de Cartagena (0,25), el Ministerio de Salud y Proteccidn Social (0,24),
la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia (0,24), la Pontificia
Universidad Javeriana (0,24) y la OPS (0,24). Los nodos con mayores

670



Biomédica 2022;42:665-78

Andlisis de la Red de Malaria en Colombia

valores en centralidad del vector propio fueron: la OMS (1,00), la Universidad
Nacional (0,93), la Universidad de Antioquia (0,92), el Instituto Nacional de
Salud (0,84), la Universidad del Rosario (0,69), y la OPS (0,62). Con una
centralidad del vector propio en 0,00 quedaron aproximadamente 11 actores,
los cuales se aprecian en los extremos del grafico de la figura 2, entre

los que aparecen la Asociacidon Colombiana de Radiologia; la Clinica del
Country, la Universidad Cooperativa y el Instituto Colombiano de Bienestar
Familiar, entre otros. Los nodos intermediarios de la categoria “diagndstico en
malaria” son: el Instituto Nacional de Salud (0,09) la Universidad de Antioquia
(0,06), la Universidad del Rosario (0,06), la Universidad Nacional (0,06), el
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Figura 1. Interaccién de actores en la categoria de promocién y prevencién en malaria

Ministerio de Salud y Proteccion Social (0,06), la OMS (0,03), la OPS (0,03),
la Pontificia Universidad Javeriana (0,02), la Universidad de Cartagena (0,01)
y la Fundacién Instituto de Inmunologia de Colombia (0,01).

En la categoria “atencidn integral al paciente’ los nodos con mayor nimero
de menciones en la produccion bibliografica fueron: la OMS (33), el Instituto
Nacional de Salud (26), la OPS (24), el Ministerio de Salud y Proteccion
Social (18) y la Universidad de Antioquia (17). La OMS (2), con menor
excentricidad, puede ser considerado el actor central de la categoria.

Los nodos detectados como cercanos en la figura 3, de “atencion integral
al paciente” fueron: la Universidad Nacional (0,33), la Universidad de Antioquia
(0,32), la Universidad Auténoma de Bucaramanga (0,32), la CORPAS (0,31), la
Universidad Pedagodgica y Tecnoldgica de Colombia (0,31) y la Universidad de
Caldas (0,31). Los nodos con mayores valores en centralidad del vector propio
fueron: el Instituto Nacional de Salud (1,00), la Universidad Nacional (0,93), la
OMS (0,87), la Universidad de Antioquia (0,80), la OPS (0,70) y el Ministerio
de Salud y Proteccion Social (0,66). Los nodos intermediarios de la categoria
fueron: la Universidad de Antioquia (0,11), el Instituto Nacional de Salud
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Figura 3. Interaccion de actores en la categoria de atencion integral al paciente

(0,10), la Universidad Nacional (0,08), la Universidad de los Andes (0,05) y el
Observatorio Nacional de Salud (0,05). La mayoria del resto de los actores
presenta un indicador en cero en esta medicion.

En la categoria “epidemiologia y sistemas de informacion de andlisis
de salud; los nodos con mayor numero de menciones fueron: la OMS
(44), el Instituto Nacional de Salud (39), la OPS (34), el Ministerio de
Salud y Proteccidn Social (24), y la Universidad de Antioquia (21). El actor
central en esta categoria seria la OMS (2). Los nodos con mayor valor en
cercania detectados en la categoria “atencion integral al paciente” fueron: la
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Universidad de Antioquia (0,33), la Superintendencia de Industria y Comercio
(0,33); el Instituto Nacional de Salud (0,32), la Fundacién Universitaria

Juan N. Corpas (0,32, la Universidad Auténoma de Bucaramanga (0,32); la
Universidad Nacional (0,31) y la Universidad Pedagodgica y Tecnoldgica de
Colombia (0,31). Con menor valor en cercania para esta categoria, se ubico
el Hospital César Uribe Piedrahita de Caucasia, hecho que se aprecia de
manera aislada en la figura 4.
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Figura 4. Interaccién de actores en la categoria de epidemiologia y sistemas de informacién
de andlisis de salud en malaria

Los nodos con mayores valores en centralidad del vector propio fueron:
la Universidad Nacional (1,00), el Instituto Nacional de Salud (0,93), la
OMS (0,89), la Universidad de Antioquia (0,82) y la OPS (0,69). Los nodos
intermediarios respecto a la “atencion integral al paciente” fueron: el Instituto
Nacional de Salud (0,16), la Universidad de Antioquia (0,14), la Universidad
Nacional (0,09), la Universidad de los Andes (0,07) y el Observatorio
Nacional de Salud (0,06).

Sobre la categoria “politica publica’ los nodos con mayor nimero de
menciones fueron: la OMS (36), el Instituto Nacional de Salud (28), la OPS
(28), el MSPS (20), y la Universidad de Antioquia (18), a los cuales ingresan
un mayor numero de enlaces, como se muestra en la figura 5.

De igual manera, con menor valor en excentricidad se registraron: el
Instituto Nacional de Salud (2) el Ministerio de Salud y Proteccion Social
(2), la OMS (2), la OPS (2) y la Universidad de Antioquia (2). Los nodos
mas cercanos detectados en la categoria de la red, fueron: la Universidad
de Antioquia (0,55), la Superintendencia de Industria y Comercio (0,51), la
Universidad Nacional (0,51), la Universidad de los Andes (0,50) y el Instituto
Nacional de Salud (0,49). Los nodos con valores mayores en centralidad
del vector propio fueron: la Universidad Nacional (1,00), el Instituto Nacional
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de Salud (0,92), la OMS (0,82), la Universidad de Antioquia (0,78) y la OPS
(0,72). Respectivamente, los nodos intermediarios fueron: la Universidad
de Antioquia (0,17), el Instituto Nacional de Salud (0,12), el Observatorio
Nacional de Salud (0,06) y la Universidad Nacional (0,06). Por obtener

los mayores valores, sin embargo, la mayoria de los nodos no fueron
intermediarios con valores en cero y cercanos.
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Figura 5. Interaccion de actores en la categoria de politica publica

Analizando los actores no mencionados, en todas las categorias se
encontraron, al menos, siete nodos que generaron contenido bibliogréfico
sobre malaria, pero que no fueron referenciados. Las categorias de
“promocidn y prevencion) y, “politica publica” tuvieron menor nimero de nodos
con alto grado de excentricidad, lo cual significa que tienen menor nimero de
nodos periféricos.

Con menor excentricidad, sobresalieron los mismos actores con mayor
numero de menciones, coincide con que serian los actores centrales de cada
una de las categorias, sobresaliendo la OMS como actor central (con menor
valor de excentricidad) en tres categorias: “atencién integral al paciente’
“diagndstico y epidemiologia’ y “sistema de informacion de andlisis de salud”

En cuanto a nodos cercanos, cada categoria tuvo su distincion. No
obstante, el actor que estuvo cercano en todas las categorias, excepto
en “atencion al paciente en malaria; fue el Instituto Nacional de Salud. Se
evidencid que las universidades se caracterizaron por ser actores cercanos
en todas las categorias, excepto en la de “promocion y prevencion” Como
actores influyentes en todas las categorias, se incluyen los actores centrales
o los mas nombrados, asi como también, centros educativos como la
Universidad Nacional, la Universidad de Antioquia, la Universidad del Rosario
y la Universidad del Valle.
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En el presente estudio, la aplicacién de la bibliometria permitié identificar
las interacciones y los actores clave en la produccién cientifica de la Red
Malaria en Colombia. Los resultados de este andlisis de redes sociales
contribuiran al disefio de estrategias que incentiven el fortalecimiento y
expansion de esta red de conocimiento especializada en malaria.

Un hallazgo relevante en este estudio fue que el tema de la prevencion
y promocién de la malaria presentd menor nimero de conexiones y
actores. Esto significa que es una tematica que debe ser abordada mas
eficientemente, de modo que los actores puedan mejorar en el proceso de
divulgacion del conocimiento sobre las medidas de eliminacion y prevencion
de esta enfermedad.

Este resultado podria explicarse por la dificultad para trabajar de manera
articulada entre la academia, el Estado y la comunidad. Los proyectos de
investigacion que desarrollan esta linea de trabajo, generalmente son iniciativas
de instituciones gubernamentales que incluyen la participacién comunitaria
para el abordaje integral de esta problematica en salud y que afectan en los
municipios, temas como el saneamiento basico, el acceso al servicio de salud,
la falta de educacién y la fragilidad de infraestructura, entre otros (28).

Otro hallazgo relevante se presenté en todas las categorias tematicas
con parametros de densidad similares. Desde la teoria de redes se puede
inferir que se encuentran en condiciones similares de conectividad entre
sus actores y que todos ellos, en todas las categorias, podrian aumentar
su capacidad de comunicacion o cooperacion entre ellos, por medio
de estrategias como: talleres, seminarios, congresos, colaboracion en
articulos cientificos, intercambio de ideas, o asesorias (Lopera Lopera, Luis
Hernando Integracion de redes de conocimiento: una responsabilidad de la
biblioteca universitaria, 2000. Sexto Congreso Nacional de Bibliotecologia y
Documentacién, ASCOLBI, Santafé de Bogota (Colombia), 4-7 July, 2000).

Analizando las categorias desde una perspectiva global, los actores mas
citados y que coincidieron en todas las categorias, fueron: la OMS, el Instituto
Nacional de Salud, la OPS, el Ministerio de Salud y Proteccion Social, y
la Universidad de Antioquia. Estos actores tienen en comun ser entidades
nacionales e internacionales de referencia en la gestion del conocimiento en
salud.

Por otro lado, centros educativos como la Universidad Nacional, la
Universidad de Antioquia, la Universidad del Rosario y la Universidad del
Valle, son las entidades que comunmente participan de manera activa en
actividades de investigacion en salud publica, y son considerados actores
centrales en la presente investigacion.

Los hallazgos de estas interacciones deberian permitirimpulsar el trabajo
colaborativo de las instituciones, para que mejoren las relaciones en pro de la
creacion y aplicacion del conocimiento para lograr la eliminacién de la malaria.

Un andlisis bibliométrico, publicado en el 2021, sobre la investigacion de
la malaria en Latinoamérica coincide con las categorias tematicas de estudio
mas y menos abordadas en Colombia: la epidemiologia y la prevencion (29).
A pesar de que cada estudio tiene sus criterios de clasificacion, también hay
coincidencia en la escogencia de tres temas como categorias de analisis:
epidemiologia, diagndstico y prevencion de la malaria. En el mismo estudio,
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se menciona a Colombia como el segundo pais con mayor nimero de
publicaciones sobre malaria, y a la afiliaciéon a la Universidad de Antioquia
como la segunda mas frecuente en Latinoamérica. Este resultado coincide
con el presente estudio en el que la Universidad de Antioquia es uno de los
actores mas citados y activos en la produccion de conocimiento sobre malaria
en Colombia.

Entre las recomendaciones de este estudio se plantea tener en cuenta
qué actores se clasifican como influenciadores (con alto valor en centralidad
del vector propio) e intermediarios, ya que pueden ser clave en la difusién
de eventos, informacion y divulgacion del conocimiento. Especialmente, los
intermediarios pueden generar conexiones entre grupos de actores para
asociarse en investigaciones y en la realizacion de actividades de gestion del
conocimiento.

También, se recomienda tener en cuenta aquellos autores que estan
incursionando en las tematicas en malaria, porque tienen poca o ninguna
mencion. Esto representa una oportunidad para que sean integrados en la
red de conocimiento y puedan dar a conocer el potencial de aportes que
tienen. Esto significa que estos actores deben dar a conocer su produccion
documental para que sean tenidos en cuenta en la apropiacion y divulgacién
del conocimiento, dependiendo de la categoria de andlisis.

Teniendo en cuenta otras metodologias de busqueda del corpus
documental para el analisis bibliométrico, se puede evidenciar que existe
la posibilidad de encontrar mayor produccion bibliografica por medio de
busquedas sistematicas bastante especificas, en bases de datos y en
revistas cientificas, como Scopus (29) o Infectio (30), respectivamente. Sin
embargo, el numero de textos analizados también se relaciona con el periodo
considerado para la recopilacion de informacién y la posibilidad de analizar
documentos en idiomas diferentes al espafnol en dichas metodologias.

En el marco de los objetivos misionales del Instituto Nacional de
Salud y del Ministerio de Salud y Proteccién Social, no solo ha estado la
conformacién de las redes de conocimiento en salud publica, incluida la Red
de Gestion de Conocimiento, Investigacion e Innovacion en Malaria, sino
también, su fortalecimiento incentivando a otras instituciones e investigadores
a vincularse y aportar los productos esperados en cada red (31). El esfuerzo
del Instituto Nacional de Salud se ve reflejado en estrategias disefiadas
para favorecer una constante comunicacion entre actores. Una de ellas es el
mantenimiento de plataformas y medios digitales (31). Esto ha hecho posible
un liderazgo que ha fortalecido la cooperacion, fomentando una integracion
constructiva y creativa (32). Ademas, la pandemia por SARS-CoV-2
representd una valiosa oportunidad que permitio ampliar el uso de nuevas
herramientas de difusidn de la informacién y crear nuevos espacios para la
interaccién entre los actores (33).

Entre las limitaciones de esta investigacion se puede mencionar el posible
sesgo al momento de recopilar documentos sobre el tema de la malaria.
Aunque la produccion cientifica se solicitd a los actores por correo electronico
y se hizo una busqueda activa en repositorios, paginas web y bases de datos,
siempre existe la posibilidad de que algunos documentos queden por fuera
de los andlisis. En segundo lugar, la metodologia limita la clasificacion en
categorias al basarse unicamente en documentos en espafol. Otra posible
limitacion esta en la definicion de las categorias de malaria, porque existe la
posibilidad de definirlas y seleccionarlas por medio de multiples estrategias de
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analisis cualitativo. Sin embargo, cabe destacar que los expertos en malaria
intervinieron en la aprobacion de los temas por analizar con la red, por lo cual
se representa el interés de quienes son los lideres en la red de malaria.
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Introduccioén. El pueblo hitnii vive en condiciones sanitarias precarias, con inseguridad

alimentaria y victima de la violencia sociopolitica en Arauca (Colombia). Ademas, se

sospecha que pueden estar afectados por la exposicién a los hidrocarburos del petréleo.

Obijetivo. Identificar los eventos de salud del perfil de morbilidad y mortalidad de los

indigenas hitnl que podrian asociarse con la exposicion a petréleo crudo.

Materiales y métodos. Se realizé un estudio transversal con indigenas hitni, durante

febrero y marzo de 2021, época de sequia. Se aplicé un cuestionario de hogares y

uno individual para recolectar datos del ambiente peridomiciliario, ocupaciones y otras

actividades, asi como datos sociodemograficos, signos, sintomas y hallazgos de un

examen meédico.

La potencial asociacion con los hidrocarburos se exploré considerando tres grupos, segun

su localizacion: cabecera de Arauca, resguardo Aspejena (no expuestos) y resguardos de

San José del Lipa y La Voragine (expuestos por su cercania al rio Ele y afluentes). Con

listados libres, se exploraron las causas de muerte. El estudio incorporé un riguroso manejo

intercultural en todos sus componentes.

Resultados. Participaron 576 indigenas de 16 asentamientos. El agua consumida pudo

servir como medio de exposicién a los hidrocarburos. Los problemas de salud fueron

muy variados e incluian enfermedades infecciosas y crénicas, malnutricion y trauma. Las

masas en el cuello se asociaron con residir en los resguardos ancestrales (RP=3,86; IC

1,77-8,39), territorios potencialmente expuestos al petréleo. Las causas de muerte mas

relevantes fueron el homicidio, los tumores y la tuberculosis.

Conclusioén: Por su posible asociacion con los hidrocarburos, es prioritario el estudio

intercultural de linfoadenopatias entre indigenas potencialmente expuestos al petréleo.

95%

Palabras clave: salud de poblaciones indigenas; contaminacién por petréleo; salud
ambiental; perfil de salud; cancer; epidemiologia

Health conditions of Hitnii indigenous people potentially exposed to crude oil in
Arauca, Colombia

Introduction: The Hitnl indigenous people live in precarious sanitary conditions, with food
insecurity and being victims of sociopolitical violence in Arauca, Colombia. In addition, it is
possible that they may be affected by exposure to hydrocarbons found in oil.

Objective: To identify the health outcomes of morbidity and mortality profiles of the Hitnl
people that could be associated with the exposure to crude oil.

Materials and methods: A cross-sectional study was carried out with Hitnl indigenous
people, during February and March, 2021, time of drought. A household questionnaire
was applied, and one individual to collect data from the environment around the house,
occupations and other activities, as well as data from sociodemographic, signs, symptoms,
and findings of a medical examination. The potential association with hydrocarbons was
explored considering three groups: inhabitants in Arauca city, Aspejana reserve (not
exposed), and San José del Lipa and La Voragine reserves (exposed by the Ele river and
tributaries). With free listings, causes of death were explored. The study incorporated a
rigorous intercultural management in all its components.

Results: A total of 576 indigenous people from 16 settlements participated. The water
consumed could serve as means of exposure to hydrocarbons. Health problems were very
varied, including infectious and chronic diseases, malnutrition, and trauma. The masses on

the neck were associated with residing in the ancestral reserves (PR = 3.86; Cl,,, 1.77-
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8.39), territories with potential exposure to crude-oil. The most relevant causes of death
were homicide, tumors, and tuberculosis.

Conclusion: For its possible association with exposure to hydrocarbons, it is a priority to
start the intercultural study of lymphadenopathies in indigenous communities potentially
exposed to crude oil,

Key words: Health of indigenous peoples; petroleum pollution; environmental health; health
profile; cancer; epidemiology.

El petréleo crudo esta constituido por una mezcla de sustancias quimicas,
entre las que sobresalen por su toxicidad el benceno, el xileno, el tolueno y
otros hidrocarburos aromaticos policiclicos (1). Debido a estos compuestos
y sus mezclas, la extraccion petrolera se ha asociado con el incremento de
diversos efectos adversos para la salud, entre los que sobresalen los dafos
hematoldgicos, los cromosdmicos y otras expresiones de genotoxicidad,
abortos espontaneos, deterioro de la calidad del semen y trastornos
respiratorios diversos, asi como cambios conductuales, especificamente
entre menores de edad residentes en lugares con derrames de petroleo (2).

Reconociendo que pueden existir diferencias con los grupos indigenas
amazonicos, en una revisién reciente se sugirié que las actividades de
extraccion petrolera en estas comunidades se asocian con neoplasias,
especialmente, cancer en estémago, recto, piel, tejidos blandos, rifiones y
cuello uterino en adultos, y leucemia entre menores de edad (3).

En Colombia, la extraccién petrolera es un importante generador de
divisas, siendo el departamento de Arauca una de las zonas con mayor
produccion, pese al contexto de conflicto armado existente desde décadas
atras (4). Tres de los campos petroleros mas importantes de esta region son:
Cafo Limén, Caricare y Chipirdn; este ultimo se encuentra en medio de la
estera de Lipa y ha sido el detonante de quejas de diversos lideres sociales y
de un conflicto socioambiental aun vigente. Véase:
https://ejatlas.org/conflict/destruccion-ecosistema-bioestrategico-el-lipa-arauca-colombia

Los esteros son ambientes acuaticos de zonas planas y bajas que, debido
a sus multiples conexiones con cafos, se inundan en épocas lluviosas. Dado
el ecosistema de esteras, en el caso del campo petrolero Caricare, existe la
posibilidad de que las piscinas presentes en los campos petroleros viertan
su contenido en los esteros, especialmente en épocas lluviosas, y que de alli
pase al rio Ele (figura 1).

Debido a las condiciones precarias de los indigenas hitni identificadas por
funcionarios publicos que estuvieron afios atras en sus territorios, en 2017, un
juez solicitd al Ministerio de Salud y Proteccion Social adelantar un estudio
para valorar mas detalladamente la situacion (5), labor que fue delegada a
instituciones académicas y de salud. El disefio original del estudio fue hecho
por dependencias del Ministerio de Salud y Proteccién Social, con un enfoque
totalmente epidemioldgico, por lo que el equipo investigador incorporé otros
componentes metodoldgicos, con el fin de hacerlo mas sélido en la medicién
de la exposicién a hidrocarburos y la busqueda de efectos adversos.

El presente estudio epidemioldgico hace parte de este proyecto de salud
ambiental, y corresponde a la aproximacidn panoramica de las condiciones
de salud del pueblo hitnl, que buscé identificar y seleccionar los eventos de
salud que podrian ser explorados de manera mas detallada. Se espera que
el enfoque de identificacion de posibles efectos adversos de salud ambiental
usado en esta experiencia sirva de ejemplo a futuros estudios similares en
poblaciones en situacidn de vulnerabilidad y de dificil acceso.
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Fuente: Grupo de Geomatica, Universidad Industrial de Santander

Figura 1. Ubicacién de las comunidades hitnl en los territorios ancestrales y su relacién con el
pozo Caricare. El rio Ele y sus afluentes en una zona de esteros de la Orinoquia colombiana,
durante periodos de sequia

Materiales y métodos
Contexto

El pueblo hitnii es un grupo indigena de tradicion némada que, debido
a las actividades de ganaderia y agricultura de los colonos, la extraccion
petrolera y los grupos armados ilegales, se ha asentado en territorios
reducidos y en condiciones muy precarias (6). Los territorios ancestrales,
todavia ocupados por las comunidades hitni, estan ubicados en los
resguardos de San José del Lipa y La Voragine, en los municipios de Arauca
y Arauquita, ambos en el departamento de Arauca (7,8). Ademas, hay un
grupo creciente de indigenas asentado en la cabecera municipal de Arauca,
en condiciones muy precarias, y otro grupo, en el recién creado resguardo de
Aspejena en el municipio de Puerto Rondén, donde se han ubicado con el
propdsito de escapar de diversos hechos de violencia sociopolitica.

Actualmente, las comunidades hitni tienen relacion estrecha con el
rio Ele, y otras fuentes de agua relacionadas, por lo que es posible que la
contaminacion generada en el campo petrolero Caricare llegue por medio
del agua a los individuos residentes en sus riberas, aproximadamente 30 km
rio abajo. Otras formas de exposicion, como la via aérea, no se consideraron
relevantes en este caso debido a los hallazgos de un estudio ambiental
previo (Amaya-Castellanos ClI, Idrovo AJ. Petréleo, despojo y enfermedad
entre el pueblo Hitnl. Una experiencia de investigacion intercultural en salud
ambiental. Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander). Ademas,
se han registrado y observado cambios en la coloracion del rio, junto con
manchas oleosas que fueron reportadas durante la exploracién etnografica
de este estudio. Esto puede ser similar a lo ocurrido en el rio Arauca y sus
afluentes, por donde se transportaron hidrocarburos muchos kilémetros rio
abajo de donde ocurrieron derrames o explosiones de oleoductos (9).
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Ademas, es importante sefalar que el cambio cultural impuesto al
pueblo hitni, al pasar del nomadismo al sedentarismo de manera rapida,
ha tenido un enorme impacto en sus formas de vida. Esto ha generado
serios problemas de saneamiento basico e inseguridad alimentaria, junto
a problemas de violencia intracomunitaria, con los colonos y con grupos al
margen de la ley, asi como el incremento en la prevalencia de enfermedades
infecciosas. Esta situacion es similar a la ocurrida con el pueblo nukak en
el departamento del Guaviare (10), y a la que sufrio el pueblo u'wa en el
nororiente colombiano (11).

Disefio, poblacion y muestra

Se realizé un estudio de corte transversal con indigenas de distintas
edades que aceptaron participar voluntariamente, constituyendo asi, una
muestra significativa de la poblacion hitni. Si bien se tenian datos del
ultimo censo nacional de 2019 (n=513), con el fin de realizar un muestreo
representativo, después de contactar a algunos representantes indigenas
se identificd que era culturalmente mas adecuado hacer un censo in situ
como parte del estudio (n=658, durante el trabajo de campo). Esta seria
una oportunidad unica de conocer su condicidn de salud, algo util para la
comunidad, debido a las grandes dificultades de acceso a los servicios de
salud. De esta manera, durante el trabajo de campo se buscé actualizar los
datos poblacionales y de salud, quedando por fuera del censo Unicamente
quienes no se encontraban en los asentamientos en el momento del trabajo
de campo o aquellos que libremente decidian no participar.

Recoleccion de datos

Por causa de la pandemia de COVID-19, el trabajo de campo tuvo
que esperar a que los gobiernos nacional y departamental, asi como las
autoridades indigenas, permitieran el ingreso al territorio. De esta manera,
el trabajo de campo se llevé a cabo entre mediados de febrero y comienzos
de marzo de 2021, época que corresponde a la temporada sin lluvias.
Esto facilitd el acceso por via terrestre y tuvo como consecuencia que los
problemas de salud asociados a las temporadas lluviosas fueran menos
frecuentes, incluyendo los de apariciéon aguda, posiblemente relacionados
con la exposicion hidrocarburos por via hidrica.

Los datos fueron recolectados en tres tipos de instrumentos: uno para
datos de vivienda y familia, que fue contestado por el jefe del hogar; el
segundo, para recolectar datos individuales, contestado por cada participante
o0 el encargado de su cuidado, y el tercero fue una guia de examen fisico, que
fue diligenciado por un profesional de la medicina.

En el cuestionario sobre vivienda y familia, se indagd sobre ubicacién de
la vivienda, nimero de integrantes de la familia, materiales de construccién
de la vivienda, servicios disponibles, caracteristicas de la cocina, acceso y
tipo de agua para consumo, actividades para obtener el alimento familiar y
casos de familiares fallecidos en los ultimos diez anos.

El instrumento individual tuvo un componente general, y unos items
especiales para los menores de edad y las mujeres. En este, se indagd el
sexo, la edad, la calidad de la convivencia, la dependencia econdmica y
social, el alfabetismo, las ocupaciones, y el consumo de alcohol, cigarrillo,
café y yopo (sustancia alucinégena de origen vegetal, usada en rituales). De
igual manera, se obtuvo informacion sobre la condicién de salud general,



Biomédica 2022;42:679-96

Salud de indigenas expuestos a petréleo crudo

signos y sintomas variados en los diferentes sistemas y 6rganos corporales.
En el caso de las mujeres, se adicionaron items que permitieran obtener
informacion sobre la menarquia, la menstruacion, los embarazos previos y
resultados reproductivos.

El examen fisico incluyd signos vitales, un examen por segmentos
corporales (cabeza, tronco y miembros) y por sistemas; se incluyd un
apartado amplio para los resultados de la busqueda de ganglios linfaticos, y
un diagndstico presuntivo, cuando los médicos asi lo consideraron.

El instrumento usado para recolectar datos se elaboré en espafiol, porque
no existe escritura en el pueblo hitnl (12). Para un mejor entendimiento de las
preguntas, los encuestadores leian las preguntas en espafol y las explicaban
si era requerido, incluso usando expresiones faciales o sefales con las
manos. La comprension de los cuestionarios sobre el hogar y el individual,
fueron validados con indigenas.

Quienes recolectaron la informacion mediante cuestionario fueron dos
indigenas con estudios universitarios (una sikuani y otro inga), y una auxiliar
de enfermeria. Las tres personas eran conocidas por la comunidad hitnt
e, incluso, fueron recomendados por ellos mismos por la confianza que les
generaban y la mayor facilidad para la comunicacién oral.

Los examenes fisicos fueron practicados por médicos graduados, dos
mujeres y un hombre, previamente entrenados para hacerlo de manera
estandarizada, siguiendo un instrumento disefiado ad hoc por un médico
toxicélogo experto en salud ambiental. En todo momento, el equipo
investigador estuvo acompafiado por un médico con reconocida experiencia
con indigenas a nivel nacional, una antropdloga y una trabajadora social;
entre sus actividades estuvo el asesorar y cuidar para que hubiese respeto
hacia la cultura hitnt en todos los momentos del estudio, pero, con especial
énfasis, durante el trabajo de campo por el contacto estrecho. Ademas,
los lideres del equipo investigador ya contaban con experiencia previa en
estudios con poblacién indigena.

Siguiendo las costumbres del pueblo hitni, la convocatoria a participar
en el estudio estuvo acompanada de una “olla comunitaria; en la que el
equipo investigador llevaba la comida (con preferencia por la carne de
res, a la que suelen tener poco acceso), o se la compraba a los mismos
indigenas. Ademas, durante el trabajo de campo, se requirié la participacion
de traductores que acompafaron a los investigadores en sus diversas
actividades, asi como, el apoyo de lancheros para la movilidad fluvial (rios y
canos), y el transporte hasta algunos asentamientos distantes. Las cocineras
y lefiadores encargados de cocinar los alimentos de la “olla comunitaria’;
fueron indigenas hitnii que recibieron un pago econdémico por sus servicios.

Cuando se requirid, se hicieron trueques de participacién con objetos
considerados utiles entre indigenas e investigadores. Durante el trabajo de
campo, los investigadores vivieron en similares condiciones a las de los
indigenas, incluso, durmieron en viviendas sin muros (caracteristicas de los
indigenas hitnu) o en casas de colonos. Mayores detalles sobre este tema se
encuentran en otro escrito (Amaya-Castellanos ClI, Idrovo AJ. Petréleo, despojo y
enfermedad entre el pueblo Hitni. Una experiencia de investigacion intercultural
en salud ambiental. Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander).
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Medicion de la exposicion

Dado el caracter exploratorio del presente estudio sobre la exposicion al
petrdleo crudo o a las actividades relacionadas con el proceso extractivo,
se opté por una aproximacion en los asentamientos, que corresponden a
la regidon donde suelen realizar actividades cotidianas, incluyendo las que
implican contacto con el agua; de esta manera, los asentamientos fueron
clasificados en tres grupos, asi:

i. los localizados en los resguardos de San José de Lipa y La Voragine,
en los municipios de Arauca y Arauquita, territorios ancestrales del
pueblo hitnii. Las condiciones de saneamiento basico y seguridad
alimentaria eran variadas, pero, dado que por alli pasa el rio Ele, es
posible que se hubiera presentado exposicion al petrdleo crudo u
otros quimicos usados en su extraccion.

ii. los localizados en la cabecera municipal de Arauca, que incluyé
a individuos que habian sido desplazados violentamente de
sus territorios (asesinato de sus lideres) y tenian problemas de
saneamiento basico e inseguridad alimentaria de diversa magnitud. Se
supone que no habian estado expuestos recientemente a las mezclas
de petrdleo crudo o a las sustancias usadas en su extraccion.

ii. los localizados en el resguardo de Aspejena, en el municipio de Puerto
Rondén, donde se encuentran individuos que fueron desplazados
violentamente de sus territorios originales, y que han sido reubicados
lejos de posibles fuentes de exposicion a mezclas de petréleo crudo o
sustancias usadas en su extraccion. Sus condiciones de saneamiento
basico y alimentacion son mejores que en los asentamientos
anteriores, y estan alejados de la cabecera municipal.

Resultados y covariables

Partiendo del supuesto de que en salud ambiental suele ser dificil
encontrar asociaciones entre exposicion y eventos en salud, por la poca
frecuencia de estos ultimos y las dificultades de medir apropiadamente
la exposicién (13,14), los instrumentos del estudio se disefiaron,
especificamente para explorar e identificar varios eventos de salud, con
potencial de ser estudiados con el tamafio de muestra disponible en el
contexto de un estudio transversal. Si bien se exploraron muchos sintomas y
eventos autorreportados, asi como signos identificados por los médicos, por
motivos de espacio, Unicamente se presenta un nimero limitado de datos
que sirvan para vislumbrar el perfil general de morbilidad del pueblo hitnd,

y para mostrar la légica utilizada para seleccionar los eventos adversos que
requieren un analisis especifico para determinar su potencial asociacién con
los hidrocarburos del petrdleo provenientes del pozo Caricare.

Métodos estadisticos y listados libres

Inicialmente, se describieron las variables categéricas mediante
porcentajes, y las cuantitativas con medidas de tendencia central
y dispersion, segun la distribucion observada. Esto permitié hacer
comparaciones de ocurrencia entre los grupos de interés, e incorporar
los hallazgos en el algoritmo de identificacion de eventos adversos
potencialmente asociados con la exposicion a hidrocarburos en la explotacién
petrolera del pozo Caricare.
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Es importante sefialar que hubo variables que no fueron respondidas por
todos los participantes, ocasionando la aparicion de datos faltantes. En los
eventos de salud que se encontrd que podian ser investigados de manera
mas detallada, se estimaron razones de prevalencia (RP) crudas, con sus
respectivos intervalos de confianza de 95 %, para evaluar su asociacion con
los grupos de exposicion.

Ademas de estos analisis, y dado que era dificil verificar si se repetian o
no los casos de familiares fallecidos, la aproximacion a la mortalidad se hizo
mediante listados libres.

Este método es de uso principalmente antropolégico, aunque se fundamenta
en el estudio clasico de psicologia experimental de Bousfield y Barclay (15).
En epidemiologia tiene diversos usos, pero el que se busco en este caso
fue el de identificar perfiles epidemioldgicos de mortalidad, con base en el
conocimiento lego (16). El instrumento permitio recolectar datos de hasta cinco
fallecidos, de tal manera que el orden en que eran enunciados, y las veces en
que se repetia entre todos los informantes, permitié generar el indicador de
relevancia denominado “salience” de Smith (17). Esta aproximacion no muestra
la frecuencia del evento, sino su importancia para la comunidad (18).

Identificacion y seleccion de eventos con potencial para profundizar

Los eventos de salud de origen ambiental no son faciles de identificar.
Por un lado, pueden ser muy especificos de algunos agentes ambientales
(unicausales), pero de muy baja ocurrencia; la otra opcidn es que sean mas
frecuentes, pero con varios factores asociados (multifactoriales) (19). En el
caso de los hidrocarburos presentes en el petréleo crudo, no existen eventos
del primer tipo, por lo que su identificacién se fundamenta en establecer su
mayor ocurrencia entre quienes tienen una exposicién mayor; en este caso,
esto indica que debe ser mayor entre quienes viven en los resguardos en
territorios ancestrales.

De acuerdo con el objetivo del estudio, este se enfoco solo en estos
casos, pues cuando habia diferencias que mostraban mayor frecuencia en
zonas sin exposicion, estas se descartaron para su analisis posterior.

Ademas, teniendo en cuenta las limitaciones temporales, metodolégicas
y presupuestales, los eventos de interés para un estudio méas detallado
debian ser detectables mediante una anamnesis sencilla y un examen fisico
practicado por un médico, sin el apoyo de examenes paraclinicos.

El proceso seguido para identificar y seleccionar los eventos
potencialmente asociados con la exposicion se muestra en la figura 2. Se
escogi6 explorar la ocurrencia de cancer, efectos reproductivos y efectos
neurotdxicos, principalmente. Con los signos y sintomas reportados, los
médicos pudieron llegar a una impresion diagnostica que fue complementada
con andlisis de los datos clinicos para obtener los diagnosticos sindromaticos
(20), que podian servir para hacer el diagndstico diferencial.

Nétese que, ademads de lo anterior, se tuvieron en cuenta las posibles
causas de muerte, y las que pudieran mejorar el diagnéstico médico
mediante el uso de tres biomarcadores definidos a priori.

El 1-hidroxipireno fue seleccionado por ser el mejor biomarcador de
exposicién a hidrocarburos del petrdleo; la citogenética toxicolégica es
un biomarcador de sensibilidad importante cuando hay exposicion a
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hidrocarburos, dado su potencial cancerigeno (21). Por ultimo, la enfermedad
de Chagas también fue seleccionada, debido a que la regién donde vive la
poblacion hitnl se considera endémica (22), lo cual podria tener un efecto
sinérgico o antagodnico con la exposicion a hidrocarburos, de manera similar
a lo observado con la malaria y la exposicion a mercurio (23). Con este
procedimiento se buscé evitar lo que, en jerga epidemioldgica, se conoce
como “expedicion de pesca” (fishing expedition), que puede llevar a falsos
positivos (24) y disminuir la eficiencia del estudio.

Otras consideraciones interculturales

Siguiendo los lineamientos del CONSIDER statement para estudios
relacionados con personas indigenas (25), se intentd tener en todo momento
el maximo respeto por la cultura del pueblo hitnli, apoyandose con traductores
en los casos en que fue necesario. En relacidon con la gobernanza, primero
se siguieron los pasos sugeridos por las comunidades indigenas de la
region para contactarlos, y se tuvo especial consideracion en identificar las
autoridades tradicionales para que asumieran su rol protagonico.

En las reuniones comunitarias del estudio, se explicaron detalladamente
todas las actividades por realizar, haciendo énfasis en los beneficios y los
posibles riesgos de participar; fue claro en todo momento que el estudio fue
priorizado por ellos mismos, dadas las carencias sefaladas por el juez que
ordend la realizacion del estudio. Las actividades del estudio se explicaron
oralmente en reuniones comunitarias y se solicité consentimiento individual
a los participantes para las diversas actividades. Los hallazgos obtenidos
en el estudio fueron informados a la poblacién hitn(, teniendo en cuenta las
diferencias culturales, y se tuvo una reunién especial con las autoridades
para explicarles en mayor detalle y, finalmente, una reunién conjunta con las
autoridades, los encargados de su atencion en salud y las autoridades de
otros pueblos indigenas de la region.

Figura 2. Proceso observado para la identificacion de eventos en salud potencialmente asociados con la
exposicion a hidrocarburos y con posibilidades de ser investigados
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Dado que el trabajo de campo se llevd a cabo en medio de la pandemia
de COVID-19, cuando aun no se habia iniciado la vacunacion, y es bien
conocido el potencial efecto adverso que los microorganismos pueden
tener en la salud de los indigenas, el equipo investigador tuvo especial
cuidado en desarrollar las actividades siguiendo protocolos de bioseguridad.
El seguimiento durante varias semanas después del encuentro entre los
individuos del pueblo hitnli y los investigadores en campo, permitié verificar
gue no hubo casos incidentes en ninguno de los grupos.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacién
Cientifica de la Universidad Industrial de Santander (Acta del 5 de febrero de
2021), después de que los investigadores lograron obtener aprobacion oral
para la realizacion del estudio por parte de representantes del pueblo hitnd,
en una reunion presencial a la que asistieron dos de los investigadores.

Resultados
Caracterizacion de los asentamientos

Antes de presentar las caracteristicas de los grupos de estudio, es
importante sefalar los asentamientos y el nimero de hogares (nh) que los
conforman. En el grupo localizado en la cabecera de Arauca, se incluyeron:
Bello Horizonte (nh=6), Matevenado (nh=>5), Villa Esperanza (nh=1), Cafio
Jesus (nh=5), Mategallina (nh=3) y El Paraiso (nh=14). Por su parte, los
resguardos ancestrales incluyeron los asentamientos de Las Vegas (nh=21),
Gavanes (nh=5), Providencia (nh=3), Trapiche (nh=8), Monogarra (nh=13),
Cafo Azul (nh=4), Yagual (nh=7), Rodesia (nh=8) y La llusién (nh=14). El
resguardo de Aspejena se encuentra en un grupo independiente de analisis
con 30 hogares.

En el cuadro 1 se presentan las caracteristicas principales de las
viviendas. Como se puede apreciar, se observan cambios asociados con el
proceso de sedentarizacién de un grupo némada; se pasa de viviendas con
material vegetal y sin paredes, al uso de material artificial (26). Es evidente
gue no abunda la infraestructura para tener agua potable, ni para defecar u
orinar. La cocina, pese a los cambios, la mayoria de las veces es al aire libre,
aunque hay una tendencia a tener un lugar cerrado diferente al de dormir, de
acuerdo con la sedentarizacion; el combustible sigue siendo la biomasa, y
cocinar es una actividad de las mujeres de manera predominante.

En relacion con el consumo de agua, que puede ser el vehiculo en que
llegan los hidrocarburos a los indigenas que habitan en los resguardos
ancestrales, hay diferencias relevantes entre los tres grupos.

En la cabecera, se tiene mayor variedad de fuentes de agua y han dejado
de usar el rio. En Aspejend, toda el agua es subterranea, por lo que se
usan bombas manuales para su extraccién. Por ultimo, en los resguardos
ancestrales, se mantiene el rio Ele y los cafos, junto a las bombas manuales
y los jaguieyes, como fuentes de agua para consumo. Resulta llamativo que
la mayoria bebe agua sin ningun tipo de tratamiento; en ninguna vivienda se
informd que se hierva el agua antes de consumirla. En los asentamientos de
los resguardos se observaron cultivos, mas no agricultura en sentido estricto
(27); son importantes los cultivos de platano (75,51 %), yuca (74,15 %),
maiz (69,39 %) y batata (56,46 %). También, se crian animales, con mayor
frecuencia aves como las gallinas.
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Cuadro 1. Principales caracteristicas de las viviendas, segun regiones con exposicién potencial a
hidrocarburos del petréleo proveniente del pozo Caricare, establecidas para el estudio (n=147)

No expuestos Expuestos
Variable Cabecera Resgu_ard’o Resguardo San qo_sé p
de Arauca Aspejena del Lipay LaVoragine
(n=34) (n=30) (n=83)

Paredes (%)

Ladrillo 0 0 6,25

Guaduas, palos, madera o palma 3,70 75,86 33,75

Caucho, plasticos o cartén 81,48 20,69 10

Cinc o metal 3,70 0 0

Sin paredes 1,11 3,45 50 <0,001*
Piso (%)

Tierra 90,91 100 91,25

Madera 0 0 6,25

Cemento 9,09 0 2,50 0,096*
Techo (%)

Plastico 64,71 3,33 1,20

Madera o palma 5,88 23,33 89,16

Cinc o metal 29,41 73,33 9,64 <0,001
Acueducto? (%) 2,94 0 0 0,435
Lugar para orinar/defecar (%)

Monte 85,29 100 100

Hueco o letrina 5,88 0 0

Inodoro 8,82 0 0 0,002*
Lugar de cocina (%)

Aire libre 82,35 66,67 57,83

Cerrado; aparte para cocinar 14,71 33,33 26,51

Cerrado; donde duermen. 2,94 0 10,84

No cocinan en su vivienda. 0 0 4,82 0,073*
Combustible para cocinar (%)

Madera 94,12 100 98,80

Gas 5,88 0 1,20 0,240*
Mujeres cocinan (%) 88,24 90 95,18 0,321*
Menores de edad cocinan (%) 14,71 6,67 13,25 0,620
Hombres cocinan (%) 8,82 33,33 27,71 0,035*
Agua para consumo (%)

Acueducto 20,59 0 1,20 <0.001*

Bomba manual (“puntillo”) 73,53 100 44,58 <0.001*

Jagley (zanja con agua) 2,94 0 36,14 <0,001*

Rio o cafo 0 0 24,10 <0,001*
Tratamiento del agua (%) 5,88 23,33 22,89 0,062*
Falta agua para consumo (%) 70,59 73,33 74,70 0,901
Agua con mal sabor (%) 32,35 40 69,88 <0,001*
Agua con mal olor (%) 17,65 26,67 66,27 <0,001
Agua de color oscuro (%) 14,71 30 61,45 <0,001
Tienen cultivos (%) 29,41 83,33 86,75 <0,001
Cazan y pescan (%) 23,53 76,67 85,54 <0,001
Crian aves (%) 26,47 83,33 68,67 <0,001
Crian ganado vacuno® (%) 0 3,33 27,71 <0,001*

a Esta variable tiene una distribucién similar a la del servicio eléctrico y el alcantarillado (no se presentan los datos).

b Esta variable tiene una distribucién similar a la de la cria de vacunos (no se presentan los datos).

Caracterizacion de los participantes

Con base en el propio censo llevado a cabo durante el trabajo de campo, en
este estudio participaron 86,93 % (572/658) de los miembros del pueblo hitnd; la
mayoria de los no participantes estaban trabajando en labores agricolas fuera de
los asentamientos, de acuerdo con la informacion brindada por sus familiares.

En el cuadro 2 se resumen algunas caracteristicas de los individuos
participantes. Como se puede apreciar, €s un grupo con proporciones

similares entre mujeres y hombres, de edad muy joven en su gran mayoria.
El analfabetismo es alto, y el nivel de escolaridad de la poblacién no suele
sobrepasar la primaria. Se dedican a diversas actividades, y las que tienen
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que ver con el sustento alimentario todavia son mayoritarias. Consumen
alcohol (principalmente en forma de vinete), tabaco y yopo; este ultimo se
mantiene como algo principalmente ritual entre los mayores.

Cuadro 2. Caracteristicas de los indigenas hitnu participantes en el estudio, segun grupos de potencial
exposicion a los hidrocarburos del petrdleo extraido en el pozo Caricare (n=572)*

Variable

n

No expuestos

Expuestos

Cabecera de Resguardo

Resguardo San José

Arauca Aspejena del Lipa y La Voragine
(n=34) (n=30) (n=83)
Sexo: mujeres (%) 572 73 (53,68) 42 (45,65) 177 (51,45) 0,479
Edad (afos)
Mediana 565 14 18 12 0,175
Percentil 75 27 30 30
(minimo-maximo) (0,08 — 78) (1-69) (0,25 -70)
Sin dato* 1 0 10
Alfabetismo (%) 274 36 (54,55) 38 (65,52) 66 (44,00) 0,017
Educacién
Sin estudios (%) 409 21 (24,42) 13 (18,31) 84 (33,33) 0,009
Primaria (%) 46 (53,49) 36 (50,70) 118 (46,83)
Secundaria (%) 16 (18,60) 17 (23,94) 29 (11,51)
Técnicos/tecnolégicos (%) 2(2,33) 3 (4,23) 3(1,19)
Prescolar, sin estudios (%) 1(1,16) 2(2,82) 18 (7,14)
Ocupacion
Cazador (%) 245 12 (26,67) 26 (47,27) 87 (60,00) <0,001
Pescador (%) 248 12 (27,27) 24 (43,64) 96 (64,43) <0,001
Agricultor (%) 247 10 (22,22) 35 (66,04) 99 (66,44) <0,001
Artesano (%) 241 10 (20,83) 12 (26,09) 53 (36,05) 0,101
Cuidado de hijos (%) 247 32 (64,00) 29 (61,70) 96 (64,00) 0,958
Cria de animales (%) 239 4 (9,30) 36 (70,59) 81 (55,86) <0,001
Consumos adictivos
Alcohol? (%) 562 16 (12,12) 26 (28,26) 136 (40,24) <0,001
Tabaco (%) 560 18 (13,74) 11 (11,96) 86 (25,52) 0,002
Yopo® (%) 560 10 (7,63) 3 (3,26) 62 (18,40) <0,001
Hallazgos clinicos de desnutricién
Cabello opaco (%) 528 42 (35,29) 44 (48,89) 206 (64,58) <0,001
Cabello rojizo (%) 533 4(3,31) 10 (11,11) 79 (24,53) <0,001
Emaciacion (%) 531 12 (10,00) 8(8,89) 8(2,49) 0,002
Coiloniquia (%) 532 14 (11,57) 8 (8,89) 23 (7,17) 0,328
Grasa subcutanea ausente (%) 533 1(0,83) 1(1,11) 3(0,93) 1
Cara edematosa (%) 533 3(2,48) 3(3,33) 12 (3,73) 0,811
Cara enflaquecida (%) 529 2 (1,65) 4 (4,49) 3 (0,94) 0,072
Edema abdominal (%) 531 11 (9,17) 8(8,89) 6 (1,87) 0,001
Signos potencialmente neurotdxicos
Prueba indice-nariz (%) 498 0 (0,00) 0 (0,00) 14 (4,56) 0,014
Signo de Romberg (%) 499 0 (0,00) 0 (0,00) 15 (4,89) 0,010
Nistagmus (%) 529 0 (0,00) 0 (0,00) 3(0,93) 0,749
Temblor al movimiento (%) 533 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,31) 1
Convulsiones (%) 269 0 (0,00) 6 (18,75) 19 (10,73) 0,001
Salud reproductiva
Abortos espontaneos (%) 140 9 (25,71) 3 (12,00) 25 (31,25) 0,162
Muerte de hijo (%) 136 9 (26,47) 5 (20,00) 26 (33,77) 0,385
Dificultad para lograr embarazo (%) 108 4 (13,33) 4 (21,05) 17 (28,81) 0,255
Menstruacion regular (%) 106 23 (88,46) 23 (100) 55 (96,49) 0,134
Otros hallazgos clinicos
Tiroides palpable (%) 517 44 (36,97) 21 (23,86) 95 (30,65) 0,129
Masa en cuello (%) 519 7 (5,83) 5 (5,68) 70 (22,51) <0,001
Masa en abdomen (%) 526 0 (0,00) 2 (2,22) 2(0,63) 0,171
Sangrado nasal (%) 527 0 (0,00) 1(1,14) 0 (0,00) 0,167
Soplos cardiacos (%) 532 3(2,48) 3(8,33) 7 (2,18) 0,822
Hipoventilacion toracica (%) 523 3 (2,56) 3(3,33) 1(0,32) 0,038
Dolor abdominal a la palpacion (%) 530 1(0,84) 12 (13,33) 22 (6,85) 0,001

¥ Algunos participantes no brindaron todas las respuestas, por lo que el tamafio de muestra no fue constante entre las variables.

2 Lo mas frecuente es en forma de vinete, bebida alcohdlica elaborada a partir de la savia del arbol de palma real (Scheela

roystonea regia).

° Polvo alucinégeno de color verde-amarillo para uso inhalado; se basa en semillas de Anadenanthera peregrina, mezclado con

platano, miel y caracol, entre otros; su principal uso es ritual.
* Algunos indigenas hitnii no conocen su edad o pueden no conocerla con exactitud.
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Perfil de morbilidad

Hubo signos y sintomas de baja ocurrencia que fueron descartados para
la descripcién y los posteriores analisis (no se muestran por su extension). A
continuacion, se presentan algunos hallazgos que sirven para evidenciar el
perfil general de morbilidad, y de eventos potencialmente asociados con la
exposicién a los hidrocarburos.

En relacion con los sintomas, los cuales son muy variados, es notorio
que la cefalea, la fiebre, las palpitaciones, la hematuria, la disnea, el dolor
abdominal y la diarrea, ocurran principalmente en los asentamientos no
urbanos. Otras manifestaciones clinicas, como: poliuria, picazén en la nariz,
rinorrea, estornudos, faringitis, tos y flemas, son mas frecuentes en los
resguardos ancestrales.

En relacion con los signos identificados por los médicos, fue notorio que la
emaciacion y la hipoventilacion toracica fueron mas frecuentes entre quienes
viven en zonas urbanas o el resguardo de Aspejend, en comparacion con los
territorios ancestrales.

El cabello opaco o rojizo, las masas en el cuello, la prueba indice-nariz
fallida y el signo de Romberg, se observaron mas frecuentemente entre
quienes viven en los resguardos ancestrales.

En relacion con los eventos reproductivos, es evidente una mayor
ocurrencia de abortos, muerte de hijos, y dificultades para lograr el embarazo,
entre quienes viven en los resguardos. Sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas, quiza por el tamafio reducido de la muestra
con respecto a las mujeres que respondieron estas preguntas.

Al expresar las asociaciones con la relacion de proporciéon (RP) y tomando
como referencia el grupo que esté en zonas urbanas, se observo que las
masas en el cuello detectadas por los médicos se asociaban con el grupo
de exposicion en los resguardos ancestrales (RP=,86; IC,, 1,77-8,39).

Esto concuerda con el autorreporte de “chichones” en el grupo de Aspejena
(RP=2,66; IC,., 1,65-4,29);y en el grupo de los resguardos ancestrales
(RP=1,92, IC,,,, 1,28-2,96). No hubo otros eventos asociados con el grupo
expuesto, por lo menos en una primera exploracion bivariada

95%

Perfil de mortalidad

Después de la reclasificacion, los listados libres permitieron identificar
18 causas de muerte, que incluyeron: causas externas, enfermedades
infecciosas y crénicas variadas e, incluso, sindromes de filiacion cultural
(cuadro 3). Se destaca el homicidio en el primer lugar, lo que denota la
importancia que tiene la violencia que ha sufrido el pueblo hitnd; le siguen los
tumores, que pueden ser de diferente origen y que podrian asociarse con la
contaminacién por hidrocarburos o enfermedades infecciosas. En tercer lugar,
se encuentra la tuberculosis, seguida por las cardiopatias que pueden ser de
origen chagasico, pues se sabe que la enfermedad es endémica en la regién
y entre los hitn (22). Resulta interesante observar que el alcoholismo y el
suicidio (28,29), el hambre (30), la mordedura de serpientes y la “brujeria’
son frecuentes entre los indigenas colombianos.
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Cuadro 3. Importancia reportada de las causas de muerte informadas por el jefe del hogar; resultados de listados libres

Causa de muerte (%)® Posicion promedio® Relevancia¥ Observaciones

Homicidio 24,4
Tumor 13,3
Tuberculosis 13,3
Gastrointestinal 8,9
Cardiopatia 8,9
No sabe 8,9
COVID-19 8,9
Alcoholismo 6,7
Vejez 6,7
Hambre 4.4
Respiratorio 4.4
Ofidismo 2,2
Suicidio 2,2
“Brujeria” 2,2

Sangrado interno 2,2
Muerte materna 2,2
Ahogamiento 2,2
Nefropatia 2,2

1,27 0,219 Incluye por guerrilla, paramilitares y ejército, y minas antipersona.
1,17 0,122 Incluye cancer, “masas” y “chichones’”
0,115

0,089

0,089

0,089

0,078 Datos oficiales, no tienen este registro.
0,056

0,052

0,044

0,022

0,022 Posible mordedura de Bothrops sp.
0,022

0,022

0,022

0,022

0,015

0,007

w
@

o Wi
NEARS

COMN — — 4 A N) = = 4 4

@ Numero de participantes que incluyeron la respuesta.
® Es el valor promedio de la posicién en las listas de la respuesta.
¥ Valores de indicadores de relevancia (salience) de Smith

Discusion

Los hallazgos del presente estudio sugieren que, en el perfil de
morbimortalidad del pueblo hitn(, tienen preponderancia las enfermedades
infecciosas y crénicas, asi como las lesiones traumaticas y los problemas
nutricionales. Hay una amplia variedad de condiciones de salud, que
parecen depender en gran medida del contexto, las cuales sugieren ser
consecuencia acentuada de los factores determinantes socioculturales
y ambientales. La rapida transicion del nomadismo al sedentarismo sin
seguridad alimentaria (31) y el desplazamiento forzado, parecen ocasionar
cambios, y unos de sus efectos mas evidentes son la desnutricion, en
la region urbana, y el sobrepeso y obesidad entre algunos subgrupos
de Aspejend y de los resguardos ancestrales. Esto ultimo parece estar
relacionado con la estratificacion social interna de cada asentamiento. Es un
perfil epidemioldgico muy particular, ajeno a lo observado a nivel nacional; se
evidencian la pobreza extrema y la falta de acceso a servicios de salud.

Las enfermedades infecciosas estan presentes ampliamente, desde las
mas comunes, como las infecciones respiratorias y gastrointestinales, hasta
enfermedades crénicas como la tuberculosis y la enfermedad de Chagas;
de esta ultima se confirmé su alta ocurrencia, similar a la observada 10
anos antes (22). Su presencia, incluso, es evidencia clara de las condiciones
socioambientales precarias y la falta de acceso a servicios de salud de calidad.

Por el interés que motivo este estudio, surge la necesidad de explorar con
mayor detalle si las linfoadenopatias observadas con mayor frecuencia en los
resguardos relacionados con el rio Ele y sus afluentes, indican la presencia
de neoplasias. Algunos tumores, segun informaron algunos participantes,
se han visto en el cuerpo de individuos que han fallecido. Sus allegados
no conocen muy bien su causa, y es dificil que lleguen a ser atendidos por
médicos; la consecuencia es que no hay registros de mortalidad confiables
para los miembros del pueblo hitn.

Infortunadamente, esto es algo comun en este tipo de poblaciones y su
consecuencia es el ocultamiento de un hecho sanitario importante. En similar
condicién se encuentran los hallazgos neurolégicos que podrian explicarse
por algun agente ambiental presente.
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Asimismo, este estudio mostré que el contexto del pueblo hitni es
similar al de otros indigenas de Latinoamérica, donde existen conflictos
socioambientales por la extraccion petrolera. Quiza los mas conocidos son
los casos de los mapuches en Argentina; los apurina, deni, juma y paumari
en Brasil; los achuar, cofan, quichua, secoya, shuar, siona y waorani en la
Amazonia ecuatoriana; los maya en Guatemala y México; los amahuaca,
ese’eje, mascho-piro urarina y yoro en Peru; y los warao en Venezuela (32).

En Colombia, especial atencion tiene el caso de los u'wa, cuyo climax
ocurrié hace casi dos décadas, relacionado con la extraccion petrolera
en Samoré (Toledo, Norte de Santander). Este grupo indigena se opuso
al proyecto debido, entre otros aspectos, a los posibles derrames de
hidrocarburos por problemas en los procesos productivos y, sobre todo,
por las posibilidades de derrames ocasionados por ataques de los grupos
guerrilleros al oleoducto Cafno Limon-Covefias (33).

Hallazgos como los descritos anteriormente son similares a los reportados
en situaciones parecidas, pero infortunadamente, muy poco estudiados en su
mayoria. Esto contrasta con los variados estudios sobre explotacion petrolera
en la Amazonia ecuatoriana, lo cual hace que su comparacion resulte de
gran utilidad. El trabajo aqui presentado se realizé en menos de dos anos y
en tiempos de pandemia, lo que obligé a los investigadores a optimizar los
métodos para poder obtener resultados con utilidad para la toma de decisiones.

Esto contrasta con el estudio en Ecuador, el cual, durante varios anos
utilizé una aproximacioén participativa siguiendo el modelo de: “epidemiologia
popular’ propuesto por Brown (34). Esto se facilité por el trabajo previo
del investigador principal en el territorio, pero el proceso fue complejo y
requirié bastante tiempo para tener resultados (35). Lo interesante es que
los hallazgos son similares a los que aqui se presentaron en relacién con la
importancia de las neoplasias como posibles efectos de la exposicion a los
hidrocarburos del petréleo (36).

Aunque los resultados fueron objeto de critica (37), sirvieron para una
discusion entre epidemidlogos sobre las limitaciones inherentes de la
epidemiologia ambiental y la ética, al investigar problemas sanitarios en los
cuales los afectados son minorias étnicas, con condiciones como dificultad
para el acceso por la geografia, y la precariedad de los servicios de salud y
educacion (38).

Por o anterior, los resultados qui presentados corresponden a una
aproximacion general a la problematica sanitaria del pueblo hitnii que, por el
propio disefio del estudio, tiene limitaciones. No obstante, el estudio favorecio la
observacion de efectos crénicos no letales o asociados con el tiempo de sequia
en la region. De esta manera, se excluyeron eventos como los asociados con
insectos transmisores de infecciones, infecciones respiratorias y mordeduras de
serpientes, que son de alta ocurrencia durante los periodos lluviosos.

Por el disefio, participaron todos los indigenas hitni que estaban en el
asentamiento en el momento del estudio, razén por la cual los resultados son
representativos, pese a no tener un muestreo especifico para tal fin.

Los resultados no indican que solo las linfoadenopatias requieren ser
estudiadas con mayor profundidad para verificar su posible asociacién con la
exposicion a hidrocarburos del petrdleo, sino que puede haber mas posibles
efectos adversos, tal vez de menor ocurrencia o que requieren otras formas
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de diagndstico, que se escapan a las limitaciones de un estudio sin apoyos
diagndsticos ni consulta con especialistas.

En conclusién, se confirma la necesidad de explorar con mas detalle
la posible ocurrencia aumentada de linfoadenopatias, asociada con la
exposicion a los hidrocarburos presentes en el petréleo crudo, identificada
mediante RP cruda. Los métodos y resultados descritos en este trabajo sirven
de fundamento para un estudio epidemiolégico especifico sobre ellas, asi
como la profundizacién del tema con andlisis de citogenética toxicoldgica y
mediciones de exposicion a hidrocarburos del petréleo, mediante la deteccién
de 1-hidroxipireno en orina y, asi, determinar si las linfoadenopatias pueden
ser de origen neoplasico (leucemias, linfomas o metastasis). En esos estudios
ya se podran controlar los posibles factores de confusion en la asociacion.

Las limitaciones inherentes a un estudio observacional exploratorio
como éste ya son conocidas, asi como la necesidad de tomar acciones ante
situaciones sanitarias precarias como las de los hitnii. Debe mencionarse,
por tanto, que los hallazgos presentados no indican causalidad, pero si son
sugestivos de una posible asociacion que deberia ser mejor estudiada; ademas,
es evidente que este tipo de poblaciones se encuentra afectada por factores
sociales y culturales muy especificos que pueden actuar conjuntamente, y
que entender sus interacciones requiere abordajes que van mas alla de la
epidemiologia y las actividades convencionales de salud publica (39).

Sera importante explorar con mayor detalle los efectos reproductivos
adversos mas sutiles, como la disminucion de la fecundidad y los efectos
neurotdxicos que, por su baja ocurrencia o dificultades culturales de
medicion, generan un reto mayusculo. De igual manera, es evidente que
las condiciones de nutricion y seguridad alimentaria son precarias en una
proporcion importante de los hitni, asi como la ocurrencia de enfermedades
infecciosas como la tuberculosis y la enfermedad de Chagas. Sin embargo, el
estudio de la potencial asociacion de estas enfermedades con la exposicion a
hidrocarburos no implica que se detengan acciones e intervenciones urgentes
que tengan como objetivo mejorar el agua para consumo, las condiciones de
salud, nutricion y seguridad, desde un enfoque intercultural que respete la
autonomia del pueblo hitna.

Dados los resultados, la busqueda activa de casos sospechosos de
cancer, enfermedad de Chagas, tuberculosis y desnutricion, fue solicitada
por el equipo investigador a la IPS-I encargada de la atencion de esta
poblacion, a la EPS, a las autoridades locales y al Ministerio de Salud y
Proteccion Social. Se ha transmitido de manera clara, la falta de atencion
en salud que esta poniendo en peligro de extincion a la cultura hitnQ, y que,
por ser un pueblo de especial proteccidn constitucional, las autoridades
deberian vigilar estrechamente dichas actividades y no simplemente delegar
responsabilidades a los prestadores de salud y aseguradora.

Los hallazgos aqui descritos corresponden a un claro caso de injusticia
ambiental (40), en el que uno de los grupos mas desfavorecidos de Colombia
puede estar siendo afectado por una suma de factores determinantes
socioculturales y ambientales. Estos hallazgos seran presentados por el
Ministerio de Salud y Proteccion Social ante las autoridades judiciales, para
gue se tomen acciones que busquen la proteccion del pueblo hitnl y sirvan
de modelo para estudios interculturales de salud ambiental que se realicen en
el pais.
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Introduccion. El fluconazol es el antifliingico mas utilizado para la prevencion y el
tratamiento de infecciones causadas por el género Cryptococcus, agente etioldgico de la
criptococosis. La resistencia al fluconazol en los aislamientos de Cryptoccocus neoformans
puede hacer fracasar el tratamiento y generar recaidas de la infeccion.

Objetivo. Evaluar los perfiles de expresion de los genes AFR1, MDR1y ERG11 en
aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii, durante la respuesta in vitro a la
induccién con fluconazol.

Materiales y métodos. Se estudiaron 14 aislamientos de C. neoformans var. grubii
provenientes de pacientes con HIV, de los cuales 6 eran sensibles al fluconaol y 8
presentaban sensibilidad disminuida. Los niveles de expresion de los genes ERG11, AFR1
y MDR1 se determinaron mediante PCR en tiempo real.

Resultados. Los aislamientos resistentes al fluconazol mostraron sobreexpresién de los
genes AFR1y MDR1, mientras que la expresion de los fenotipos de resistencia evaluados
se mantuvo homogénea en ERG11, en todos los aislamientos de C. neoformans var. grubii.
Conclusiones. La sobreexpresion de los genes AFR71 y MDR1 que codifican las bombas
de eflujo, contribuye a la resistencia al fluconazol en los aislamientos estudiados. Sin
embargo, los patrones de resistencia que se registran en este hongo, sumado a los

casos de recaidas en pacientes con HIV, no pueden atribuirse Unicamente a los casos

de resistencia por exposicion al farmaco. Otros mecanismos podrian también estar
involucrados en este fendmeno, como la resistencia emergente (resistencia mediante otros
genes ERG) y la heterorresistencia, los cuales deben ser estudiados en estos aislamientos.

Palabras clave: Cryptococcus neoformans; criptococosis; fluconazol; azoles;
farmacorresistencia microbiana

Gene expression profiles of ERG11, MDR1 and AFR1 in Cryptococcus neoformans var.
grubbi isolated from HIV patients

Introduction: Fluconazole is the most used antifungal drug for prevention and treatment

of Cryptococcus spp. infections, the etiological agent of cryptococcosis. Resistance to
fluconazole among Cryptococcus neoformans isolates can lead to treatment failure and
generate relapses.

Objective: To evaluate the expression profiles of the AFR1, MDR1 and ERG11 genes in C.
neoformans var. grubii clinical isolates during the in vitro response to fluconazole induction.
Materials and methods: Fourteen C. neoformans var. grubii isolates recovered from HIV
patients were studied, in which 6 showed sensitivities to fluconazole and 8 decreased
sensitivity. The expression levels of ERG11, AFR1 and MDR1 genes were determined by
real-time PCR from extracted mRNA.

Results: AFR1 and MDR1 genes from C. neoformans var. grubii were overexpressed in
fluconazole resistant isolates, whereas ERG17 maintains homogeneous expression in all
the evaluated resistance phenotypes of C. neoformans var. grubii isolates.

Conclusions: The overexpression of AFR1 and MDR1 genes, which codify for efflux
pumps, contributes to fluconazole resistance in the studied isolates. However, the resistance
patterns in this fungus and the relapse cases in HIV patients cannot be attributed solely to
the exposure to the drug. Heteroresistance and the emerging resistance (resistance through
other ERG genes), might be other mechanisms involved in this phenomenon, which must
be studied in these isolations.
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La criptococosis es una enfermedad infecciosa de distribucion mundial
que abarca un amplio espectro de presentaciones clinicas. Afecta desde
el huésped aparentemente inmunocompetente y sin una enfermedad
subyacente, hasta los inmunocomprometidos por infeccion con el virus de
la inmunodeficiencia humana [Human Immunodeficiency Virus (HIV)] o con
sida, trasplante de 6rganos o tumores malignos.

Las manifestaciones clinicas de esta micosis pueden variar desde la
colonizacion asintomatica de las vias respiratorias, hasta la diseminacion
de la infeccion hacia cualquier parte del cuerpo humano (1). Se estima
que cada afio ocurren 220.000 casos de meningitis criptococdcica entre
personas con HIV-sida en todo el mundo, lo que resulta en 181.000 muertes,
aproximadamente (2). En Colombia, la micosis alcanza una incidencia anual
de 0,23 casos por cada 100.000 habitantes y, en los pacientes que padecen
sida, se registra un incremento de 1,1 individuos por cada 1.000 (3); la
cripcococosis es una de las principales causas de muerte (15 %) en esta
poblacion (2).

Cryptococcus spp. es el agente etioldgico de la criptococosis. Es una
levadura del filo Basidiomycota, de la cual se han descrito mas de 80
especies que se clasifican como dos complejos de especies que son
patégenas para los humanos: el complejo C. neoformans y el complejo
C. gattii (4). Esta levadura saprofita encapsulada se reproduce en su fase
asexual mediante blastoconidias unigemantes o multigemantes asincrénicas
que son infecciosas al inhalarse.

Se han descrito cinco serotipos nombrados como A, B, C, D y AD,
clasificacion que se basa en las diferencias estructurales de los polisacaridos
de la capsula. El complejo de especies de C. neoformans esta, a su vez,
subdividida en dos variedades conocidas como C. neoformans var. grubii
(serotipo A) y C. neoformans var. neoformans (serotipo D y AD). Por otro lado,
los serotipos B y C se agrupan en el complejo C. gattii (1). De igual manera,
el complejo C. gattii ha sido reorganizado en cinco especies: C. gattii, C.
bacillisporus, C. deuterogattiii, C. tetragattii y C. decagattii. Ademas, se han
reportado otros serotipos generados por hibridos, como el serotipo AB (C.
neoformans x C. gattii hybrid o C. neoformans x C. deuterogattii) y el serotipo
DB (C. deneoformans x C. gattii) (4,5). La infeccidn con estas especies se
ha relacionado con afeccion pulmonar y dafo en el sistema nervioso central
(6-8).

La epidemiologia de C. neoformans esta bien caracterizada, afectando
huéspedes inmunocomprometidos e inmunocompetentes. Por el contrario, C.
gatiii se ha considerado histéricamente como agente patégeno de huéspedes
aparentemente inmunocompetentes (8).

En la mayoria de los paises en desarrollo, el tratamiento fungicida inicial
combinando anfotericina B y 5-fluorocitosina (5-FC) se excluye de los protocolos
por su alto costo, disponibilidad y dificultad de administracion y seguimiento,

a pesar de que es el recomendado por la Organizacién Mundial para la Salud
(OMS) durante la fase de induccion para los casos de criptococosis (9).
Lamentablemente, la disponibilidad de la 5-FC es limitada en los lugares en
donde la carga y la mortalidad de la enfermedad son mas altas (8).
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La monoterapia con fluconazol (200-800 mg/dia) es recomendada por
la OMS como el tratamiento de eleccion solo durante la consolidacion,
el mantenimiento o la profilaxis secundaria (9). Sin embargo, en paises
en desarrollo, suele ser la unica opcidn de tratamiento para todas las
fases y etapas de la infeccion, a pesar de que tome mas tiempo lograr la
esterilizacion del liquido cefalorraquideo (10).

El éxito de la implementacion de esta terapia durante la etapa inicial
de la micosis, al igual que el tratamiento en la fase de mantenimiento con
fluconazol, podria ser riesgosa debido al surgimiento de cepas resistentes,
cuya prevalencia es del 20 % en algunas regiones del mundo. Ademas, son
muy frecuentes los aislamientos de este hongo obtenidos de pacientes con
recaidas, con cultivo positivo, que muestran disminucién de la sensibilidad a la
flucitosina (11,12). Las fallas en el tratamiento con fluconazol de la enfermedad
criptococdcica, no se pueden atribuir inicamente al uso prolongado del
farmaco, sino también a la resistencia emergente del agente etiolégico.
Ademas, debe considerarse el fendmeno de la heterorresistencia, el cual
también ha sido reportado como un mecanismo alternativo con potencial para
explicar el comportamiento del hongo ante este antifungico (13).

El principal mecanismo por el cual los hongos adquieren resistencia contra
los azoles, se basa en la sobreexpresion del gen ERG11, el cual codifica
para la enzima lanosterol 14-a-desmetilasa (Erg11p), blanco de accion de
estos antifungicos. Las mutaciones en ERG11 disminuyen la sensibilidad de
esta enzima Erg11p para ser inhibida por los azoles (14). Venkateswarlu, et
al. (1997), sugirieron la posibilidad de que estas proteinas transportadoras
de membrana estuviesen involucradas como mecanismos de resistencia a
los azoles en Cryptococcus. Estos autores reportaron que los aislamientos
clinicos de C. neoformans con altos valores de concentracion inhibitoria
minima (CIM) mostraban bajas concentraciones intracelulares de fluconazol,
en comparacion con las cepas con CIM bajas para el fluconazol (15).

Es asi como en C. neoformans se han identificado dos bombas de eflujo
en la membrana plasmatica. La primera, es codificada por el gen MDR1, el
cual genera para una proteina de transporte de membrana en eucariotas,
relacionada con proteinas de resistencia a multiples farmacos (16); y la
segunda, codificada por el gen AFR1, el cual origina codifica para otro
transportador de membrana plasmatica (transportador ABC) diferente.

Las células del hongo que muestran expresion aumentada de AFRT,
también tienen altos valores de CIM, en comparacioén con sus controles
silvestres. Algunos autores han encontrado que los ratones inoculados con
cepas de C. neoformans que muestran sobreexpresién de AFR1, responden
de manera menos favorable al tratamiento con fluconazol, comparados
con los controles infectados con la cepa silvestre. Ademas, la disrupcion de
este gen causa disminucion de los valores de la CIM, y un incremento de la
sensibilidad en los ratones tratados con fluconazol (16-18).

El objetivo de este trabajo fue evaluar los perfiles de expresion de los
genes AFR1, MDR1 y ERG11 en aislamientos clinicos de C. neoformans
var. grubii de pacientes con HIV, durante la respuesta in vitro a la terapia de
induccion con fluconazol.
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Materiales y métodos
Aislamientos clinicos

Las muestras bioldgicas (liquido cefalorraquideo o suero) se sembraron en
agar Sabouraud glucosado sin cicloheximida; después de 24 a 48 horas de
incubacién a 30 °C, se observaron colonias caracterizadas como Cryptococcus
spp., las cuales fueron replicadas en el mismo medio hasta obtener colonias
aisladas. Los aislamientos recuperados durante un periodo de dos anos
se sometieron a criopreservacion a -20 °C en medio de cultivo con agar y
leche descremada, en la Unidad de Micologia Médica y Experimental de la
Corporacion para Investigaciones Biolégicas de Medellin, Colombia.

En total, se seleccionaron 14 aislamientos clinicos de C. neoformans var.
grubii obtenidos a partir de dichas muestras clinicas, todas provenientes de
pacientes con HIV (cuadro 1). Segun la prueba de sensibilidad in vitro y de
acuerdo con los puntos epidemiolégicos de corte, 8 aislamientos mostraron
disminucién de la sensibilidad al fluconazol y 6 mostraron un fenotipo sensible
(19,20).

Pruebas de sensibilidad

Las pruebas de sensibilidad se realizaron mediante el método de difusion
con discos de fluconazol de 25 pg (Beckton Dickinson, Spark, MD), siguiendo
el protocolo establecido por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), en la guia M44 propuesta por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) (21). La lectura de los halos de inhibicion fue
documentada en el equipo BIOMIC™.

En el caso de Cryptococcus spp., aun no se han establecido los puntos
de corte clinicos para determinar los fenotipos de sensibilidad al fluconazol,
por lo cual se utilizan los puntos de corte epidemioldgicos (19,20); estos
corresponden al valor de la CIM que marca el limite superior de los
aislamientos de tipo salvaje (wild type). Para C. neoformans var. grubii, se
definié un punto de corte epidemiolégico de 8 pug/ml; por consiguiente, los
aislamientos con una CIM mayor de 8 pg/ml se consideraron con sensibilidad
disminuida al fluconazol (20).

Cuadro 1. Caracteristicas de los aislamientos de Cryptococcus neoformans
var. grubii empleados en el estudio

Identificacion del . . . CIM* fluconazol Sub-CIM*
. . Fenotipo de resistencia
aislamiento* (ng/ml) (ng/ml)

64212 Resistente >256 64
66992 Resistente >256 64
64146 Resistente >256 64
57332 Resistente >256 64
53687 Resistente >165 64
24198 Sensible 1 0,5
8843 Sensible 5 2
22602 Sensible 6 2
24405 Sensible 1,1 0,5
23849 Sensible 1,1 0,5
63127 Sensible 4 2
23433 Sensible dosis dependiente 32 16
18666 Sensible dosis dependiente 16 8
52550 Sensible dosis dependiente 61 32

* La concentracion inhibitoria minima (CIM) se determiné mediante el método de difusion

con discos.

*+Todos los aislamientos fueron recuperados de pacientes con HIV
+ Concentraciones sub-CIM usadas para el tratamiento de cada uno de los aislamientos
estudiados. Los valores se asignaron segun el valor de CIM previamente determinado.
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Andlisis de expresion
Purificacion del ARN

Se recuperod el ARN total de los 14 aislamientos del estudio, después de
su crecimiento en el medio de cultivo liquido YPD (Yeast Peptone Dextrose)
mediante incubacion a 30 °C y 150 rpm durante 24 horas. Se inoculé 1 ml
del cultivo del hongo en fase logaritmica (1 x 108 blastoconidias por ml,
contadas en camara de Neubauer) en dicho medio, con el fin de normalizar
las condiciones de todos los aislamientos evaluados.

Los cultivos se incubaron a 30 °C y 150 rpm durante 48 horas en
ausencia del antifungico, para luego ser incubados durante 2 horas bajo
concentraciones de fluconazol inferiores a la CIM (16) (cuadro 1). A
continuacion, se recolectaron las blastoconidias y se procedi6 a extraer el
ARN total por el método de Trizol™ (Life Technology, USA), junto con un
choque térmico, siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ARN se traté con
1 U/l de DNase 1 (ThermoFisher, USA).

Con el fin de verificar la ausencia de ADN genémico, las muestras de ARN
se emplearon en una PCR convencional, utilizando cebadores especificos
para el gen de la actina como gen normalizador (cuadro 2), en la cual la
ausencia de un producto de amplificacion garantiza la ausencia de ADN
genomico. El ARN purificado fue cuantificado y analizado utilizando un
Nanodrop 2000™ (ThermoFisher, USA).

Sintesis del ADN complementario (ADNc)

La cadena complementaria de ADN (ADNCc) se sintetizé a partir de los
ARN totales extraidos, empleando una concentracién 600 ng totales (3 pl de
una solucion a 200 ng/ul) de ARN, en una reaccién de 20 pl de volumen final,
usando el juego de reactivos comercial: Maxima H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit™ (ThermoFisher, USA), segun las instrucciones del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

La PCR en tiempo real se practicé usando el juego de reactivos
comerciales Maxima SYBR Green/Fluorescein gPCR Master Mix™ (2X),
siguiendo las indicaciones del fabricante (ThermoFisher, USA).

La reaccion de PCR contenia 2 pl de ADNg, el cual se hallaba a una
concentracién de 300 ng/pl, 10 pyl de SYBR Green Master Mix 2X, y 0,1 mM
de cada cebador (cuadro 1). Las reacciones tuvieron un volumen final de 20
pl, el cual fue ajustado con agua libre de nucleasas. El equipo empleado para
detectar la fluorescencia fue el CFX96 Real-Time PCR Detection System™
(Bio-Rad, Headquarters Hercules, California, USA).

Cuadro 2. Cebadores usados en el andlisis de la PCR en tiempo real

. Tamano del

Gen Cebador Secuencia fragmento de ADN

ERG11* Forward 5" CCATGTCCGAGCTCATCATTCTT 3° 150 pb
Reverse 5 ACTGGGAAGGGGCAAGTTGG 3’

AFR1* Forward 5 CCCACTTTGCCATACTTTTGG 3’ 85 pb
Reverse 5'AACTGTGGAGACAAGACCACTGATAA 3’

MDR1* Forward 5 ACCCACTCTTTTCGGTAC 3’ 180 pb
Reverse 5 TACCGCGCTCACCAAC 3’

Actina* Forward 5 CCAAGCAGAACCGAGAGAAGATG 3’ 156 pb
Reverse 5 GGACAGTGTGGGTGACACCGT 3’

*(17)

*(18)
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Se hizo una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguida
de 45 ciclos de PCR, de la siguiente manera: 95 °C durante 50 segundos, 60
°C por 20 segundos, y 72 °C durante 30 segundos. El analisis de las curvas
de disociacion (melting curve analysis) de los productos de PCR, se baso en
la aplicacion de un gradiente de temperaturas creciente con posterioridad a la
PCR, para determinar la temperatura de fusion (Tm), que es la temperatura a la
que el 50 % de las moléculas de ADN de doble cadena son desnaturalizadas.

Este paso se hizo después de la polimerizacién para descartar la
posibilidad de amplificacion no especifica o de formacién de dimeros
de iniciadores. Los niveles de expresion del ARN mensajero (ARNm) se
calcularon mediante un método de expresion relativa, usando la férmula 224CT,
donde AACT es la diferencia entre el gen diana y el gen de la actina (22).
Cada experimento se llevé a cabo en dos réplicas biolégicas y cada muestra
fue evaluada por triplicado.

Resultados

Las pruebas de sensibilidad a los antifungicos permitieron caracterizar los
aislamientos segun su fenotipo de sensibilidad al fluconazol. Como resultado
de esta prueba, 8 aislamientos mostraron una sensibilidad disminuida
con CIM mayores que los puntos de corte epidemioldgicos (8 pg/ml); de
estos 8 aislamientos, 5 obtuvieron valores de CIM mayores de 64 pg/mly
3 presentaron valores de CIM entre 16 y 61 pg/ml. Ademas, 6 aislamientos
mostraron valores de CMI menores que los puntos de corte epidemioldgico
(CIM entre 1y 6 ug/ml) (cuadro 1).

Perfiles de expresion de los genes ERG11, AFR1 y MDR1

Los controles empleados para verificar la ausencia de ADN en las
muestras de ARNm demostraron la ausencia de productos de amplificacion,
verificandose la pureza del ARN extraido.

Los niveles de ARNm de los genes ERG11, AFR1 y MDR1 relativos
a la actina (gen constitutivo), se evaluaron en todos los aislamientos
registrados en el cuadro 1. La proporcion de los niveles de ARNm del gen
ERG11 comparados con los del gen constitutivo (ERG11/ACT1), no fueron
significativamente diferentes entre los aislamientos de los dos fenotipos de
resistencia evaluados: sensibles, y con sensibilidad disminuida no obstante,
en los aislamientos resistentes, la expresion relativa a la actina del gen AFR1
fue 2,4 veces mayor que en los aislamientos sensibles, y la del gen MDR1
fue 7,7 veces mayor que en el grupo con valores CIM entre 16 y 61 pg/mi
(figura 1). Asimismo, el analisis de las curvas de fusién (melting curves),
permitié descartar la presencia de productos de amplificacién inespecificos o
dimeros entre las parejas de cebadores evaluadas.

Discusion

El objetivo principal de este estudio fue determinar los perfiles de
expresion de los genes ERG11, AFR1 y MDR1. La sobreexpresion del gen
ERG11, que codifica para la enzima diana de los azoles (lanosterol 14
a-desmetilasa), constituye uno de los principales mecanismos por medio
del cual las levaduras de importancia médica, incluidas las especies de
Cryptococcus, adquieren resistencia a estos antifungicos (23). Asimismo,
la sobreexpresion de los genes AFR1 y MDR1, que codifican para las
bombas de eflujo son factores importantes que le confieren resistencia a C.
neoformans contra el fluconazol (24).
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Figura 1. Efecto del fluconazol en la expresion de los genes ERG11, AFR1 y MDR1. Los resultados de la expresion relativa de estos genes se
calcularon usando la férmula 224°T relativa al gen de la actina (ACT1), como gen normalizador (19). Las cajas representan el rango intercuartil o la
media del 50 % de las observaciones.

Los valores de la CIM muestran que existe una gran frecuencia de
aislamientos colombianos con sensibilidad disminuida al fluconazol en
poblacion con sida (mayor de 50 %), similar a lo reportado por Agudelo, et
al. (2015), quienes encontraron una tendencia similar utilizando un tamafo
de muestra mas grande (n=72). Lo anterior demuestra que los aislamientos
recuperados de pacientes con sida son menos sensibles al tratamiento con
fluconazol (25,26), y que se debe profundizar en el estudio de las causas de
esta alta frecuencia en la subpoblacién colombiana.

A pesar de no existir un consenso acerca de los puntos de corte
epidemioldgicos, los aislamientos de C. neoformans var. grubii considerados
menos sensibles al fluconazol en este estudio, se categorizarian igual
utilizando los puntos de corte reportados en la mayoria de los estudios
publicados (27). Por tanto, la expresion de los genes AFR1 y MDR1 podria
compararse con la encontrada en otras poblaciones consideradas resistentes.

En algunos estudios se ha demostrado que ni el aumento en la magnitud
de la expresion de los genes, ni las variaciones en la secuencia codificante
del gen ERG11, pueden explicar los altos valores de CIM encontrados en
aislamientos clinicos de C. gattii (23). Resulta de suma importancia explorar
este comportamiento, especificamente en C. neoformans var. grubii, y
correlacionarlo con los hallazgos del presente estudio, pues, en todos
los aislamientos evaluados bajo nuestras condiciones experimentales, la
magnitud de la expresion registrada para el gen ERG11 no se correlaciona
con los perfiles de resistencias encontrados. Esto indica que es posible que
las mutaciones en el ERG11, la sobreexpresién de otros genes ERG o el
aumento de la actividad de las bombas de eflujo, sean responsables de la
resistencia en estos aislamientos.

Asi, las sustituciones de aminoacidos en los genes ERG pueden contribuir
a producir una baja afinidad entre la enzima lanosterol 14-a-desmetilasa
(Erg11p) y el fluconazol, causando la resistencia (28).

Por su parte, Florio, et al. (29), reportaron un efecto compensatorio de
aumento, entre 2,09 y 3,95 veces, de la expresion de ocho genes ERG
(ERGT1, ERG2, ERG3, ERG5, ERG7, ERG11, ERG13 y ERG25), bajo
induccion con fluconazol durante cortos periodos (29). Esto concuerda con
lo hallado en el presente estudio, en el cual, los valores de la expresion de

703



Torres |, Gallo JE, Gémez OM, et al.

704

Biomédica 2022;42:697-706

ERG11 fueron similares en los tres grupos de sensibilidad aqui probados.

Por tanto, se requieren nuevos estudios en que se evallen otros genes de
tipo ERG, con el fin de confirmar este comportamiento en los aislamientos
colombianos de C. neoformans var. grubii obtenidos de pacientes con HIV.

A la fecha, AFR1 y MDR1 son los unicos genes conocidos que codifican
para dos bombas de eflujo asociadas con la resistencia de C. neoformans
a medicamentos antifungicos (29,30). Los estudios de bloqueo (knock out)
de genes revelan que la disrupcién del gen AFR1 resulta en la delecion total
del gen, lo cual confiere al mutante receptor total sensibilidad a los azoles y,
ademas, la reintroduccidn del gen restaura el fenotipo de resistencia.

Estos hallazgos indican claramente que la sobreexpresion de AFR1 es
un factor determinante importante en el aumento de la resistencia in vitro de
C. neoformans a los azoles. Sin embargo, es posible que otros mecanismos
estén involucrados en este fendmeno (18).

En este mismo sentido, Sionov, et al., describen cierto mecanismo
de adaptacion del hongo como respuesta al antifiingico, denominado
heterorresistencia, en el cual se observa que el numero de cromosomas
disdmicos se correlaciona de manera positiva con la duracion de
la exposicion al fluconazol; la duplicacion del cromosoma 1 estuvo
estrechamente relacionada con dos genes, ERG71 y AFR1. Tal plasticidad
gendmica hace posible que las células sobrelleven el estrés causado por
el efecto del medicamento, lo cual se ha observado en el serotipo A (C.
neoformans var. grubii) y en el D (C. neoformans) (31).

En resumen, hemos demostrado que los genes AFR1 y MDR1 de C.
neoformans var. grubii presentan una sobreexpresién en aislamientos
resistentes al fluconazol, mientras que el gen ERG11 mantiene homogénea
su expresion en todos los aislamientos de C. neoformans var. grubii, de
los tres fenotipos de resistencia evaluados. Lo anterior sugiere que estas
bombas de eflujo contribuyen a la resistencia al fluconazol en este grupo de
aislamientos estudiados.

No obstante, los patrones de resistencia que se registran en este hongo,
sumados a los casos de recaidas en pacientes con HIV, no pueden atribuirse
Unicamente a casos de resistencia por exposicion al farmaco, debido a que
la heterorresistencia es un mecanismo alternativo con un gran potencial en
este proceso. En el presente estudio, se incluyé unicamente una variante
de cada gen evaluado y una muestra de 14 aislamientos. El analisis de
los niveles de expresion de otros genes de tipo ERG, asi como la variante
AFR2 y la inclusion de un mayor nimero de aislamientos con el fenotipo
de heterorresistencia, permitiran elucidar de manera mas clara la funcién
de estos genes en el complejo mecanismo de resistencia a los azoles en
Cryptococcus patégenos.
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Costo-efectividad de la oxigenacion con membrana
extracorpdrea en pacientes con sindrome de
dificultad respiratoria aguda en Colombia

Alex Garcia'?, Nelson Dario Giraldo?

' Departamento de Anestesiologia y Reanimacion, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

2 Departamento de Medicina Critica y Cuidados Intensivos, Hospital Pablo Tobén Uribe, Medellin,
Colombia

3Unidad de Cuidados Intensivos Cardiovascular, Clinica CardioVid, Medellin, Colombia

Introduccion. La terapia con oxigenacién con membrana extracorpdrea es costosa y,
aunque existe existen indicios en la literatura de que puede ser una intervencion costo-
efectiva en los paises desarrollados, hay dudas sobre su costo-efectividad en un pais con
un producto interno bruto per cépita bajo, como Colombia.

Objetivo. Determinar el incremento de la relacién costo-efectividad de la terapia con
oxigenacion con membrana extracorpdrea en pacientes con sindrome de dificultad
respiratoria aguda en Colombia.

Materiales y métodos. Se eligieron pacientes adultos con diagnéstico de sindrome de
dificultad respiratoria aguda para el analisis de costo-efectividad desde la perspectiva del
sistema de salud. Se compararon aquellos pacientes con asistencia respiratoria mecanica
con volumenes bajos con aquellos tratados con oxigenacién con membrana extracorpérea.
Se determinaron los costos médicos directos de la atencion y el incremento de la relaciéon
costo-efectividad a los 6 meses.

Resultados. El costo esperado por paciente en asistencia respiratoria mecanica protectora
fue de COP$ 17’609.909. El costo del soporte mediante terapia de oxigenacion con
membrana extracorporea fue de COP$ 98'784.116. La relacién de costo-efectividad
promedio fue de COP$ 141°'662.435 por cada vida salvada (USD$ 41.276).

Conclusiones. El soporte con terapia de oxigenacion con membrana extracorpérea tuvo
un costo promedio de COP$ 141°662.435 por cada vida salvada, equivalente a USD$
41.276 dolares y el incremento de la relacion costo-efectividad fue de COP$ 608°783.750
(USD$ 177.384), casi diez veces superior a la regla de decisién de 3 PBI per cépita (COP$
59'710.479).

Palabras clave: oxigenacion con membrana extracorpérea; sindrome de dificultad
respiratoria; respiracion artificial; andlisis costo-beneficio; Colombia

Cost-effectiveness of extracorporeal membrane oxygenation in patients with acute
respiratory distress syndrome in Colombia

Introduction: Extracorporeal membrane oxygenation therapy is expensive. There is
evidence in the literature that it can be a cost-effective intervention in developed countries;
however, in countries with low gross domestic product per capita, such as Colombia, there
are still some doubts

Objective: To determine the incremental cost-effectiveness ratio of extracorporeal
membrane oxygenation in patients with acute respiratory distress syndrome in Colombia.
Materials and methods: Cost-effectiveness analysis in healthcare in relation to adult
patients diagnosed with acute respiratory distress syndrome with mechanical ventilation
with low volumes compared to extracorporeal membrane oxygenation. The direct medical
costs and the incremental cost-effectiveness ratio were determined at 6 months.

Results: The expected cost per patient on protective mechanical ventilation was COP$
17,609,909. The cost of extracorporeal membrane oxygenation therapy support in surviving
patients was COP$ 98,784,116. The average cost-effectiveness ratio of extracorporeal
membrane oxygenation was COP$ 141,662,435 for each life saved (USD$ 41,276).
Conclusions: Support with extracorporeal membrane oxygenation therapy had an average
cost of COP$ 141,662,435 for each life saved equivalent to USD$ 41,276. The incremental
cost-effectiveness ratio COP$ was 608,783,750 (USD$ 177,384); almost ten times higher
than the decision rule of three gross domestic product per capita (COP$ 59,710,479).

Keywords: Extracorporeal membrane oxygenation; respiratory distress syndrome;
respiration, artificial; cost-benefit analysis; mechanical ventilation; Colombia
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El sindrome de dificultad respiratoria aguda es un tipo de lesién pulmonar
inflamatoria caracterizada por el dafo del epitelio alveolar y endotelial, que
incrementa la permeabilidad de la membrana alveolocapilar y produce edema
pulmonar, lo que ocasiona hipoxemia grave e insuficiencia respiratoria aguda
(1,2).

El sindrome de dificultad respiratoria aguda tiene una incidencia entre 7,2
y 86,2 casos por cada 100.000 pacientes-ano, lo que corresponde al 10,4 %
de los ingresos a la unidad de cuidados intensivos. Esto representa casi un
cuarto (23,4 %) de los pacientes con asistencia respiratoria mecanica, con una
mortalidad entre el 32 y el 61 % (3). En Colombia, Vardn, et al., publicaron un
estudio de cohorte con 70 pacientes en el que la edad media de presentacion
del sindrome de dificultad respiratoria aguda fue de 49 afios y el 66 % eran
hombres. La principal causa de este sindrome fue neumonia adquirida en
la comunidad. La mortalidad a los 28 dias fue del 34 % y los sobrevivientes
tuvieron una mediana de 11 de dias de asistencia respiratoria mecanica y una
de 14 dias de hospitalizacién en la unidad de cuidados intensivos (4).

El tratamiento de los pacientes con sindrome de dificultad respiratoria
aguda consiste en corregir la causa subyacente y ofrecer soporte respiratorio
con la estrategia de volumenes bajos, acompafhado de asistencia respiratoria
en prono y relajaciéon neuromuscular en los casos mas graves (5,6). Para
pacientes con hipoxemia persistente, la oxigenacién con membrana
extracorpdrea es una técnica que permite oxigenar la sangre y eliminar
el diéxido de carbono y, en casos adecuadamente seleccionados, ha
demostrado aumentar la supervivencia de los pacientes con sindrome de
dificultad respiratoria aguda grave (7-10).

En Colombia, hay al menos seis centros cardiovasculares con experiencia
en la aplicacion de este tratamiento (11). A pesar de esto, la oxigenacion con
membrana extracorporea es una terapia costosa que ha demostrado ser
una estrategia costo-efectiva en paises con altos ingresos; sin embargo, hay
dudas de su costo-efectividad en un pais con un producto interno bruto (PIB)
per capita menor y con menos disponibilidad de recursos (8,12).

El objetivo de este estudio fue determinar, desde una perspectiva del
sistema nacional de salud (tercer pagador), la relacién costo-efectividad de
la terapia de oxigenacién con membrana extracorpdrea en pacientes con
sindrome de dificultad respiratoria aguda.

Materiales y métodos

Andlisis de costo-efectividad desde la perspectiva del sistema nacional
de salud

La poblacidn objetivo incluyd pacientes mayores de 18 afios con
diagnostico de sindrome de dificultad respiratoria aguda, segun los
criterios de Berlin. Se excluyeron pacientes con edema pulmonar de origen
cardiogénico, hipoxemia atribuida a hemorragia alveolar y enfermedad
pulmonar crénica grave.

El horizonte temporal adoptado fue la duracion del episodio agudo del
sindrome de dificultad respiratoria aguda tratado en la unidad de cuidados
intensivos y el total de la estancia hospitalaria. Este es un horizonte de tiempo
adecuado para comparar las intervenciones, ya que el soporte respiratorio y
la oxigenacién con membrana extracorporea solo se realizan en la unidad de
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cuidados intensivos. Como el horizonte de tiempo fue inferior a un afio, no fue
necesario utilizar tasa de descuento.

Las alternativas consideradas fueron el soporte de oxigenacion con
membrana extracorpérea en modalidad veno-venosa, en comparacion
con la asistencia respiratoria mecanica con volumenes bajos asociada a
la respiracion en decubito prono, con relajacion neuromuscular o sin ella.
Para elaborar el caso base, se siguieron los reportes de la literatura y las
recomendaciones de las guias de practica clinica y de un comité de expertos.
Se asumieron 14 dias de estancia en la unidad de cuidados intensivos para
los pacientes con asistencia respiratoria mecanica sin diferencias entre
los sobrevivientes y los fallecidos. Para los pacientes en oxigenacién con
membrana extracorpdrea, se asumieron 14 dias en perfusién, y una estancia
en la unidad de cuidados intensivos de 24 dias para los que sobrevivian y de
11 dias para los que fallecian. Se asumié que los pacientes en oxigenacion
con membrana extracorpdrea no presentaron complicaciones relacionadas
con el tratamiento (4,7,12-14).

Para estimar los costos y beneficios esperados de ambas alternativas,
se planted un arbol de decisiones que refleja los diferentes resultados que
puede experimentar un paciente (figura 1). En el arbol se asume que, una vez
que el paciente tenga una PaO,/FiO, menor de 80 mm Hg (con una presion
arterial de CO, mayor de 60 mm Hg por mas de 6 horas o sin ella y después
de recibir asistencia respiratoria mecanica con volimenes bajos, PEEP
adecuado y respiracion en prono), puede continuar con asistencia respiratoria
mecanica con volimenes bajos o puede recibir soporte con oxigenacion
con membrana extracorpdrea. Ademas, se asume que el paciente no tiene
disfuncion de otros érganos que requieran soporte, que lleva menos de
8 dias con asistencia respiratoria mecanica invasiva y que el soporte con
oxigenacion con membrana extracorporea se lleva a cabo en la misma
institucion por un grupo con experiencia en la terapia.

Como resultado de la efectividad, se consideraron los afnos de vida
ganados a los 6 meses del evento. Las tasas de supervivencia se extrajeron
de la revisién de Combes, et al., considerada de gran calidad metodoldgica,
en la cual se reporta una supervivencia del 64 % con oxigenacién con
membrana extracorporea comparada con el 52 % con asistencia respiratoria

mecanica con volumenes bajos (9

Resplradon mecanica asistada

Pacientes con SDRA y PAF, <80 mm Hg por més de 6 horas

Figura 1. Arbol de decisiones
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Cuadro 1. Probabilidades de transicién

Valor en el Parametros dela Fuente,

Alternativa Variable caso base distribucion beta referencia
Asistencia respiratoria mecanica Supervivencia 0,52 n=112; N=215 9)
ECMO Supervivencia 0,64 n=138; N=214 (9)

ECMO: Extra Corporeal Membrane Oxigenation

Para establecer el listado de recursos costeados, se usé la metodologia
de caso tipo, elaborada con un especialista experto en el manejo de esta
entidad clinica y en el soporte con oxigenacidon con membrana extracorpodrea.
Se hizo énfasis en los recursos utilizados en la atencién directa de los
pacientes, como estancia en la unidad de cuidado intensivo, estancia
hospitalaria, estudios de laboratorio, estudios imagenoldgicos e insumos.
Para la valoraciéon monetaria, se utilizé el manual del SOAT (Seguro
Obligatorio de Accidentes de Transito) del 2020 y el manual del ISS (Instituto
de Seguros Sociales) del 2001 ajustado por el 30 %, de acuerdo con las
recomendaciones del Instituto de Evaluacion de Tecnologias en Salud (IETS)
(15); posteriormente, se ajusté con el promedio del indice de precios al
consumidor (IPC) después del 2012 hasta el 2020, con una media de 3,85.
Para la valorizacion de los honorarios médicos y de la perfusién, se tomaron
las tarifas de uno de los centros de una entidad aseguradora y se hizo un
ajuste de costo a cuenta de 0,65, como lo recomienda Drummond (16). Las
valoraciones monetarias de los insumos del soporte con oxigenacion con
membrana extracorporea, se tomaron de los proveedores. Una vez hecho
esto, se procedio a calcular los costos totales de la atencién, como la suma
de todos los costos implicados. No se analizaron los costos directos no
médicos, como tampoco los costos indirectos y los costos futuros.

Como regla de decision, se calculd el incremento de la relacién costo-
efectividad entre el soporte con oxigenacidon con membrana extracorpérea
y la asistencia respiratoria mecanica, y se comparo esta relacion con el
valor correspondiente a tres PIB per capita como umbral de aceptabilidad y
disponibilidad de pagar, de acuerdo con las recomendaciones del IETS (15).

Para tener en cuenta la incertidumbre, se realizaron andlisis de
sensibilidad deterministicos y probabilisticos. En esto ultimos, se modifico
el costo de la oxigenacion con membrana extracorpdrea en un analisis
de tipo umbral, en el cual el incremento de la relacion costo-efectividad
se compard con un valor de tres PIB per capita. Para la construccion del
analisis de sensibilidad probabilistico, se asumieron distribuciones beta para
las probabilidades con parametro n y N, presentados en el cuadro 1. Para
los costos directos, se utilizdé una distribucion triangular y se tomaron como
minimo los costos del manual del ISS del 2001 con los ajustes descritos y un
maximo sobre la valoracion de los procedimientos del manual SOAT del 2020.

La construccion del arbol de decision y los analisis estadisticos se
llevaron a cabo con el programa Microsoft Excel 2016. El cambio de pesos
colombianos (COP) a ddlares (USD) se hizo mediante la equivalencia de
COPS$ 3.432 = USD$ 1, segun la tasa representativa del mercado para el 31
de diciembre de 2020.

Resultados

Los pacientes que recibieron soporte en la unidad de cuidados intensivos
con oxigenacion con membrana extracorpdrea tuvieron costos mayores
que aquellos tratados unicamente con asistencia respiratoria mecanica
protectora. El costo esperado por paciente con esta asistencia respiratoria
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fue de COP$ 17°609.909, mientras que el costo del soporte con oxigenacion
con membrana extracorporea en los pacientes que sobrevivieron fue de
COP$ 98'784.116 y, para los que fallecieron, de COP$ 76'228.123. El costo
total esperado del soporte con oxigenacion extracorpérea fue de COP$
90’663.959, lo cual resulté en un costo adicional de COP$ 73'054.050 (USD$
21.286). De estos costos, el 34 % se debieron a los insumos utilizados en el
soporte, el 23 % a la estancia en la unidad de cuidados intensivos y el 22 % a
los honorarios por el soporte hemodinamico (cuadro 2).

La relacion promedio de costo-efectividad de la oxigenacion con
membrana extracorpérea fue de COP$ 141'662.435 por cada vida salvada
(USD$ 41.276) y el incremento de la relacién costo-efectividad fue de COP$
608'783.750 (USD$ 177.384), casi diez veces mas alta que la regla de
decision de tres PIB per capita (COP$ 59'710.479).

Al hacer el andlisis deterministico, los costos del soporte con oxigenacién
con membrana extracorpérea tendrian que ser de COP$ 30'824.741 para
que los costos esperados fueran de COP$ 19°758.659 y el incremento de la
relacion costo-efectividad fuera de COP$ 58'897.262 por debajo de la regla
de decision (figuras 2 y 3).

Al hacer el andlisis de sensibilidad probabilistico, el soporte con oxigenacién
con membrana extracorporea fue costo-efectivo en menos del 20 % de las
simulaciones (figura 4).

Cuadro 2. Costos de las alternativas en pesos colombianos

Asistencia  Extra corporeal Asistencia  Extra corporeal
ISS 2001 respiratoria membrane SOAT 2020 respiratoria membrane
mecanica oxigenation mecanica oxigenation
Estancia $ 16'146.946 $ 25’696.056 Estancia $26'171.600 $40°'716.600
Imagenolégicos $109.005 $1'621.204 Imagenoldgicos $210.600 $ 3'436.500
Laboratorios $1'168.773 $6'122.338 Laboratorios $1'931.400 $10'519.600
Microbioldgicos $ 185.185 $ 185.185 Microbiolégicos $ 265.200 $ 265.200
Hemoderivados $2'473.013 Hemoderivados $ 4’986.200
Honorarios $25°046.320 Honorarios $ 25'046.320
Insumos $ 37°640.000 Insumos $ 37'640.000
Total $ 17°609.909 $98'784.116 Total $28'578.800 $ 122'610.420
ARM
ECMO

RICE: Incremental Cost-Effectiveness Ratio; ECMO: Extra-Corporeal Membrane ARM: Asistencia respiratoria mecanica; ECMO: Extra Corporeal Membrane
Oxigenation Oxigenation
Figura 2. Analisis deterministico de umbral Figura 3. Gréafico de dispersion
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ECMO: Extra Corporeal Membrane Oxigenation
Figura 4. Curva de aceptabilidad

Discusion

Los resultados de este analisis econdmico sugieren que el soporte con
oxigenacion con membrana extracorpdrea no es una estrategia dominante
respecto al soporte con asistencia respiratoria mecanica protectora, en
pacientes con sindrome de dificultad respiratoria aguda grave a los seis
meses. Esta conclusion se mantiene en las diferentes circunstancias y
analisis de sensibilidad, por lo que es muy probable que la incertidumbre en
los parametros y el modelo planteado no modifiquen el resultado.

Para el modelo se asumio un paciente base con sindrome de dificultad
respiratoria aguda grave que no experimentaba complicaciones durante la
estancia en la unidad de cuidados intensivos; sin embargo, estos pacientes
pueden presentar complicaciones, como infecciones hospitalarias y
disfuncién de otros érganos que impactan el resultado clinico y los costos.
Similarmente, los pacientes en oxigenacion con membrana extracorporea
pueden tener complicaciones inherentes a esta terapia, como isquemia
y sangrado en el sistema nervioso central, hemorragia gastrointestinal e
infecciones hospitalarias, asi como también, problemas técnicos como la falla
de la membrana, y disfuncién del circuito y de las canulas, lo que se asocia
con aumento de los costos del tratamiento.

Estos resultados coinciden con dos analisis de costo-efectividad previos,
realizados en el Reino Unido y Canada. El estudio CESAR, fue un estudio
clinico llevado a cabo en Inglaterra y el Reino Unido en el 2009, en el cual
se evaluaron la seguridad, la eficacia clinica y el costo-efectividad de la
oxigenacion con membrana extracorpdrea comparado con el de la asistencia
respiratoria mecanica protectora con volimenes bajos. La evaluacion
econdémica adopté la perspectiva del sistema nacional de salud y de la
sociedad, con un horizonte de tiempo de seis meses. Se estimaron los
costos directos, médicos y no médicos, de la atencién mediante microcosteo.
Se calcularon los afios de vida ajustados a calidad (AVAC) para los
sobrevivientes a los seis meses mediante el instrumento EuroQol-5D. En este
estudio, se calcularon los AVAC ganados para toda la esperanza de vida de
los sobrevivientes. La esperanza de vida se determind con las tablas de vida
especificas para la poblacién del Reino Unido y Gales, y se asumié que los
pacientes tenian una mejoria de su calidad de vida hasta los dos primeros
afos. Los costos promedio en salud fueron mas altos en los pacientes
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asignados a oxigenacion con membrana extracorpdrea, con un incremento en
el costo de GBP£ 40.544 (GBP£ 73.979 versus GBP£ 33.435) y el incremento
de la relacién costo-efectividad a los seis meses fue de GBP£ 250.162. A

los seis meses, la diferencia de AVAC entre las dos alternativas fue de 0,03,
pero, al hacer la proyeccion para la esperanza de vida, la diferencia en AVAC
fue de 3,34 a favor del soporte con oxigenacién extracorpdrea con una
relacién de costo-utilidad de GBP£ 19.000 por AVAC, con mas del 50 % de
probabilidad de ser costo-efectivo con una disponibilidad a pagar de GBP£
33.000 por AVAC (12).

Barret, et al., publicaron, en el 2018, un analisis de costo-beneficio de la
oxigenacion con membrana extracorporea desde la perspectiva del sistema
de salud canadiense. Se utilizé6 un modelo de transicién de estados de una
cohorte hipotética de pacientes. La edad al comienzo del modelo fue de 45
anos, cada ciclo tenia una duracién de un ano y el modelo corrié hasta la
muerte de los sujetos, con un horizonte de tiempo de toda la esperanza de
vida. Los datos de costos para los pacientes con oxigenacién con membrana
extracorpérea y asistencia respiratoria mecanica durante el primer afo,
fueron tomados del CESAR (12), ademas del metaanalisis de Zampieri, et al.
(17), y los costos después del afio para los pacientes se tomaron del estudio
publicado por Herridge, et al. (18).

Para el célculo de los AVAC para los sobrevivientes de sindrome de
dificultad respiratoria aguda, se tomé como utilidad aquella publicada por
Skinner, et al. (19); en ese estudio, se asumio un aumento de la calidad de
vida hasta el quinto afio después del egreso, luego del cual, la calidad de
vida se igualaba a la de la poblacidn general. La oxigenacién con membrana
extracorpdrea se asocid con una ganancia de 5,2 afos de vida adicionales
y 4,05 AVAC, en comparacion con la asistencia respiratoria protectora; el
incremento del costo fue de CAD$ 145.967 y un el incremento de la relacién
costo-efectividad de CAD$ 36.000 CAD/AVAC, lo cual fue costo-efectivo con
una disponibilidad a pagar de 50.000 CAD/AVAC (8).

Durante la pandemia del COVID-19, hubo gran demanda de centros
de oxigenacidén con membrana extracorpérea en el mundo. La tasa de
supervivencia global en los metaanalisis sobre dicha condicién, fue del 63 %,
similar a la de las otras causas del sindrome de dificultad respiratoria aguda
grave en oxigenacion extracorpérea, lo que sugiere que estos resultados
también podrian aplicarse a este grupo de pacientes (20).

En el presente analisis econémico, solo se tomaron en cuenta los
costos directos médicos de la atencién en la unidad de cuidados intensivos
y hospitalaria. Esto se debe a que el objetivo del analisis era conocer el
incremento en el costo de la terapia por vida salvada y el incremento de
la relacion costo-efectividad, con el propdsito de generar un dato concreto
para la toma de decisiones para el tercer pagador. Es claro que, aunque los
pacientes y familiares incurren en costos que pueden ser diferentes para las
intervenciones, estos, al hacer parte de los gastos de bolsillo, no influencian
la decisién del tercer pagador.

De forma similar, los sobrevivientes del sindrome de dificultad respiratoria
aguda incurren en costos médicos futuros, como rehabilitacion y consultas
de revisién que no fueron tomados en cuenta en el analisis, ya que no son
diferentes para las intervenciones y, de esta forma, no influencian la toma de
decisiones.
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Un punto controvertido del analisis es el tiempo de valoracion de los
resultados de efectividad. En el presente analisis, se tomd un horizonte de
tiempo de seis meses. Los pacientes que recibieron soporte con oxigenacion
con membrana extracorpdrea tuvieron una mayor supervivencia en este
punto, en comparacion con los pacientes que continuaron con asistencia
respiratoria mecanica; esta diferencia, aunque con significancia estadistica,
fue pequena en total de afios de vida ganados.

Por esta razon, la estimacién del incremento de la relacién costo-
efectividad fue elevada y por encima de la regla de decision de tres veces el
PIB per cépita. Este hallazgo fue idéntico al del estudio CESAR, en el cual el
incremento de la relacién costo-efectividad a los seis meses estuvo muy por
encima de la disponibilidad para pagar; sin embargo, los estudios publicados
hasta la actualidad muestran que los pacientes que sobreviven al sindrome
de dificultad respiratoria aguda mantienen este beneficio en supervivencia en
el tiempo y presentan una mejoria de su calidad de vida en los primeros cinco
anos después del egreso del hospital, cuando se equipara la calidad de vida
con la de la poblacién general. En el estudio CESAR y en el de Barrett, et al.,
modelaron esta diferencia de efectividad para toda la esperanza de vida de
los pacientes y encontraron una diferencia importante en los afios de vida
ganados y en los AVAC, entre las intervenciones. Al utilizar estos beneficios
en el calculo del incremento de la relacion costo-efectividad, la oxigenacion
con membrana extracorpdrea estuvo dentro de la disponibilidad de pagar y
fue recomendada como una estrategia costo-efectiva.

Con esta consideracion y a modo de ejercicio, se hizo un modelado de
Markov simulando las diferencias entre la supervivencia de la oxigenacién
con membrana extracorpdrea y la asistencia respiratoria mecanica en
un periodo de cinco afos, para un paciente de 40 anos. Se utilizaron las
curvas de supervivencia y las tablas de vida para la poblacion colombiana
publicadas por el DANE para el afio 2020. Los resultados de este modelo
exploratorio mostraron que los pacientes con asistencia respiratoria mecanica
tuvieron una ganancia de 6,5 anos y, aquellos con oxigenacion extracorpérea,
de 7,9 anos, con una diferencia de 1,4 anos entre las dos intervenciones.
Aplicando esta diferencia de efectividad al incremento del costo, el incremento
de la relacion costo-efectividad seria de COP$ 52'181.464, que se ubica por
debajo de la regla de decision. Sin embargo, este hallazgo debe interpretarse
con precaucion, ya que no se tuvieron en cuenta los costos de un soporte
prolongado con oxigenacion extracorpoérea, ni el costo de las complicaciones
posibles, asi como tampoco, los costos futuros de los sobrevivientes.

La principal limitacion del estudio es no contar con datos locales sobre la
efectividad del soporte con oxigenacion con membrana extracorporea para
el célculo del incremento de la relacién costo-efectividad. En el andlisis, se
utilizaron los datos publicados en el metaanalisis publicado por Combes,
et al., que es la mejor informacion disponible hasta el momento (9). En
la Clinica Cardio Vid, el principal centro de soporte de oxigenacién con
membrana extracorpdrea en Medellin, desde el ano 2013 hasta el afio 2021,
mas de 250 pacientes han recibido este tratamiento, con una supervivencia
de alrededor del 60 %, dato que debe evaluarse con precaucion dado que
se incluyen pacientes con choque cardiogénico y soporte con oxigenacion
extracorpérea venoarterial que tienen una supervivencia diferente. Estas
tasas de supervivencia estan por debajo de las reportadas por Combes, lo
que modificaria los resultados del incremento de la relacion costo-efectividad
(datos proporcionados por la Clinica Cardio VID, Medellin).
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Los analisis de sensibilidad del incremento de la relacion costo-efectividad
fueron muy influenciados por la efectividad de la oxigenacion con membrana
extracorpdrea. Los tomadores de decisiones deben tener esta informacion
en cuenta ya que en centros donde la supervivencia con oxigenacion
extracorporea sea inferior al 64 %, el posible costo-efectividad de esta terapia
puede estar comprometido.

En conclusion, el soporte con oxigenacién con membrana extracorpérea
en pacientes con sindrome de dificultad respiratoria aguda grave, es mas
costoso que la asistencia respiratoria mecanica protectora, con un costo de
COPS$ 141'662.435 (USD$ 41.276) por cada vida salvada y a los seis meses;
su relacion de costo-efectividad esta muy por encima de la regla de decision
de tres PIB per cépita.
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