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Editorial
Influenza pandémica 2009-2010, ¢en qué podemos mejorar la respuesta?

En abril de 2009, en varias ciudades de México y Estados Unidos se detecté un nuevo virus de
influenza A HIN1 que afectaba a los humanos. Inicialmente se logré6 comprobar que este agente
era lo suficientemente diferente del virus estacional A HIN1 como para considerarlo una potencial
cepa pandémica y, posteriormente, su contagiosidad y capacidad de propagacién alrededor del
mundo hizo que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declarase que, en efecto, el mundo
estaba sufriendo de una nueva pandemia de influenza después de 40 afnos. Hasta el momento,
el comportamiento clinico del virus ha sido moderado, dado que su virulencia parece ser bastante
similar a la de las cepas estacionales, pero con los conocimientos actuales no se puede descartar
que en el futuro se presenten comportamientos mas agresivos con una letalidad mayor (1,2).

Aunque los organismos internacionales llevaban varios afios preparando a los paises para enfrentar
una pandemia de influenza y existian avances en la preparacion para enfrentar esta amenaza, el
comportamiento epidemiolégico del virus ha develado que los niveles de respuesta de los paises
son claramente desiguales. Para el 12 agosto de 2009, la OMS report6 la identificacion de casi
180.000 casos de influenza por el virus nuevo y cerca de 1.500 muertes asociadas a ese agente.
Llamaba la atencion que mas de 50% de los casos y de las muertes reportadas habian ocurrido
en las Américas, mientras que regiones como Africa y el Medio Oriente aportaban menos de 3.000
casos y 10 muertes (3).

Esta desigualdad en el reporte pone de presente que, pese a los esfuerzos de la OMS y de sus organis-
mos adscritos, el mundo no estaba completamente preparado para enfrentar la pandemia, aun de un
virus relativamente benigno, en un aspecto mas que fundamental como es el de la vigilancia virol6gica
y epidemiolégica. Este vacio en la preparacion se nota no solo en la carencia de reportes de sitios
que deben tener casos, sino también en la ausencia de una directriz sobre la forma de definir los casos,
las muertes y sobre cdmo ejercer la vigilancia segun los diferentes escenarios epidemiolégicos.

A nivel regional, el patrén de agudas diferencias en el acceso al diagnéstico y en los procedimientos
de vigilancia se repite si observamos las cifras divulgadas por la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS). Paises geograficamente comparables, como Chile y Argentina, muestran diferencias
abismales en el reporte epidemioldgico ya que Chile, con una poblacion mucho méas pequena,
reporta 12.000 casos mientras que Argentina no llega a 7.000. Cosa similar sucede en el area
andina, donde Ecuador, Pert y Venezuela reportan muchos mas casos que Colombia, que tiene una
poblacion sustancialmente mayor que cualquiera de ellos (4).

En el interior de Colombia nuevamente se repite el vacio en la informacién epidemiolégica valida
y oportuna que permita tomar decisiones en el futuro, como, por ejemplo, sobre la necesidad de
vacunar contra el virus o no hacerlo. A 31 de julio el pais reportaba 270 casos de influenza y 17
fallecimientos, la gran mayoria en Bogotd, que so6lo concentra el 11% de la poblacién. Pese a que,
indudablemente, el pais ha tenido una respuesta adecuada en la atencién de los enfermos y en el
aprovisionamiento de medicamentos para hacer frente a la amenaza, y a los avances en la capacidad
local para estudiar mejor los aspectos moleculares del virus, el aspecto de la vigilancia debe ser
revisado y reestructurado (5).

Los aspectos anteriormente mencionados ponen de presente que la vigilancia en salud publica sigue
siendo una de las principales debilidades en la respuesta a la epidemia en el nivel global, regional



y nacional. Este componente de la respuesta debe ser fortalecido rapidamente porque, como se ha
demostrado en pandemias anteriores, es muy posible que nos enfrentemos en el futuro cercano a
nuevas ondas epidémicas del virus con comportamientos mas virulentos y es necesario que el pais
pueda identificar rapidamente el comienzo de estas ondas en cualquier lugar donde se presenten.
De la identificacion rapida de variantes mas virulentas de la cepa pandémica depende en gran parte
la reduccion del impacto, en términos de muertes y sufrimientos, y la aplicacion de medidas de
control o prevencién a gran escala, asi como la evaluacién del impacto de esas medidas (6).

Otro aspecto que necesita decisiones rapidas tiene que ver con la introducciéon de vacunas
contra el virus pandémico A H1N1. Varias empresas multinacionales han anunciado que en pocos
meses tendran lista una vacuna contra el nuevo virus A H1N1 y diferentes paises, especialmente
desarrollados, han manifestado su interés en comprar la vacuna para proteger a sus poblaciones.
De ser asi, seria la primera vez que en afos recientes una vacuna nueva es usada masivamente
sin suficientes pruebas de campo para establecer su seguridad, eficacia y costo-efectividad, todo
justificado en aras de proteger a la poblacién de una amenaza real e inmediata. Por estas razones,
la decision sobre la introduccién masiva de esa vacuna representa un reto para los paises menos
desarrollados, donde los escasos recursos deben dirigirse prioritariamente a acciones que se sabe
que funcionan y que salvan vidas, y la decisién sobre la introduccion de la vacuna debe ser evaluada
cuidadosamente contra las posibilidades no s6lo econdémicas del pais sino, también, contra la
capacidad logistica de aplicar un nimero importante de dosis antes de que empiece una segunda
onda epidémica del virus pandémico. Los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de los
Estados Unidos han recomendado recientemente que la vacunacion contra el virus pandémico no
debe reemplazar ni desplazar la vacunacion contra los virus estacionales, lo que complicaria aun
mas la factibilidad de la vacunacion masiva contra el virus pandémico.

Estos dos aspectos, el fortalecimiento de la vigilancia y la decisiéon de la introduccion de la nueva
vacuna contra el virus pandémico, deben ser una prioridad para enfrentar la nueva onda de influenza
y, por ello, se requiere que los organismos multilaterales lideren los acuerdos entre los paises y en
su interior, de manera que exista una respuesta racional que permita reducir al maximo el impacto
del evento con la inversidbn mas razonable y factible (7,8).

Fernando De la Hoz
Departamento de Salud Publica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota,
D.C., Colombia
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PRESENTACION DE CASO

Hemotdrax espontaneo: una forma inusual de presentacion

de la porfiria intermitente aguda
Juliana Buitrago', Sandra Viviana Santa?

' Area Quirdrgica, Programa de Medicina, Universidad Tecnoldgica de Pereira, Pereira, Colombia
2 Programa de Medicina, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Tecnolégica de Pereira, Pereira,
Colombia

Las porfirias son un grupo de alteraciones metabdlicas de la sintesis del hem, de caracter
hereditario. Son condiciones relativamente raras, de dificil diagnoéstico, pero con una respuesta
impresionante al tratamiento y con buen prondstico, si se identifican y tratan a tiempo. La mas
comun de las formas agudas es la porfiria intermitente aguda.

Se presenta el caso de un hombre de 23 afios que consulté por dolor abdominal y que,
concomitantemente presentaba un hemotoérax espontaneo de dos litros, presentacion inusual
nunca antes descrita para la porfiria intermitente aguda.

Se incluye una breve revision de los aspectos mas relevantes de la porfiria intermitente aguda,
epidemiologia, diagndstico, clinica y manejo, ademas de una serie de reflexiones sobre cémo
sospechar tempranamente el diagndstico.

Palabras clave: hemotorax, porfiria intermitente aguda, abdomen agudo, dolor abdominal,
porfobilinégeno, sintasa de hidroximetilbilano.

Acute intermittent porphyria presenting as spontaneous hemothorax

The porphyrias are inherited disorders of the heme biosynthetic pathway. They are relatively
rare and often misdiagnosed; however, acute episodes can be curtailed by early administration
of heme arginate. Acute intermittent porphyria is the commonest of acute forms of porphyria.
Here, a case is presented of a 23-year-old male with acute intermittent porphyria who came to
the emergency clinic with an unexplained abdominal pain. In addition, he exhibited spontaneous
hemothorax (two liters of blood accumulated in the chest) as an unusual manifestation of the
disease. The most relevant aspects of acute intermittent porphyria are discussed, along with
its epidemiology, diagnosis, clinical presentation and treatment. Complexities and diagnostic
requirements in making a diagnosis of porphyria are described.

Key words: hemothorax; porphyria, acute intermittent; abdomen, acute; abdominal pain,
porphobilinogen, hydroxymethylbilane synthase.

Caso clinico

Se presenta el caso de un hombre de 23 afios de
edad que consulté inicialmente a una institucion
de segundo nivel por un cuadro clinico de
once dias de evolucién, de dolor abdominal

Correspondencia:

Juliana Buitrago, Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad Tecnoldgica de Pereira, La Julita, Pereira,
Colombia.

Teléfonos: 333 0014, 335 6342, extension 321; fax: 313
7125.

julianabuitrago@yahoo.com

Recibido: 16/04/08; aceptado:05/03/09

persistente tipo célico, acompafiado de poliuria
y estrefiimiento. En urgencias fue tratado con
solucién salina isotonica intravenosay analgesia,
con leve mejoria de su dolor y fue dado de
alta. Volvié a consultar tres dias después por
persistencia e intensificacién del dolor y ausencia
de deposicion desde una semana antes.

Se encontrd taquicardico, deshidratado, con
presion arterial de 160/100 mm Hg, presién
arterial mediade 121 mmHg, frecuencia cardiaca
de 118 por minuto, frecuencia respiratoria de 35
por minuto, con evidente disnea, sin tos y, a la
auscultacién, hipoventilacién basal izquierda;
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presentaba distensién abdominal pero sin signos
de irritacién peritoneal.

En las ayudas diagnésticas se encontré: un
cuadro hematico con 7,7 de hemoglobina, 9.000
leucocitos y 402.000 plaquetas; amilasa de
130 U/L, glucemia de 186 mg/dl, sodio de 129
mEg/L y potasio de 2,5 mEq/L ; en la radiografia
de torax se observd opacidad del hemitérax
izquierdo indicativa de derrame pleural masivo
izquierdo.

Fue valorado por el cirujano de turno quien solicitd
una ecografia abdominal que reporté: “Imagen
con caracteristicas ecograficas homogéneas a
nivel del receso costo-diafragmatico posterior
en el lado izquierdo en la base del campo
pulmonar, que produce desplazamiento anterior
del bazo. Hay importante distensién de asas
abdominales”. Se realiz6 toracentesis con la que
se obtuvo sangre, por lo que se coloco tubo de
toracostomia y se dren6 en forma espontanea
2.000 ml de hemotérax. Ademas, se realizd
una minuciosa investigacién buscando posibles
causas del hemotdrax, como alteraciones de la
coagulacion, aneurisma de arteria esplénica,
aneurismas de arteria intercostal, etc. mediante
pruebas hematolégicas y tomografia axial
computadorizada con contraste de térax vy
abdomen. Sin embargo, no se hallé un factor
causal del hemotérax, tampoco tumores o
ninguna otra alteracion en térax o abdomen.

El paciente evolucion6 favorablemente con
mejoria de su dolor y disminucién progresiva
del drenaje toracico hasta retirarse el tubo sin
complicacién. Se tomé radiografia de térax
de control, en la que se encontrd reexpansion
pulmonar, sin alteraciones del parénquima vy
adecuada evacuacion del hemotérax. Se hizo
interconsulta a medicina interna para buscar
la causa de su dolor abdominal asociado a
hemotérax e hipertensién, con la conviccién
de que su dolor abdominal no estaba originado
por una causa quirlrgica y que debia buscarse
una causa médica a los sintomas, una noxa
sistémica que estuviera afectando al paciente.
El médico internista de turno realiz6 pruebas de
coagulacién vy, al no hallar ninguna alteracion
alguna, decidi6 darlo de alta por medicina
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interna y el paciente egresé del hospital con
acetaminofén e ibuprofeno.

Dos meses después, volvio a consultar por
un episodio igual, mas coluria. Una ecografia
abdominal report6 hepato-esplenomegalia vy
edema periportal, por lo que el paciente fue
remitido a tercer nivel para valoracion por un
médico internista. Casualmente, una muestra
de orina cambié de color y se torn6 oscura, por
lo que el internista solicitd concentracion de
protoporfobilinégeno en orina.

El paciente permanecié hospitalizado con persis-
tencia de su dolor abdominal y vomito ocasional,
con deterioro progresivo de su estado general.
Nueve dias después se averigud en el laboratorio
por el examen solicitado y la bacteriéloga informo
que “no hay reactivos y hay que esperar”.

Al dia 11 de hospitalizacién, presenté cuadripare-
sia con arreflexia generalizada y convulsiones.
Para ello, recibié dextrosa en agua destilada al
5% y captopril sublingual. En el dia 13 present6
didlogo incoherente y empeoramiento de su
estado general. Fue remitido a la unidad de
cuidados intensivos, en donde encontraron al
paciente con disfagia, no hablaba, no tosia y
presentaba hiponatremia grave, compactacion
fecal e imposibilidad para abrir los parpados. Se
intubd y se conectd a un respirador.

Dos dias después en la unidad de cuidados
intensivos presentd aspirados mucopurulentos
y murmullo vesicular rudo a la auscultacion.
Una electromiografia confirmé polineuropatia
y radiculopatia. El reporte de porfobilinégeno
fue positivo en orina, llegd 19 dias después de
solicitado.

Veinte dias después se indicé iniciar hematina
4 mg/kg diarios por 4 dias. Ademas, se realizd
tragueostomia. El paciente presenté sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica con hemocul-
tivos positivos para Serratiaspp. y Acynetobacter
baumani. Se iniciaron antibiéticos con diagnos-
tico de sepsis por catéter. El urocultivo fue
positivo para Escherichia coli. Presenté un
grave estado de desnutricion méas sindrome de
pérdida de la condicién fisica; también, presentd
melenas, ansiedad, irritabilidad y deseos de
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muerte, por lo que fue valorado por psiquiatria
y se inici6 fluoxetina y clonazepam. Finalmente,
presentdé neumonia basal izquierda y fallecié
pocos dias después.

Durante las diferentes hospitalizaciones el
paciente recibid lidocaina local, dipirona, dalte-
parina, trimetoprim-sulfametoxasol, clonazepam,
midazolam, diazepam, warfarina, alprazolam,
hidrocortisona, piperazina, tazobactamy cefalos-
porinas de todas las generaciones.

Revision de la literatura

Las porfirias conforman un grupo de alteraciones
metabdlicas de la biosintesis del hem, de caracter
hereditario. Son causadas por una deficiencia
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parcial de una de las siete enzimas en la via de
formaciondel grupo hem, que llevaaacumulacion
de porfirinas y precursores de porfirinas. Cada
tipo de porfiria se caracteriza por un patrén unico
de acumulacién y excrecion de precursores del
hem, secundario a la reduccion de la enzima
especifica para ese paso (figura 1).

La prevalencia de la porfiria varia ampliamente
de pais a pais y, también, segin el tipo de
porfiria. Los reportes oscilan entre 0,2 y 5 por
100.000 habitantes (1). En Latinoamérica parece
ser baja la prevalencia, segun reportes de
Argentina (1:125.000) (2). En Colombia, es una
entidad poco frecuente. Ademas, se sabe que
hay muchos portadores asintomaticos; esto ha

CITOPLASMA
MITOCONDRIA ENZIMAS ENFERMEDAD
Glicina + Succinil
Coenzima A
5 ALA Sintasa Acido
Amino-Levulinico
Porfobilinégeno l Plumboporfiria
sintasa [AR,9q34]
HEM Porfobilinégeno
\ Hidroximetilbilan l Porfiria Intermitente Aguda
- sintasa [AD, 11q23]
Protoporfiria Hidroximetilbilan
Ferrogquelatasa Eritropoyética L
[18921,3] Uroporfirinégeno
. Il sintasa
Protopol Uroporfirindgeno Il - Uroporfirinégeno |

Protoporfirinégeno
oxidasa

Protoporfirinégeno IX

rfirina IX
A

Protoporfiria
Variegata
[1g14]

Coproporfirinégeno Oxidasa

P. Eritropoyética [AR,100256]
P. Cutdnea Tarda[AD, 1g34]

Uroporfirinégeno
decarboxilasa

Coproporfirindgeno Ill - Coproporfirinégeno |
Coproporfiria Hereditaria

Figura 1. Sintesis del grupo hem.
Enzimas requeridas en cada
paso a la izquierda en azul y
consecuente proceso patolégico
clinico derivado del déficit parcial
de la correspondiente enzima a
la derecha. Entre corchetes, se
ilustra el tipo de herencia asi:
AD, autosémica dominante; AR,
autosémica recesiva.
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Cuadro 1. Clasificacion de las porfirias de acuerdo con su
forma de presentacion clinica.

Clasificacion de las porfirias

Neuropsiquiatricas
Porfiria intermitente aguda
Plumboporfiria
Dermatoldgicas
Porfiria eritropoyética congénita
Porfiria cutanea tarda
Protoporfiria eritropoyética
Formas mixtas
Coproporfiria hereditaria
Porfiria variegata

hecho dificil identificar la verdadera prevalencia
de la porfiria en el mundo.

Hay siete tipos de porfiria que se clasifican,
de acuerdo con los rasgos clinicos, en neuro-
psiquiatrica, dermatoloégica y formas mixtas
(cuadro 1). Se presenta de cuatro a cinco veces
mas frecuentemente en mujeres (3).

La porfiria se presenta en tres formas diferentes:
con lesiones cutaneas, con ataques agudos o
ambos. Entre las que se presentan con ataques
agudos, estan la porfiria intermitente aguda, la
porfiria variegata, la coproporfiria hereditaria
y la plumboporfiria. Por el contrario, a menudo
la dnica presentacion clinica de las formas
cutaneas son las lesiones en piel. La edad de
presentacion esta usualmente alrededor de
los 30 afios (entre los 18 y los 40); los ataques
son raros en la pubertad. En las mujeres, los
ataques agudos ocurren, generalmente, antes
de la menstruacion o en el embarazo.

La porfiria intermitente aguda es la forma més
frecuente entre las porfirias agudas (3). Es
una enfermedad autosdmica dominante que
resulta del defecto en la enzima deaminasa de
porfobilinbgeno o sintasa de hidroximetilbilan,
que aceleran la conversion de porfobilinbgeno
a hidroximetilbilan. El sintoma méas comun es
el dolor abdominal, que puede acompafiarse
de sintomas psiquiatricos o neurolégicos. En
general, los sintomas que acompanan al cuadro
clinico de la porfiria intermitente aguda pueden
ser, en orden de frecuencia: dolor abdominal
(97%), taquicardia (80%), orinas oscuras
(>70%), neuropatia motora periférica (60%),
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estrefiimiento (casi 50%), nauseas y vomito
(42%), cambios mentales (40%), hipertensiéon
(casi 40%), ausencia de reflejos (<30%), dolor
de espalda (<30%), neuropatia sensitiva (25%),
hipotensién postural (21%), convulsiones (20%),
dolor toracico (12%) y coma (10%) (4,5).

Todavia no se han aclarado la fisiopatologia de
la enfermedad y la forma como el incremento en
las porfirinas y sus precursores causan el dafo.
Existen algunas hipétesis que incluyen la presen-
cia de radicales libres (6), la neurotoxicidad
directa por el &cido amino-levulinico (7) y la
deficienciade hemen eltejido neurolodgico (8). Sin
embargo, solo 10% a 15% de los portadores del
gen desarrollan la porfiria y en una tercera parte
de los pacientes no se identifican antecedentes
familiares, ya que probablemente la condicion
permanece latente por varias generaciones (3).

Los ataques agudos son desencadenados por
exposicidon a factores precipitantes como inges-
tibn de drogas ilicitas (anfetaminas, cocaina y
sus derivados), alcohol, ayuno, estrés, infec-
ciones, tabaquismo, tratamiento con hormonas
sexuales y medicamentos prescritos, entre los que
se encuentra una lista de fa&rmacos asociados
y otros que no han sido confirmados pero que
producen preocupacién porque podrian estar
asociados con el desencadenamiento de las
crisis de porfiria (3). En el cuadro 2 se hallan
algunos farmacos de uso frecuente que se han
asociado a las crisis y, en el cuadro 3, algunos
cuya asociacion es controversial, pero se
recomienda no suministrarlos, ya que no han sido
declarados como de uso seguro en los pacientes
con porfiria (1). En general, se contraindican los
medicamentos que incrementan la actividad del
sistema p450 en el higado (1). No obstante, en
algunos pacientes no se puede identificar ningun
factor desencadenante. De otro lado, la frecuen-
cia y gravedad de los ataques también varian
ampliamente. En algunos casos, los ataques
pueden amenazar la vida pero también se han
identificado pacientes en los que la enfermedad
permanece latente a través de la vida, aun en
presencia de factores precipitantes.

Cuando un paciente con porfiria intermitente
aguda identificada presenta sintomas, debe
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Cuadro 2. Listado de medicamentos que se han asociado
con ataques agudos de porfiria. No deben suministrarse a

pacientes con porfiria confirmada o sospechada (1).

Farmacos asociados con ataques agudos de porfiria

Acido flufenamico

Hidroclorotiazida

Porfiria y hemotérax

de abdomen pueden mostrar un ileo. La
tomografia axial computadorizada de cerebro
puede ser normal o mostrar edema si ha habido
convulsiones.

Se estima que 1% de los ataques agudos son
fatales (3). El manejo incluye la hospitalizacion.
Los medicamentos identificados como asociados
a ataques agudos o con evidencia controversial
de asociacion a ataques agudos, no deben
suministrarse en estos pacientes. Si hay dolor,
los opiaceos, como la morfina, son seguros. La
clorpromazina puede ser Util para mejorar el
suefio y promover la relajacién. La taquicardia y
la hipertensién pueden manejarse con propanolol.
Si se presentan convulsiones, pueden deberse
a hiponatremia. Asi, los electrolitos y la osmola-
ridad deben verificarse constantemente. Las

Cuadro 3. Listado de medicamentos que tienen evidencia
controversial con ataques agudos de porfiria. Hay recomen-
dacién de evitar su suministro a pacientes con porfiria
confirmada o sospechada (1).

Farmacos con evidencia experimental controversial
de asociacion con ataques agudos de porfiria, pero
considerados de riesgo para pacientes con porfiria.

Acido nalidixico Hioscina
Amitriptilina Imipramina
Anticonceptivos orales Levonorgestrel
Barbituricos Linestrenol
Carbamazepina Lisinopril
Cloramfenicol Medroxiprogesterona
Clorpropamida Metildopa
Dapsone Metoclopramida
Diclofenaco Nandrolona
Difenhidramina Nifedipina
Dihidroergotamina Nitrofurantoina
Dimenhidrinato Noretisterona
Enalapril Oxifenbutazona
Ergotamina Oxymetazolina
Eritromicina Piroxicam
Espironolactona Progesterona
Etanol Rifampicina
Fenilbutazona Simvastatina
Fenitoina Sulfadiazina
Fenobarbital Sulfametoxazol
Furosemida Sulfazalacina
Glibenclamida Sulfonilureas
Griseofulvina Tamoxifeno
Halotano Teofilina
Hidantoinas Tolbutamida
Hidralacina Verapamilo

aclararse si se deben a la porfiria 0 a alguna otra
condicién concomitante. Para esto, conviene
saber que los ataques agudos de porfiria se
asocian invariablemente a aumento de la
excrecion urinaria de acido amino-levulinico y
porfobilindgeno. Confrecuencia,laorinaesoscura
debido a la polimerizacién del porfobilinogeno a
porfirinas y otros pigmentos. Entre los ataques,
los niveles pueden ser normales. El diagnéstico
de porfiria se hace al demostrar aumento de la
excrecion urinaria de porfobilinégeno. Si éste es
normal en un paciente con sintomas, se excluye
el diagnostico. Un error frecuente es ordenar la
cuantificacién de porfirina en orina, examen que
puede no incluir la busqueda del porfobilin6geno
como precursor de porfirina, y éste debe ser
solicitado especificamente.

Los examenes imaginolégicos no son de ayuda
en el diagnéstico de la porfiria intermitente
aguda, porque son inespecificos. Las radiografias

Acido mefenamico

Flunitrazepam

Alprazolam Flurazepam
Aminofilina Haloperidol
Amiodarona Hioscina
Anfetaminas Isoniacida
Bromocriptina Ketoconazole
Captopril Loprazolam
Cefalosporinas Mepivacaina
Cinarizina Mercaptopurina
Ciclofosfamida Metanfetamina
Ciclosporina Metrotexate
Clemastina Miconazol
Clonazepam Minoxidil
Cloroformo Nitrazepam
Cocaina Nortriptilina
Colistina Novobiocina
Danazol Oxicodona
Derivados mercuriales Oxitetraciclina
Dextropropoxifeno Parametadiona
Diazepam Prometazina
Dihidralacina Rifampicina
Diltiazem Simvastatina
Doxiciclina Tinidazol
Enflurane Tioridazina
Ergotamina Trazodone
Etionamida Trimetropim
Etomidato Valproato de sodio

Fenfluramina

Vinblastina/vincristina
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convulsionesrepresentan unverdadero problema,
ya que casi todos los anticonvulsivos son
porfirogénicos. Actualmente, el tratamiento de
eleccion es la gabapentina y la vigabatrina (9).
Para el estrefiimiento, pueden darse laxantes y
ablandadores fecales.

El tratamiento fundamental de la porfiria
intermitente aguda es disminuir la sintesis del
hem y reducir la produccion de precursores de
porfirina; esto incluye una alta ingestién calérica
a base de glucosa, ya sea oral o intravenosa,
y arginato de hem (hematina) (10). Ambas
reducen la sintesis del acido amino-levulinico,
lo que resulta en remisién clinica y bioquimica,
con disminucién comprobable de la excrecion
del &cido amino-levulinico y el porfobilinégeno
en orina. La hematina debe suministrarse en
una etapa temprana de los ataques, antes de
que haya cambios neuroldgicos irreversibles, a
una dosis diaria de 3 a 4 mg/kg por cuatro dias,
en infusion intravenosa lenta de 15 minutos, por
via central ya que es muy irritante. Su accion
y la mejoria clinica se han reportado como
espectaculares (3). Asi, la meta es reducir
la morbilidad y prevenir las complicaciones,
especialmente las neuroldgicas.

Los ataques recurrentes son raros, pero se debe
educar a estos pacientes y advertirles sobre los
factores desencadenantes. Se estima que 60%
a 80% de los pacientes que tienen un ataque
de porfiria intermitente aguda, nunca tendran
otro. Si se confirman ataques recurrentes, debe
suministrarse infusién de hematina en forma
cronica, por ejemplo, en época premenstrual
en las mujeres (1). Ya que no es una entidad
frecuente, seria Util que los pacientes portaran
una identificacién y un folleto con el listado de
los medicamentos que no se recomiendan o
que precipitan los ataques agudos. La mayoria
de los autores recomiendan realizar tamizacién
a todos los miembros de la familia de un
paciente con diagnostico de porfiria. En los
paises desarrollados existen agrupaciones de
pacientes y familiares con porfiria que trabajan
en los procesos educativos y de identificacion de
pacientes. Infortunadamente, hasta el momento,
en Colombia no hay una agrupacion que sirva
de apoyo a los pacientes y médicos, con
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informacion y facilidades para la consecucion
del medicamento.

Discusion

Indudablemente, el problema fundamental en el
caso que presentamos se centra en la dificultad
diagndstica. No hemos encontrado en laliteratura
reportes de hemotoérax espontdneo como parte
del cuadro clinico de la porfiria intermitente
aguda y no tenemos aun una explicacion para
la patogénesis del hemotdrax espontaneo que
presentd este paciente. No hubo traumatismo
asociado. No se demostraron alteraciones
hematol6gicas, como suele ser la norma en los
casos de porfiria.

Si bien en este paciente el motivo de consulta
y el sintoma mas predominante fue el dolor
abdominal, el hemotérax espontaneo —por
su magnitud y volumen, dos litros— desvid la
atencion a la busqueda de otro tipo de problemas
hematolodgicos y vasculares.

Contribuyé a la dificultad diagnéstica el hecho de
que los sintomas neuroldgicos no se presentaron
concomitantemente con el dolor abdominal. El
paciente fue dado de alta de su cuadroinicial, con
total normalidad neuroldgica y mental. No existié
déficit motor ni hubo alteraciones psiquiatricas
en esa primera hospitalizacion. Sin embargo,
entre los sintomas mas llamativos que debieron
haber guiado el diagndstico inicial, se identifica
el dolor abdominal, que claramente los cirujanos
que evaluaron el paciente definieron como de
causa no quirurgica y solicitaron a los internistas
su ayuda en la busqueda de una causa médica
del dolor, asociado a una hipertensién que fue
persistente a lo largo de todas sus consultas y
hospitalizaciones.

Retrospectivamente, un paciente joven con
hipertension persistente asociada a dolor
abdominal recurrente debe hacer pensar en la
posibilidad de la porfiria intermitente aguda. La
enfermedad no se presenta mas frecuentemente
en hombres, sino en mujeres, pero los hombres
no estan exentos. Generalmente, el primer
episodio se presenta alrededor de los 30
afnos, pero es claro que lo hace después de
la adolescencia y este paciente tenia 23 afos.
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Tampoco se hallaron antecedentes familiares
que pudiesen haber guiado la busqueda etio-
l6gica. No obstante, en muchos casos no se
presenta el antecedente familiar, ya que un buen
porcentaje de los pacientes son portadores que
nunca van a desarrollar un ataque agudo de
porfiria; entonces, hay familiares con porfiria
latente que no son identificables.

Con tal posibilidad de factores precipitantes,
queda dificil identificar o implicar alguno directa-
mente en este caso especifico. No obstante,
este paciente sufrié dias antes un episodio de
litiasis ureteral que ameritd instrumentacion
y colocacion de catéter doble J. Suponemos
que debio recibir analgésicos de uso comun, la
gran mayoria asociados con ataque agudo de
porfiria. Sin un antecedente familiar o personal,
ni ningun sintoma en un hombre joven con un
primer episodio de litiasis ureteral, entidad
que se presenta con frecuencia en este perfil
epidemioldgico de pacientes, no se contraindica
el uso de analgésicos de uso comun, del orden
de las hioscinas o la dipirona, ya que la porfiria
intermitente aguda es una entidad rara con
una baja prevalencia en nuestro pais y que
existen algunos pacientes con aumento de
la excrecion de porfobilinégeno urinario que
jamas desarrollan sintomas, aun en presencia
de factores precipitantes como el suministro de
medicamentos reconocidamente asociados a
los ataques agudos de porfiria.

A su ingreso inicial, presenté sintomas inespe-
cificos que se han descrito en la porfiria,
tales como nauseas, vémitos, taquicardia y
estrefiimiento. Las ayudas diagnésticas también
mostraron cambios inespecificos, como ileo,
y, definitivamente, la presencia del hemotérax
masivo en la radiografia si confundié toda
posibilidad diagndstica. Inicialmente, se pensé
en un derrame pleural, pero para sorpresa de
todos, la toracentesis mostré6 sangre rutilante
que obligd a la colocacién de un tubo de térax
por importante compromiso respiratorio del
paciente, con salida espontédnea de dos litros de
sangre, que ceso también espontaneamente.

Un sintoma persistente, raro en un paciente tan
joven, fue la hipertension, que no se modificd
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aun después del drenaje del hemotérax.
Consideramos que la doble sintomatologia de
dolor abdominal e hipertensién persistente, debio
haber guiado al diagnéstico, ya que aunque la
hipertension es un sintoma inespecifico, no son
muchas las entidades nosoldgicas que la causan
en un hombre de 23 afos.

En los ingresos posteriores, ademas de los
sintomas anteriores, empez6 a presentar cambios
neurolégicos, hiponatremia y debilidad, que
guiaron a los internistas y, especialmente al
neurdlogo clinico, en la sospecha diagnoéstica.
Hubo dilacién para la confirmacién diagnostica
del laboratorio, pero una simple prueba, como
es la de exponer la orina por largo tiempo a la
luz para verificar los cambios de coloracion,
que efectivamente sucedieron en este paciente,
debe tomarse como prueba diagnéstica inicial y,
ante la imposibilidad de confirmar prontamente
el diagnéstico de laboratorio, consideramos que
autoriza a los médicos tratantes a colocar la
hematina.

Otra opcién en estos casos de entidades poco
frecuentes, es recurrir a las agrupaciones
conformadas en los paises desarrollados que
trabajan por el bienestar de los pacientes con
porfiia 'y que, estamos seguros, hubieran
escuchado nuestras peticiones, tanto para la
confirmaciéon diagnéstica, ya que existen labo-
ratorios de referencia en los paises desarrollados,
como para la consecucién del medicamento,
que también fue un poco dificil.

Infortunadamente, el deterioro de este paciente
fue progresivo. El medicamento recomendado
para la porfiria intermitente aguda (hematina)
se suministré después del establecimiento del
dafo neurologico, que fue precisamente el que
gui6 el diagnéstico. Hasta entonces, el paciente
si recibid una serie de medicamentos que, o bien
estanidentificados como asociados a los ataques
de porfiria intermitente aguda o estan en el
listado de medicamentos no recomendados por
ser controversial su asociacion con las crisis de
porfiria. Las complicaciones que sobrevinieron
después, solamente son la consecuencia légica
de una suma de procesos y predisposiciones
secundarias al dafio neurolégico, aladisminucion
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en la ingestion, la desnutricion progresiva, a
la inmunosupresién y a la inevitable invasion
a que tuvo que ser sometido en las unidades
de cuidados intensivos, con asociacién de
procesos infecciosos que terminaron con la vida
del paciente.

Sin duda, el diagnostico de porfiria en este
paciente, antes de la presentacién de los
sintomas neuroldgicos, requeria una dosis alta
de sospecha de la enfermedad.

Si bien el grupo de las porfirias son entidades
del campo de la medicina interna y de manejo
médico, la porfiria intermitente aguda por exce-
lencia llega de primera mano a los cirujanos dado
su sintoma predominante: el dolor abdominal.
Como parte de un equipo interdisciplinario, los
cirujanos debemos estar atentos a las posibles
causas de abdomen agudo de origen no
quirurgico, precisamente a aquellas entidades
que escaparian a nuestro manejo y control, las
entidades pocofrecuentes, peronoporellomenos
fatales, aunque en forma mucho menos drastica
que la mayoria de las entidades quirurgicas.
Debemos dirigir nuestra atencién a lo poco
conocido, ya que algunas entidades sistémicas
tienen su primera manifestacién en el abdomen
y, como parte del equipo, poder aportar algo
mas a la solucién, que simplemente descartar
la entidad quirtrgica como causa del problema.
Nos cabe entonces una responsabilidad mo-
ral, aunque no necesariamente legal, en la
identificaciéon y resolucién del abdomen agudo
de origen médico.

Conclusiones

Las porfirias son un grupo de entidades heredi-
tarias ocasionadas por una alteracion metabdlica
en la sintesis del grupo hem.

Las manifestaciones clinicas de la porfiria
intermitente aguda pueden ser amplias y también
inespecificas. El antecedente familiar y personal
puede estar ausente.

Las porfirias agudas no se identifican facilmente,
con frecuencia se cometen errores diagndsticos.
Se debe estar atento a la triada de dolor
abdominal, sintomas neuroldgicos y sintomas
psiquiatricos.
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Las formas agudas pueden amenazar la vida,
pero los ataques responden al suministro
temprano de la hematina.

Si se diagnostica porfiria, debe practicarse tami-
zacion a los familiares, ya que existen numerosos
portadores asintomaticos.

Los pacientes con porfiria diagnosticada son de
manejo especializado y deben sufrir un proceso
educativo que incluya el suministro de un listado
de medicamentos y situaciones precipitantes de
los ataques agudos de porfiria.

Un adulto joven con dolor abdominal e hiper-
tensién, debe ser investigado para porfo-
bilinégeno urinario, aunque no presente sintomas
neurolégicos.

La porfiria intermitente aguda debe sospecharse
ante la presencia de dolor abdominal asociado
a alguno de de las siguientes circunstancias:
hiponatremia, hipertension, mujer en edad fértil,
debilidad muscular y orina oscura.
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PRESENTACION DE CASO

Adenoma del oido medio

Edwin Abraham Medina, Viviana Leticia Arias

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

Las neoplasias del oido medio son lesiones raras que, generalmente, plantean retos diagndsticos
por la escasa informacién existente sobre su biologia y la carencia de uniformidad de criterios
para su analisis.

Se presenta el caso de un tumor de oido observado clinicamente en el canal auditivo externo,
el cual protruia del oido medio a través del timpano, y en cuyo espécimen de reseccion se
encontr6é un tumor epitelial benigno con una de sus superficies revestida por epitelio escamoso.
La escasa informacién clinica inicial incremento la dificultad diagnéstica y para su diagnéstico se
requirié apoyo en técnicas de histoquimica e inmunohistoquimica. El diagnostico definitivo fue
adenoma del oido medio. Ademas, se hace una revision del tema y se plantean algunas claves
diagnésticas sobre este tipo de lesiones.

Palabras clave: adenoma/patologia, oido medio, inmunohistoquimica, diagnéstico diferencial,
tumor carcinoide.

Middle ear adenoma

Middle ear neoplasms are rare lesions and difficult to diagnose due to limited information about
their biology and the lack of standard criteria for their analysis. Herein, a middle ear neoplasm is
described that became apparent because of its appearance in the external ear duct as it protruded
from the middle ear through the eardrum. Following resection, the specimen was determined to
be a benign epithelial tumor. Absence of adequate clinical information complicated the diagnosis;
therefore,histochemistry and immunohistochemistry analyses were necessary to reach the final
diagnosis of middle ear adenoma. Diagnostic criteria are proposed to properly diagnose these
types of lesions.

Key words: Adenoma/pathology; ear, middle; immunohistochemistry; differential, diagnosis;

carcinoid tumor.

En el estudio de las lesiones tumorales del oido
medio se ha aceptado, durante muchos afios,
que las metéastasis y la extension local de las
neoplasias son mas frecuentes que los tumores
primarios(1).lgualmente,lasneoplasiasprimarias
del oido medio fueron por mucho tiempo mal
comprendidas por parte de los patélogos y los
otorrinolaring6logos. La mayoria de las lesiones
se diagnosticaban bajo el término “ceruminoma”
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y esta definicion incluia también las lesiones
propias del conducto auditivo externo (2,3). Con
los estudios de Michaelis, Hyams, Derlacki y
otros (4-6), se logré una mejor interpretacion y
clasificacion de las neoplasias del oido medio,
y se separaron claramente de las lesiones del
oido externo (7,8).

Inicialmente, se reconocieron lesiones de tipo
adenoma, asi como tumores con diferenciacion
neuroendocrina. Se consideré que se trataba
de dos lesiones diferentes y se generé un
sinnamero de discusiones acerca de los criterios
para definir cada una de ellas (9). Después de
muchas discusiones, se logré concluir que las
dos lesiones representan los extremos de un
espectro de diferenciacién de una tnica lesién tu-
moral, que comparten la misma biologia benigna
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y que, en general, son lesiones tan polimorfas
que pueden llegar a generar serios problemas
diagnosticos para el patélogo general (2,3,6,9).

Se ha llegado a plantear, aunque no a manera
de consenso, que el diagndstico de estas
neoplasias se fundamenta en pilares de colora-
cién derutina, inmunohistoquimicay microscopia
electronica. Sin embargo, dada lo benigno de
la lesién, no se ha aceptado este enfoque
diagndstico tan costoso y, en una gran cantidad
de casos, se ha optado por basar el diagnéstico
en la morfologia observada bajo la microscopia
de luz y en algunos marcadores histoquimicos e
inmunohistoquimicos, sélo para diferenciarlo de
ciertas lesiones de apariencia similar (3,8).

En general, estas lesiones son exoéticas y no
existe en la literatura de nuestro pais un reporte
de este tipo de tumores, por lo que genera gran
interés presentar su enfoque diagnostico.

Presentacion del caso

Se trata de una paciente de 41 afios que realizé
multiples consultas a lo largo de un afo debido a
sensacion de oido tapado e hipoacusia ligera, en
ellado derecho, que fue manejada como untapon
de cerumen repetidamente por medicina general
con lavados de oido. Sin embargo, los sintomas
se incrementaron y se profundizd la hipoacusia
hasta llegar a la sordera de conduccion definida
por un otorrinolaringdlogo. En la consulta con
este especialista, también se encontré una
pequeia masa de apariencia tumoral que
protruia del oido medio con lesion parcial de la
membrana timpanica. Fue llevada a cirugia para
reseccion-biopsia de la lesion y se obtuvieron,
mediante miringotomia, multiples fragmentos de
tejido de consistencia firme, de color parduzco,
con escaso sangrado. No se menciond por parte
del especialista el compromiso de la cadena de
huesecillos ni del nervio facial.

Enelestudio histologico, se observé unfragmento
de tejido recubierto por epitelio escamoso con un
tumor epitelial benigno de crecimiento expansivo,
compuesto por estructuras de aspecto de tra-
bécula y tubulares revestidas por una capa
de células rectangulares sin atipias ni mitosis,
con secrecion en la luz, asi como areas sélidas

Adenoma del oido medio

compuestas por células de escaso citoplasma
y nudcleo pequefio hipercromatico. El estroma
estaba ricamente irrigado (figuras 1-3).

Se realizaron estudios de histoquimica con
coloraciones de acido peryodico de Schiff
(PAS), Ziehl-Nielsen (ZN) y azul alciano en el
Laboratorio de Patologia Interfacultades de la
Universidad Nacional de Colombia, acorde con la
metodologia adaptada del Armed Forces Institute
of Pathology (AFIP) de los Estados Unidos (10),
y se demostr6 la secrecién de mucoproteinas en
la luz y minimo componente intracitoplasmatico
(figura 4); igualmente, no se observo pigmento
pardo en el citoplasma celular.
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Figura 1. Adenoma del oido medio, vista panoramica.
Hematoxilina-eosina, 2X.

Figura 2. Area glandular. Hematoxilina-eosina, 40X.
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en todos los patrones observados en la lesion.
No se evidencié patrén de células mioepiteliales
con S100 (figuras 5y 6).

Discusion

El oido medio, en general, es un sitio exdtico
para la presentaciéon de lesiones tumorales. Se
ha reconocido una gran variedad de tumores
que comprometen el oido medio por contigtidad,
pero las lesiones primarias no se observan
frecuentemente. En los Ultimos 40 afios se han
publicado en la literatura anglosajona alrededor
de 120 casos, como reportes simples o series

Figura 5. Inmunotincién en patrén glandular (izquierda y de
trabéculas (derecha). Cromogranina, 20X y 40X.

Figura 4. Coloracion de PAS (acido peryddico de Schiff),
40X

Para las tinciones de inmunohistoquimica, se
empled la metodologia propia del Laboratorio
de Patologia Interfacultades de la Universidad
Nacional de Colombia, adaptada de los insertos
de los reactivos. Previa inhibicion de la actividad
peroxidasa endogena con H,O, al 3%, se
hizo la recuperacién antigénica en Target 10x
(Dako®) y lavados seriados con TBS, se incubo
por 30 minutos con cromogranin A en dilucién
1:200 (Novocastra®) y RTU-S100p prediluida
(Novocastra®), y se valoro la reactividad con el
sistema de estreptavidina-HRP (Dako®), para el
cual se us6 como cromégeno diaminobencidina
(DAB). Luego del montaje de las laminas, se pudo
demostrar la positividad, tanto de cromogranina  gigura 6. Inmunotincién en patrén glandular (izquierda) y de
como de S100 con intensidad leve a moderada, trabéculas (derecha). S100, 40X.
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pequefias no mayores de 50 pacientes, de
lesiones tumorales primarias del oido medio
(8,9,11). Con los analisis realizados a finales de
los afios noventa, se lleg6 a la conclusion de que
todas estas lesiones correspondian a un tumor
tipo adenoma de origen incierto, presuntamente
epitelial, con grados de diferenciacién variable
entre mucinoso y neuroendocrino, de comporta-
miento totalmente benigno, que se denominé
adenoma del oido medio, aunque algunos
consideran que es mas descriptiva la denomi-
nacién de adenoma neuroendocrino del oido
medio (2,3,5). Sin embargo, los detractores de
esta denominacion argumentan que este tumor
no tiene un origen glandular, razén por la cual el
nombre de adenoma no seria preciso (7).

Este tipo de lesiones se manifiestan con cambios
unilaterales caracterizados por hipoacusia, tras-
tornos de la motricidad facial, alteraciones del
equilibrio, dolor ocasional y, en raras ocasiones,
sangrado o secrecién (2-4,12,13). A pesar de
la diferenciacién neuroendocrina, sélo se han
descrito palpitaciones y diarrea en un paciente,
el cual mejor6 su sintomatologia con la escisién
deltumor. Sin embargo, no se le realizaron estudios
bioquimicos completos que permitieran realizar
el diagnéstico de sindrome carcinoide (6).

El adenoma del oido medio aparece entre la
segunda y la octava décadas de la vida, sin
preponderancia de sexo y, en general, tiene un
curso indolente, por lo que la consulta se retrasa,
incluso, durante afios (3,4,8). También, puede
ser un hallazgo fortuito en estudios radiolégicos
de pacientes, por otra parte, asintomaticos
(7,9).

En el estudio radioldgico se reconoce una lesién
de densidad de tejidos blandos que ocupa el
oido medio, usualmente compromete la cadena
de huesecillos y se extiende a través de la
trompa de Eustaquio (9). En raras ocasiones,
puede llegar a romper el timpano o a erosionar
el hueso temporal, sin que indique un proceso
maligno (13), aunque algunos autores proponen
que, de encontrarse comprometido el timpano, el
tumor se deberia considerar como un carcinoma
de bajo grado (5). EI compromiso del nervio
facial es mas por compresion que por infiltracion,

Adenoma del oido medio

aunque en algunos casos se observé invasion
microscopica del nervio por el tumor (3,8).

En el examen macroscopico, el tumor es bien
delimitado, sin céapsula, nodular, de color
pardo-grisaceo-amarillento, sangra poco, de
consistencia elastica y tamafio promedio de
1 cm (7-9). Usualmente, es de facil reseccion
y las recurrencias son escasas (8). No hace
metastasis, pero puede generar compromiso
local por extensién (14).

En el examen microscépico, se observan patro-
nes variados entre glandulares, de criba o de
trabécula, en sabanas, “organoide” o células
sueltas de apariencia de plasmocitos. Estos
patrones pueden aparecer mezclados en el
mismo caso (1-3,7-9). Las células son poligona-
les, entre cubicas y redondas, con citoplasma
eosindfilo finamente granular y ndcleos redon-
deados excéntricos con cromatina fina, y
pueden presentar un patron de “sal y pimienta”
(2,13). El pleomorfismo y las mitosis son raras,
pero pueden aparecen sin ser indicativos de
neoplasia maligna (7).

En los estudios de histoquimica se encuentra
material positivo con las coloraciones de PAS,
mucicarminyazulalcianoenlaslucesglandulares
y en el citoplasma de algunas células (2,9,14).
Las preparaciones de inmunohistoquimica mues-
tran reactividad para marcadores epiteliales y
neuroendocrinos (38). Existen diferencias en la
reactividad segun el patrén histoloégico pero,
actualmente, carecen de relevancia diagndstica
(1). Los estudios de ultraestructura permiten
observar microvellosidades, uniones estrechas
intercelulares, anclaje a membrana basal gruesa
y granulos secretorios en las células apicales
(células mucinosas o tipo A) y basales (células
neuroendocrinas o tipo B) (1-3). Se acepta que
no hay células que presenten los dos tipos de
granulos, aunque existen reportes individuales
que afirman lo contrario (9).

El diagnéstico diferencial se plantea con ciertas
lesiones que se extienden al oido medio, origi-
nadas de areas adyacentes. Especial importancia
ha reclamado el paraganglioma yuxtayugular,
por su apariencia “organoide” y reactividad a
marcadores neuronales, que podria generar
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cierta confusion (5,13). Es prudente diferenciarlo
con estudios de reticulo que muestra el patron
zellballen del paraganglioma, y queratinas, las
cuales son negativas en este ultimo (1,7,8). Otra
lesién importante es el tumor papilar agresivo del
oido medio, que se considera una extension del
tumor del saco endolinfatico y de la mastoides;
en este tumor, son clave las estructuras papilares
(15). Algunas lesiones, como meningiomas, para-
gangliomas yuxtayugulares y tumores del seno
endodérmico, se pueden extender al oido medio
desde la boveda craneana. Se han observado,
también, metastasis de tumores de mama, pulmén,
riién, estémago, laringe, parétida, oido externo
y piel (por ejemplo, melanoma). En estudios por
congelacion, se puede confundir con paragan-
glioma (65,6%), otitis media crénica (18,8%) y
colesteatoma (15,6%) (2). Un resumen de los princi-
pales diagndsticos diferenciales de los tumores
de oido medio se presenta en el cuadro 1.

Cuando el tumor rompe el timpano, incluso
inadvertidamente para el otorrinolaringélogo, la
lesién puede rotularse como del oido externo y
generar confusion con el adenoma de glandulas

Cuadro 1. Diagnostico diferencial de neoplasias de oido medio.

Biomédica 2009;29:348-53

de cerumen (16,17). Esta Ultima lesion esta
compuesta por dos lineas celulares, una interna,
rectangular, de caracteristicas apocrinas con
granulos PAS y ZN perinucleares de pigmento
pardo, y células mioepiteliales que son reactivas
para S100, p63 y CK5/6, entre otros marcadores
(18,19). A pesar de la aparente diferencia,
algunas veces el adenoma de glandulas de
cerumen puede adquirir un patrén solido, o sus
luces glandulares pueden ser ocluidas por el
estromay generar serios problemas diagndsticos
(20). Ademéds, aun hoy muchos clinicos siguen
considerando el origen de las glandulas de
cerumen de las lesiones del oido medio, a pesar
de que se ha demostrado la inexistencia de
dicho tipo celular en esta ubicacién (4).

El presente caso generd una especial dificultad,
por la escasa informacion inicial con que se con-
taba. La imagen histolégica mostré un fragmento de
tejido con recubrimiento epitelial plano estratificado
con capa cérnea, con una lesién tumoral que
comprometia los bordes de seccién, compuesta
por estructuras glandulares y de trabécula de
una poblacion monomorfa de células poligonales

Entidad

Caracteristicas importantes

Paraganglioma
de sustento
HQ: reticulina

Células epitelioides que forman patrén zellballen rodeadas por células espinosas

IHQ: cromogranina (+), sinaptofisina (+) y queratinas (-), S100 (+) en células de

sustento
Schwannoma

Papiloma mucoso tipo schneideriano

Areas hipercelulares (Antoni A) e hipocelulares (Antoni B), cuerpos de Verocay
IHQ: S100 difuso (+)

Cubierto por células escamosas y en columna. Son evertidos (fungiformes),

invertidos (endofiticos) u oncociticos (cilindricos), recordando su contraparte nasal.

Pélipo inflamatorio y plasmocitoma

Patron “plasmocitoide”

IHQ: marcadores linfoides (+)

Carcinoma escamocelular

Adenocarcinoma papilar

Presenta diferentes estados de diferenciacion y puede simular otitis media crénica
en las fases iniciales.

Tiene apariencia papilo-glandular recubierta por monocapa de células ctbicas que

pueden infiltrar o flotar libremente. Producen sustancia similar al coloide (tumor de
bajo grado de la bolsa endolinfatica).
IHQ: EMA (+), queratinas (+) y S100 (+)

Colesteatoma
Otitis media crénica
Coristoma

Hamartoma Hemangioma

Queratinocitos enucleados, células gigantes y hemosiderina
Metaplasia glandular, inflamacion crénica y tejido de granulacién
Salival (mucinoso) y glial (descartar tejido cerebral herniado).

HQ: histoquimica; IHQ: inmunohistoquimica
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de nucleo excéntrico. La ausencia de mitosis y
el pleomorfismo fortalecié el caracter benigno
de la lesion. La reactividad en la luz de material
con PAS y azul alciano, evidencié el caracter
secretor de moco de la lesion que, sumado a la
inmunorreactividad para cromogranina, fueron
indicadores del origen del tumor en el oido
medio. No se reconocié material positivo con
PAS perinuclear, como tampoco la coloracion
de Ziehl-Nielsen evidencié pigmento pardo en
esta ubicacion. La positividad difusa de S100
en casi todas las células tumorales descarta la
existencia de células mioepiteliales y dilucida,
sumada a los otros hallazgos, el caracter de la
lesion (2,3).

El diagnéstico final del caso es adenoma (neuro-
endocrino) del oido medio parcialmente resecado,
por lo que la paciente requiere de nueva inter-
vencién quirdrgica para resecar completamente
la lesion y evitar nuevo crecimiento del tumor.
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Introduccion. El cancer de cuello uterino continda siendo la primera causa de muerte por cancer
en mujeres colombianas, a pesar de la implementacién desde 1991 de la deteccién temprana
basada en la citologia.

Objetivos. Evaluar la efectividad de la citologia cérvico-uterina en Colombia.

Materiales y métodos. Se realiz6 un estudio de casos y controles (de poblacion), equiparado
por edad y entorno social. Los casos fueron mujeres de 25 a 69 afios con cancer invasor y los
controles, mujeres sin cancer invasor. Se trabajé en cuatro departamentos como escenarios
diferenciales segun el nivel de organizacion de la deteccién temprana y la mortalidad por
esta causa. Los casos se seleccionaron aleatoriamente de los registros de patologia en cada
departamento (2005). Se aplicé una encuesta sobre los factores de riesgo y la historia de las
citologias en los 72 meses previos.

Resultados. Se incluyeron 50 casos y 50 controles por departamento (400 sujetos). El promedio
de edad fue de 48,4 afos, el analfabetismo de 12,5% y las personas sin aseguramiento de
13,8%. El promedio de citologias fue més alto en los controles que en los casos (p<0,01). El
porcentaje de casos con antecedente de citologia fue de 49,5%. El uso de anticonceptivos y
la falta de practica de la citologia estuvieron asociados con cancer invasor (OR=2,53 y 3,54,
respectivamente).

Conclusiones. La citologia sigue siendo efectiva en la deteccion temprana del cancer de cuello
uterino. La efectividad esta determinada mas por la calidad de la prueba que por las coberturas
de poblacién. Es necesario revisar la normatividad del pais. Los estudios de casos y controles
son una herramienta Util en la evaluacion de programas.

Palabras clave: neoplasias del cuello uterino, tamizacion masiva, evaluacién de programas y
proyectos de salud, citologia, Colombia.

Effectiveness of cytology-based cervical cancer screening in the Colombian health
system

Introduction. Despite the implementation of cytological screening since 1991, cervical cancer
continuous to be the leading cause of cancer mortality among Colombian women.

Objectives. The effectiveness of cytology-based cervical cancer screening was subjected to
review in the context of the Colombian health system.

Materials and methods. A case-control study was done. Invasive cervical cancer cases between
25-69 years were recruited and histopathological confirmation was required. Controls without
invasive cancer were matched by age and neighborhood. Cases and controls were recruited in
four Colombian provinces representing different settings for cervical cancer control with respect to
program performance and mortality rates. The cases were randomly selected from the pathology
in each province (year 2005). A survey of risk factors and cytology history in the previous 72
months was conducted.

Results. Fifty cases and 50 controls in each department were enrolled for a total of 400 subjects.
The average age was 48.4 years, illiteracy 12.5%, and persons without health insurance 13.8%.
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The average number of Pap-smears was higher among controls (p<0.01). Cases with a Pap-
smear in the previous 36 months was nearly half (49.5%). Oral contraceptives and the lack of
cytology were associated with invasive cervical cancer.

Conclusions. Cytology-based screening continued to be effective for early detection of cervical
cancer in Colombia but its effectiveness was determined by quality of Pap-smears rather than by
screening coverage. Governmental guidelines need to be revisited. Case-control studies provided
a useful tool for evaluation of the screening program.

Key words: Uterine cervical neoplasms, mass screening, program evaluation, cytology,

Colombia.

La tamizacion basada en citologia cérvico-
uterina ha reducido la mortalidad por cancer
de cuello uterino en los paises desarrollados
pero, infortunadamente, este efecto no se ha
logrado en la mayoria de los paises en vias de
desarrollo, incluida Colombia (1,2). Las razones
de la falta de efectividad en las naciones de
bajos recursos se atribuyen, ademas de las
limitaciones socioecondémicas, a problemas en
la organizacién de los programas (3). Sin
embargo, a la fecha, las evaluaciones de los
programas se han centrado en la cobertura
de la tamizacién, sin que exista relacion clara
entre ésta y el comportamiento de la mortalidad
(4); por consiguiente, no existe suficiente
informacion acerca de cuales componentes de
los programas son los responsables de la falta
de efectividad.

En los afos siguientes a la introduccién de
la tamizacién de cancer de cuello uterino en
América Latina, se realizaron analisis tendientes
a valorar el impacto de la toma de citologia sobre
el riesgo de céncer. Un estudio adelantado en
Cali, Colombia, demostré que el riesgo de
desarrollar cancer invasor era 10 veces superior
en las mujeres que no habian sido incluidas en
la tamizacién que en las mujeres que si habian
sido incluidas (RR=9,9) (5). En concordancia, el
registro de cancer de esa ciudad documentd, en
los afos precedentes al estudio, un incremento
en el diagnostico de cancer in situ, frente a un

Correspondencia:

Raudl Murillo, Subdireccion de Investigaciones, Instituto
Nacional de Cancerologia, Calle 1 No. 9-85, Bogota, D.C.,
Colombia.

Telefax: (571) 334 1360

rmurillo@cancer.gov.co

Recibido: 07/11/08; aceptado:05/03/09

descenso en el diagnostico de cancer invasor
(5), lo cual evidencia un efecto positivo del
programa de tamizacién con citologia, similar a
lo observado en paises como Canadé (6).

Los datos confirmaron en su momento los
beneficios de la citologia en la reduccion del
riesgo de cancer invasor; sin embargo, tal
informacion no se relacioné con la mortalidad
por cancer de cuello uterino. Por otro lado, los
programas iniciados en Colombia alrededor de
los afios setenta y ochenta, como el de Cali,
fueron luego incorporados al programa nacional
en 1990, pero, tras la reforma del sector salud en
1993, este programa perdié su caracter vertical
y se transformd en un conjunto de actividades
reglamentadas, pero desarrolladas por multiples
actores sin una unidad de coordinacion (7).

Tras mas de 15 afos de la introduccién del
programa y de la reforma, la mortalidad por
cancer de cuello uterino en Colombia no
muestra una tendencia clara al descenso y
afecta, principalmente, a grupos de poblacion
con limitaciones para el acceso a los servicios y
deficientes condiciones socioecondmicas (8,9).
La falta de efectividad de la tamizacion puede
estar relacionada con diversos factores, que
incluyen la cobertura de la poblacién, la calidad
en la toma y lectura de la citologia, el acceso
oportuno a la confirmacién diagnéstica y el
tratamiento, y la calidad del tratamiento, entre
otros.

El realizar una evaluacién integral de los distintos
aspectos del programa es una tarea compleja
que no puede adelantarse en un solo estudio.
En el presente trabajo se analiza la diferencia
en la historia de la citologia en mujeres con
cancer invasor y los controles de poblacion
en cuatro departamentos de Colombia, con el
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fin de evaluar la efectividad de la citologia en
la deteccion temprana de la enfermedad como
indicador de desempefio del programa y, a su
vez, generar hipotesis documentadas sobre
las causas de la falta de impacto del mismo en
nuestro pais.

Materiales y métodos

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
e lInvestigaciones del Instituto Nacional de
Cancerologia de Colombia.

Se llevé a cabo un estudio de casos y controles
en cuatro departamentos que representaban
escenarios diferenciales segun el nivel de
organizacién de las actividades de deteccién
temprana de cancer de cuello uterino y segin la
mortalidad por esta causa. Dos departamentos
tenian un adecuado desempefio en el nimero
de citologias realizadas, pero presentaban
tasas de mortalidad alta y baja, respectivamente
(Caldas y Boyaca), y dos departamentos tenian
un inadecuado desempefio en el ndmero de
citologias e, igualmente, tenian tasas de morta-
lidad diferenciales (Tolima y Magdalena) (10).

Se disefid un estudio pareado asumiendo
como casos las mujeres entre 25 y 69 afios con
diagndstico histopatoldgico de cancer invasor de
cuello uterino y, como controles, las mujeres en
el mismo rango de edad pero sin cancer invasor
(verificado por citologia). Los controles se
equipararon por edad al momento de la encuesta
(2 afios) y por lugar de residencia (residentes
en el mismo municipio y barrio del caso durante
periodos similares). Se incluyeron mujeres que
hubieran residido en los departamentos de
estudio como minimo por tres afios y que no
hubiesen estado embarazadas en ese lapso
de tiempo. Se excluyeron los controles con
antecedentes de histerectomia o de tratamientos
relacionados con cancer invasor o lesiones
cervicales de cualquier grado y todas las mujeres
cuya condiciéon fisica o mental impedia el
diligenciamiento adecuado del cuestionario. Los
casos se seleccionaron aleatoriamente a partir
del universo de pacientes con cancer invasor
identificado en los laboratorios de patologia de
cada departamento y diagnosticados durante el
afo 2005.
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Enfermeras profesionales contactaron los casos
y su respectivo control (ubicados en el mismo
barrio y seleccionados aleatoriamente a partir de
lainformacion suministrada por vecinos del lugar,
pero sin consultar los casos para su ubicacién),
y diligenciaron una encuesta estructurada sobre
factores de riesgo para cancer de cuello uterino
y sobre la historia de citologias en los 48 meses
previos al momento de la encuesta, incluidos los
motivosderealizaciéndelas mismas. Los motivos
derealizaciéon de las citologias fueron codificados
y un médico epidemidlogo entrenado en cancer
y enmascarado con respecto a la condicién de
caso o control del sujeto, clasifico las citologias
como diagnésticas o de tamizacion. Para los
casos Y los controles, las citologias motivadas
en sintomas, las correspondientes a controles
posteriores a una citologia anormal (ASCUS
0 mas) y las correspondientes a controles
posteriores al tratamiento fueron excluidas del
andlisis. Para los casos, las citologias realizadas
con posterioridad al diagndéstico fueron también
excluidas.

Analisis estadistico

Se hizo doble digitacién de la informacién en una
base de datos validada. Se calcul6 un tamafio
de muestra entre 40 y 50 pares para cada
departamento basado en la prueba de McNemar,
asumiendo un poder de 80%, confianza 95%,
pruebas a una cola, razones de disparidad de
2 a 3 y una proporcion de pares discordantes
entre 0,2y 0,3.

El analisis se hizo con el programa SPSS®,
versién 15.0. En el componente descriptivo
se utilizaron medidas de tendencia central y
de dispersion para las variables numéricas, y
proporciones para las variables categoricas. La
hipétesis nula de igualdad de proporciones se
probé por la prueba de McNemar y la hipétesis
nula de igualdad de medias por la t de Student
para medidas repetidas si la variable numérica
tenia distribucion normal o, por la prueba de
Wilcoxon, si no habia distribucion normal.
Dada la suficiencia de la muestra los valores
de p, finalmente, corresponden a pruebas de
dos colas. En el andlisis multivariable se utilizé
un modelo jerarquico de regresion logistica
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condicional seleccionando variables mediante
el método paso a paso hacia atras con criterio
de permanencia de 0,05. Se presentan andlisis
individuales a nivel departamental y un analisis
para los cuatro departamentos.

Resultados

Se contactaron 428 mujeres (222 casos y 206
controles); 28 mujeres no fueron elegibles
por embarazo en los tres afios previos (10),
negativa a conceder la entrevista (8), diagnostico
inadecuado (cancer in situ, 6 casos, y cancer
invasor, un control) o residencia fuera del
departamento (3). Se incluyeron, finalmente, 50
casos y 50 controles en cada departamento.

A 31 casos que desconocian el diagnéstico de
cancer se les dio informaciony se les orient6 para
el acceso al tratamiento. El promedio de edad
fue de 48,4 afos, la tasa de analfabetismo fue
menor de 10%, con excepcidn del departamento
del Magdalena en donde fue de 26% (cuadro 1).
La proporcion de personas sin aseguramiento fue
baja en los departamentos con buen desempefio
en la realizacion de citologias y, mayor, en
los departamentos restantes. Un porcentaje
significativamente mayor de los casos no sabia
leer ni escribir, inicio relaciones sexuales y tuvo
su primer parto antes de los 19 afos, tuvo tres o
mas hijos, y tuvo mayor uso de anticonceptivos
orales (cuadro 1).

El analisis por departamento mostrd diferencias
importantes con respecto al analisis global, por
razones debidas a la disminucién en el tamano
de la muestra; sin embargo, la practica de, al
menos, una citologia de tamizacion en los
ultimos 36 meses fue una de las pocas variables
que conservo diferencias estadisticamente
significativas entre casos y controles (cuadro
2). En todos los departamentos, el promedio
de citologias en los cinco afios previos a la
encuesta fue mayor en los controles que en los
casos; Boyaca tuvo la menor diferencia entre
casos y controles y, Magdalena, la méas alta.
A su vez, los departamentos con promedios
de citologias mas altos en el periodo evaluado
fueron Tolima y Caldas. El porcentaje de casos
con antecedentes de citologia en los Ultimos tres
anos estuvo entre 38% y 56% (cuadro 2).

Efectividad de la citologia en Colombia

En el modelo multivariable sélo el tiempo de
uso de anticonceptivos orales y la practica de
citologia de tamizacion en los ultimos 36 meses
estuvieron significativamente asociados con
el riesgo de céncer en el andlisis global. En
el analisis por departamento, Unicamente la
practica de citologia en los ultimos 36 meses
mostrd asociacion significativa con OR bajo en
Boyaca y Caldas (3,6 y 3,7, respectivamente),
OR intermedio en Magdalena (5,3) y un OR mas
cercano a la efectividad tedrica en Tolima (20,5)
(cuadro 3).

Discusion

Los estudios de casos y controles se han utilizado
para valorar la eficacia de la tamizacion basada
en la citologia en el diagnostico de cancer
temprano (5,11,12). A pesar de que esta eficacia
ya esta demostrada, el uso de tales estudios en
la evaluacion de un programa de salud publica
ayuda a valorar las estrategias de tamizacion en
las condiciones especificas de un sistema de
salud y el aporte de distintos componentes en
los resultados obtenidos. En este estudio, el alto
porcentaje de ejecucion de la muestra prevista
y la equiparacion de los casos y los controles
por edad y por el entorno social, reducen la
posibilidad de sesgos y dan mayor validez a los
resultados obtenidos.

No obstante, nuestro estudio tiene varias
limitaciones. La historia de citologias basada
en encuestas introduce un sesgo de memoria
que se ha propuesto como favorecedor de
la tamizacién (13). En nuestro estudio, este
sesgo se comporta en forma similar entre casos
y controles, debido a la equiparacién de las
condiciones sociales mediante controles de
poblacién como se demuestra en el calculo de
los OR. La opcion de revisar historias clinicas
reduciria el sesgo de memoria, pero introduciria
un sesgo de recoleccion de informacién ya que,
ante la ausencia de programas estructurados
en nuestro pais, los datos sobre tamizacion
se encontrarian mas en los casos que en los
controles, lo que los hace no comparables.

Una dificultad adicional es la clasificacion
de citologias con fines diagnosticos o de
tamizacién. Los estudios previos eliminan siste-
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maticamente los registros en un periodo previo
al diagnéstico de cancer (14,15). Nuestros
cuestionarios incluyeron informaciéon detallada
sobre los motivos de realizacién de la citologia;
consideramos que la evaluacion ciega de un
epidemidlogo asegura una valoracién aceptable

Cuadro 1. Caracteristicas de la poblacién.

Biomédica 2009;29:354-61

del tipo de citologia, dadas las caracteristicas del
sistema de salud colombiano: no es frecuente
en nuestro medio tener chequeos de rutina,
maxime en una poblacién como la de estudio,
entre quienes el nivel educativo fue primaria en
48,5% y ninguno en 12,5%.

Variable Boyaca Caldas Magdalena Tolima Total Valor de p**
Edad (promedio) 48,5 47,4 50,9 46,9 48,4 0,19
Estado civil
Soltera 18,0 23,0 13,0 21,0 18,8 0,42
Casada/union libre 63,0 55,0 73,0 65,0 64,0
Separada/viuda 19,0 22,0 14,0 14,0 17,3
Analfabetismo 10,0 5,0 26,0 9,0 12,5 0,01
Aseguramiento en salud*
Contribuyentes 33,0 56,0 23,0 40,0 38,0 ND
Subsidiados 63,0 41,0 57,0 28,0 47,3
Sin seguro 3,0 2,0 19,0 31,0 13,8
Inicio de relaciones sexuales (afios)
<15 13,0 12,0 15,0 14,0 13,5 <0,01
15a19 55,0 49,0 55,0 59,0 54,5
>20 32,0 39,0 30,0 27,0 32,0
Edad al primer parto (afios)
<15 1,0 0,0 3,0 3,0 1,8 <0,01
15a19 37,0 45,0 45,0 49,0 44,0
>20 62,0 55,0 52,0 48,0 54,3
Numero de hijos nacidos vivos
<2 28,0 36,0 25,0 33,0 30,5 <0,01
>3 72,0 64,0 75,0 67,0 69,5
Mas de tres compafieros sexuales
en la vida 39,0 36,0 16,0 24,0 28,8 0,01
Uso de anticonceptivos orales (afos)
<5 86,0 69,0 82,0 70,0 76,8 0,05
>5 14,0 31,0 18,0 30,0 23,3
Fumadoras (mas de 100 cigarrillos
en la vida) 58,0 68,0 54,0 73,0 63,3 <0,01

* De las mujeres, 4% no reportan informacién sobre la afiliacion al sistema de salud.

** El valor de p representa las diferencias globales entre casos y controles (datos no mostrados) y se obtuvo mediante la
prueba de McNemar para las variables categéricas y la prueba de Wilcoxon para las variables numéricas.

Los datos estan expresados en porcentajes con excepcion de la edad que se reporta como promedio.

Cuadro 2. Antecedentes en la préctica de citologia.

Historia de citologia Boyaca Caldas Magdalena Tolima Total Valor
Caso Control Caso Control Caso Control Caso Control Caso Control de p*

Antecedente de citologia en

los Gltimos 36 meses (%) 48,0 68,0 56,0 80,0 38,0 70,0 56,0 90,0 495 77,0 <0,01

Promedio de citologias en

los ultimos 60 meses 1,12 1,57 1,39 2,0 0,6 1,44 1,37 29 1,11 1,97 <0,01

* Los valores de p expresan las diferencias globales entre casos y controles y se obtuvo mediante la prueba de McNemar
para las variables categéricas y la prueba de Wilcoxon para las variables numéricas. Los Ultimos 36 meses y los Ultimos 60
meses estan en relacién con el momento de la encuesta, tal como se describe en la seccién de métodos.
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Cuadro 3. Andlisis multivariable sobre riesgo de cancer invasor del cuello uterino.

Variable Boyaca Caldas Magdalena Tolima Total
OR 1C95% OR 1C95% OR 1C95% OR 1C95% OR  IC95%

Analfabetismo

Si 1 1 1 1 1

No 0,65 0,10-4,18 6,31 0,43-91,81 2,1 0,50-9,36 02 0,01-258 1,78 0,81-3,90
Aseguramiento en salud*

Contribuyentes 1 1 1 1 1

Subsidiados 1,26  0,20-7,99 ND ND 0,88 0,14-560 7,36 0,86-63,25 1,26 0,67-2,37

Sin seguro 2,66 0,10-74,76 ND ND 0,19 0,02-1,93 242 0,52-11,32 0,62 0,28-1,40
Inicio de relaciones sexuales (afos)

>20 1 1 1 1

15a19 2,65 0,61-11,51 2,19 0,34-14,19 , 0,25-10,90 1,78 0,26-12,36 1,85 0,88-3,89

<15 7,32 0,62-82,20 1,06 0,14-7,69 , 0,12-17,65 4,23 0,17-103,15 2,06 0,80-5,29
Edad al primer parto (afos)

>20 1 1 1 1 1

<19 2,72 0,79-9,36 1,07 0,16-6,92 1,92 0,24-1522 0,94 0,14-626 1,25 0,66-2,37
Numero de hijos nacidos vivos

<2 1 1 1 1 1

>3 1,00 0,33-3,02 2,38 057998 325 0,65-16,20 0,87 0,19-396 1,34 0,77-2,34
Mas de tres comparieros sexuales
en la vida

No 1 1 1 1 1

Si ,93 0,56-6,64 0,54 0,12-2,42 25 0331830 259 073924 16 087291
Uso de anticonceptivos orales (afios)

<5 1 1 1 1 1

>5 1,48 0,30-7,32 6,67 1,54-2559 7,63 0,41-140,80 1,11 0,21-1597 2,53 1,32-4,86
Citologia en los 36 meses previos

Si 1 1 1 1 1

No 3,67 1,03-13,07 3,76 0,96-14,72 532 1,39-20,41 20,57 2,52-168,20 3,54 2,01-6,24

OR ajustados por las variables incluidas

Nuestros datos muestran, para todos los departa-
mentos incluidos, que el antecedente de citologia
se relaciona con menor riesgo de cancer invasor:
en Caldas el OR no fue significativo, pero
estuvo en el limite del intervalo de confianza. No
obstante, la magnitud del efecto tuvo diferencias
importantes entre grupos de poblacion. Esta
variacién podria estar mediada en primera
instancia por las coberturas de tamizacion de
la poblacion (diferencia en el antecedente de
citologia en los Ultimos tres afos entre casos y
controles). Concordantemente, losdepartamentos
de Magdalena y Tolima mostraron los mayores
gradientes de cobertura entre casos y controles
(cuadro 2), lo cual se relaciona con la mayor
efectividad observada en estos departamentos
(OR de 5,32 y 20,57, respectivamente).

No obstante, la efectividad no mostré relacion
directa con la cobertura de la poblaciéon en una
perspectiva global, ya que, segun la Encuesta

Nacional de Demografia y Salud de 2005,
Caldas tiene las mayores coberturas, tanto para
el antecedente de citologia en los ultimos tres
aflos como para la medicién a un afio (81,3% vy
66,8%, respectivamente), seguido en su orden,
por Tolima (72,0% y 44,3%), Boyaca (70,7% y
43,3%) y Magdalena (66,6% y 47,6%) ('6).

Un factor que pudiera relacionarse con la efecti-
vidad es la regularidad de los programas de
tamizacion (frecuencia de la citologia). Tolima y
Caldas muestranunpromedio mayordecitologias
realizadas en los ultimos cinco afios (2,1 y 1,7,
respectivamente), lo cual podria indicar mayor
regularidad en la asistencia a los programas. Sin
embargo, las diferencias con los departamentos
restantes no son significativas y, nuevamente,
el gradiente entre casos y controles para esta
variable es mas alto en el Magdalena (cuadro
2), lo que coincide con la mayor efectividad en
este departamento que en Caldas.
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Cabe destacar que, en general, hubo un alto
porcentaje de casos de cancer invasor con
antecedentes de citologia en los ultimos tres
afnos (49,5%). Este dato indica que, quiza, la
efectividad esta mediada por factores diferentes
a la cobertura e inherentes a la prueba de
tamizacién, sin embargo, es de anotar que
el estudio no indagd sobre el acceso a la
confirmacién diagndstica (colposcopia-biopsia)
tras el resultado de una citologia positiva. En
este sentido, el hallazgo de 31 casos que no
conocian el diagnostico puede estar relacionado
con la falta de seguimiento de las citologias
positivas.

Uncomponente esencial de latamizacion basada
en la citologia cérvico-uterina es el control de
calidad, el cual resulta de mayor relevancia por
tratarse de una prueba dependiente del operador.
A pesar de su importancia, pocos paises en
desarrollo evaldan de forma rutinaria la calidad
de la citologia y, entre quienes lo hacen, pocos
utilizan la correlacién citologia-biopsia como
indicador (4). En América Latina, Unicamente
Chile y Cuba tienen datos nacionales y sélo el
primero utiliza el indice anotado previamente (4).
Ademas, algunas experiencias adelantadas en la
region demuestran que lograr niveles adecuados
de calidad es una tarea dificil y que mantenerlos
resulta aln més complicado (17,18).

Al momento de esta publicaciéon no se cuenta
con datos sobre la calidad de la citologia en los
departamentos incluidos, ni en otras regiones del
pais. Sin embargo, la baja efectividad observada
en Boyaca y Caldas, en donde la historia de
citologia no difiere mayormente entre casos y
controles (cuadro 2),indican que el problemapara
los dos se centra probablemente en la calidad de
la prueba, a diferencia de Magdalena y Tolima,
en donde quiza pesa mas la baja cobertura de la
poblacion de alto riesgo, hecho coincidente con
una mayor tasa de analfabetismo y un promedio
de citologias en los casos mucho menor.

En un estudio cualitativo de la percepcion de
los actores sobre el programa de tamizacion en
los cuatro departamentos incluidos, se encontré
que las actividades de control de calidad
son practicamente inexistentes (10), lo cual

360

Biomédica 2009;29:354-61

corroboraria la hipétesis planteada en torno a
la calidad como el factor de mayor contribucién
en el hallazgo de una menor efectividad en
Boyacé y Caldas. No obstante, algunos trabajos
plantean la posibilidad de introducir un sesgo
en contra de la citologia si no se diferencian los
casos detectados por tamizacion; esto puede
ocurrir cuando los estudios se basan en datos
rutinarios y se ha corregido asumiendo como
caso Unicamente los canceres en estadio 1B
o mas (14). Nuestro estudio incluye como
controles casos de cancer in situ lo que corrige
parcialmente el problema; ademas, la limitacion
descrita no explicaria las diferencias observadas
entre departamentos, toda vez que las historias
de tamizacion de los casos son equiparables
entre los que tuvieron baja efectividad y los que
tuvieron efectividad media o alta (cuadro 2).

Apesarde que noesposible obtenerconclusiones
definitivas por la falta de informacion sobre la
calidad de la prueba y el acceso a la confirmacion
diagnostica, la informacion aportada por el
estudio es muy relevante, debido a que evidencia
que la problematica de la tamizacién de cancer
de cuello uterino, al menos para dos de los
cuatro departamentos evaluados, no se centra
en la cobertura sino en otros componentes del
programa. Esto corrobora hallazgos previos que
indican que aspectos distintos de la cobertura,
como el seguimiento de las mujeres con citologia
positiva, podrian tener mayor impacto (19), y es
contrario al énfasis puesto actualmente en la
normatividad del pais (metas de programacion).
Tal situacion exige la obtencion de informacién
complementaria sobre otros componentes
de los programas, la revision urgente de la
normatividad y el fortalecimiento integral de las
estrategias de tamizacién.
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Efficacy of Orbscan II® and Pentacam® topographers by
a repeatability analysis when assessing elevation maps
in candidates to refractive surgery

Maria Ximena Nufez', Claudia Blanco?

' Cornea and Refractive Surgery Unit, Vision Sana Research Group, Clinica de Oftalmologia de Cali, Cali,
Colombia
2 Ophthalmology Service. Universidad del Valle, Cali, Colombia

Introduction: Anterior and posterior corneal elevations are measurements used to detect
keratoconus suspects.

Purpose: To determine the efficacy of Orbscan 11® and Pentacam® when assessing their elevation
maps.

Materials and methods: The efficacy of the Orbscan Il and Pentacam measuring the anterior and
posterior corneal elevations were evaluated in a sample of 68 eyes. The concordance between
the two devices and the coefficient of repeatability were measured following the parameters of the
British Standard Institution by the Bland-Altman concordance analysis and the Lin concordance
correlation coefficient.

Results: The coefficient of repeatability at the point of maximum anterior elevation was 68.29%
with the Orbscan and 24.20% with the Pentacam. The concordance correlation coefficient was
0.64 (Cl 95%: 0.48-0.76) with the Orbscan and 0.94 with the Pentacam (Cl 95%: 0.91-0.96).
The coefficient of repeatability at the point of maximum posterior elevation was 38.7% with the
Orbscan and 68.0% with the Pentacam. The concordance correlation coefficient was 0.69 with
the Orbscan (Cl 95%: 0.55-0.80) with a precision of 0.71 and an accuracy of 0.97, and 0.24 with
the Pentacam (Cl 95%: 0.00-0.45) with a precision of 0.24 and an accuracy of 0.99.
Conclusions: Measurement of the point of maximum posterior elevation is better with the
Orbscan Il and less precise with the Pentacam. The random error can be reduced by using the
mean of three assessments and can serve as a guide in the search of diagnostic devices with
minimum absolute relative error in all measurements.

Key words: cornea, corneal topography, keratoconus, reproducibility of results, selection bias,
efficacy

Eficacia del Orbscan Il y Pentacam en la evaluacion de los mapas de elevacion en
candidatos a cirugia refractiva mediante un analisis de repetibilidad

Introduccion. La elevacion posterior es una de las medidas usadas para detectar pacientes con
sospecha de queratocono.

Objetivo. Determinar la eficacia del Orbscan Il y Pentacam en la evaluacién de los mapas de
elevacion.

Materiales y métodos. Se evaluaron 68 ojos con Orbscan Il y Pentacam. Con parametros del
British Standard Institution, se midieron el coeficiente de repetibilidad mediante un andlisis de
concordancia con el método de Bland-Altman y el coeficiente de correlacién de concordancia de
Lin. Se midié la concordancia entre ambos equipos.

Resultados. El coeficiente de repetibilidad del punto de maxima elevacion anterior en Orbscan
fue de 68,29% y de 24,20% en Pentacam. El coeficiente de correlacion de concordancia fue de
0,64 (1C95% 0,48-0,76) en Orbscan y en Pentacam fue de 0,94 (IC95% 0,91-0,96). El coeficiente
de repetibilidad del punto de maxima elevacién posterior en Orbscan fue de 38,69% y en
Pentacam fue 68,03%. El coeficiente de correlacion de concordancia en Orbscan fue de 0,69
(1C95% 0,55-0,80) con una precision de 0,71 y una exactitud de 0,97, y en Pentacam fue de 0,24
(1C95% 0,00-0,45) con una precision de 0,24 y una exactitud de 0,99.
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Conclusiones. La eficacia de Orbscan Il y Pentacam en la evaluacién del punto de méxima
elevacion posterior resulta afectada por la imprecision de la medida y es peor en el Pentacam.
Este error aleatorio se puede manejar usando la media de tres mediciones y nos orienta a la
busqueda de equipos en los que el error relativo absoluto sea el menor posible en todas las

medidas que ofrezca.

Palabras clave: cornea, topografia de la cornea, queratocono, reproducibilidad de resultados,

sesgo de seleccion, eficacia.

The assessment of the radius at the point of
maximum anterior and posterior elevation can
be taken from the elevation maps shown by
topographers such as the Orbscan Il (Bausch
& Lomb Surgical, Rochester, USA), Pentacam
(Oculus, Wetzlar, Germany), or the very new
rasterstereography topographer (Galilei, Ziemer
Group, Port, Switzerland.)

This evaluation is part of the preoperative
evaluation of patients who are going to refractive
surgery, and is used to establish if corneas are
normal, or with keratoconus. Other preoperative
measurements are keratometry, pachymetry.
The difference between the upper and lower
half from the cornea and other more complex
radii obtained from topographers data based
on Placido disk, slit scanning, Scheimpflug
cameras or combinations of these systems.
Laser-Assisted in situ Keratomileusis (LASIK) is
contraindicated when keratoconus is suspected
or confirmed due to a possible biomechanical
decompensation and corneal ectasia.

Regarding anterior and posterior elevations
values reported, Rao, et al. (1) considered 12
pm as the maximum anterior elevation radius
and 40 pm as the normal Orbscan Il limit of
maximum posterior elevation radius. Although
the posterior corneal surface is not optically
as important as the anterior one, it has been
considered structurally more fluid and a more
sensitive indicator of abnormality (2).

Likewise, there are publications about the
repeatability of the Pentacam determining the
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posterior curvature radius after a refractive
surgery (3), repeatability of the Pentacam
assessing the corneal power in curvature
maps, corneal thickness, anterior chamber
and pupil (4), repeatability of the Orbscan and
Pentacam measuring the corneal thickness (5),
and repeatability of the Pentacam establishing
the anterior and posterior sphere of reference
(6). However, studies were not found that
reported the repeatability of the maximum
anterior and posterior elevation points assessed
by the Orbscan or Pentacam--the two usual
assessments achieved preoperatively before
refractive surgeries.

Before comparing the elevation maps given
by the Orbscan and Pentacam, repeatability
determined by the precision and accuracy of
their measurements must be characterized. The
level of confidence on the information provided
by these devices depends on the efficacy of
both devices--defined as the difference between
what was measured and the real value (7). The
purpose of the current work is to establish the
confidence and repeatability of the best sphere
of reference (BFS) and of the radius at the point
of maximum anterior and posterior elevation
achieved by the Orbscan Il and the Pentacam
by means of the coefficient of repeatability (CR)
and the Lin’s concordance correlation coefficient
(CCQC).

Materials and methods

Patients consulting the Refractive Surgery Unit
by the first time at the Clinica de Oftalmologia
de Cali (Colombia) between May 5 and May
10, 2006 were included in the study because
the four topographic devices were available
during that time. The sample size was fixed at
90 eyes because this number constituted the
institutional weekly historical average during the
12 months prior to this research. After the initial
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recruitment of 90 eyes, 78 eyes from 41 patients
satisfied the inclusion criteria. At this stage, 12
eyes from 8 patients were excluded, 6 eyes
because suspected keratoconus and 6 eyes for
incomplete data. Abnormal suspicious corneas,
and with keratoconus were excluded because
they may provide extremely variable data that
will be difficult to compare with normal corneas.
From the 78 eyes remaining, 10 eyes were also
excluded from 5 patients who did not agree to
participate in the study. The final eligible sample
was 68 eyes from 36 patients.

The average age was 35 years (range, 20 to
45 years). These were candidates for refractive
surgery and had normal corneas based in their
refraction, slit lamp examination, pachymetry,
slit scanning topography (Orbscan ll), single
Scheimpflug topography (Pentacam) and
Placido disc topography (Scout and Tomey).
Topographic exams were performed by skilled
and experienced staff. The results were assessed
in a blinded design. Patients coming to the
refractive surgery unit received a consecutive
number by personnel not involved in the study.
Exams were not identified regarding to their
age, gender, race, and origin of patients or to
the practitioner who requested the test, allowing
a camouflage of information for operators and
researchers.

When the patients were using contact lenses,
they were instructed to stop 15 days prior to
the topographic examinations. The Orbscan Il
and Pentacam maps with poor centering were
repeated to avoid errors of the BFS. Automatic
established Orbscan Il parameters were used
for the float BFS elevation maps centered to
the apex defined by this system. The Orbscan Il
BFS was obtained from a 10-mm-diameter area
and its Placido disc data were used to obtain
the curvature maps. With the Pentacam, a 10-
mm-diameter area was also used to calculate
the float BFS fixed to the apex defined by the
Scheimpflug system but the curvature maps
were derived from the elevation data.

To measure the repeatability of each device,
parameters from the British Standard Institute
were followed (8,9). Three measurements per
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eye from each patient and each device were
taken by the same operator between 8:00 am
and 5:00 pm. Two consecutive measurements
per eye from each patient and each device were
taken by the same operator. The concordance
between the measurements per device was
calculated using the coefficient of repeatability
(CR) of Bland Altman (10) obtained from the
repeated measurements taken under identical
conditions. The CR was defined as the standard
deviation (SD) of the mean difference from the
repeated measurements divided by the mean
value. The confidence intervals of 95% (Cl 95%)
were obtained from the limits of agreement (LOA)
of the mean differences (difference mean + 1,96
x standard deviation). The agreement, precision
and correction factor of the measurement trend
was assessed using the concordance correlation
coefficient (CCC) of Lin (11,12). The correlation
coefficient of Pearson was used to assess the
linear association between measurements.
Normal data was defined by means of the
skewness and kurtosis coefficients. The t-test
level of significance was p<0.005. In addition,
the concordance between both devices was
calculated using the Bland Altman and Lin
tests. The analysis was done using the Medcalc
software, version 9.4.2.0.

Ethical matters

The protocol of this research was approved by
the Institutional Medical Committee from the
Clinica de Oftalmologia de Cali. An informed
authorization was signed by patients according
to the Resolution 8430 of 1993.

Results
Radius of the anterior sphere of reference

The mean radius of the anterior BFS from the
Orbscan Il and Pentacam is shown in table 1.
The data showed a normal distribution. The
mean difference between the repeated means
was -0.009 (Cl 95%:-0.019 t0 0.001, SD =%0.04)
with the Orbscan Il and -0.002 (Cl 95%: -0.007
to 0.001; SD =+0.01) with the Pentacam. The
concordance limits are shown in table 2.

The coefficient of repeatability, the concordance
correlation coefficient, the accuracy and the
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Table 1. Means of the radius of BFS and anterior and posterior elevations provided by the Orbscan Il and Pentacam.

Corneal Radius Orbscan Il Pentacam Value of p
Mean = SD Mean = SD

raBFS 7.90 mm *0.24 7.95 mm *0.23

Cl 95%: 7.84-7.96 Cl 95%: 7.89-8.01 p <0.0001
rpBFS 6.52 mm +0.24 6.69 mm +0.24

Cl 95%: 6.46-6.57) Cl 95%: 6.63-6.75 p <0.0001
rMEA 9.27 ym £3.49 11.50 pm +4.26

Cl 95%: 8.41-10.14 Cl 95%: 10.44-12.55 p <0.0001
rMEP 27.81 pm +6.69 29.50 pm +6.81

Cl 95%: 26.15-29.47 Cl 95%: 27.81-31.19 p=0.20

raBFS: mean of the radius of the anterior sphere of reference
rpBFS: mean of the radius of the posterior sphere of reference

rMEA: mean of the radius at the point of maximum anterior elevation
rMEP: mean of the radius at the point of maximum posterior elevation

SD: standard deviation
Cl: confidence interval

precision from the repeated measurements with
the Orbscan Il and Pentacam are shown in table
3. The difference of means between the Orbscan
Il and Pentacam was -0.04 (Cl 95%: -0.05 to
-0.03, SD =+0.04). The range of LOA agreement
was -0.13 to 0.04. The CCC was 0.96.

Radius of the posterior sphere of reference

The mean radius of the posterior BFS from the
Orbscan Il and Pentacam is shown in table 1.
The data showed a normal distribution. The
difference of means was -0.014 (Cl 95%: -0.028
to 0.000; SD =+0.05) with the Orbscan Il and
0.000 (Cl 95%: -0.009 to 0.010; SD=%004) with
the Pentacam. The range of agreement are
shown in table 2.

The coefficient of repeatability, the concordance
correlation coefficient, the accuracy and the pre-
cision from the repeated measurements with the
Orbscan Il and Pentacam are shown in table 3.

The difference of means between Orbscan Il and
Pentacam was of -0.17 (Cl 95%: -0.20 to -0.14;
SD =+0.11). The range of LOA agreement was
-0.39 t0 0.04. The CCC was of 0.71.

Radius at the point of maximum anterior
elevation

The mean radius at the point of maximum anterior
elevation in the Orbscan Il and Pentacam is
shown in table 1. The data showed a normal

distribution. The difference of means was -0.184
(Cl 95%: -0.986 to 0.617; SD =%3.23) with the
Orbscan Il and 0.138 (Cl 95%: -0.214 to 0.491;
SD =+1.42) with the Pentacam. The limits-of-
agreement are shown in table 2.

The coefficient of repeatability, the concordance
correlation coefficient, the accuracy and the
precision from the repeated measurements with
the Orbscan Il and Pentacam are shown in table
3. The difference of means between Orbscan Il
and Pentacam was -2.22 (Cl 95%: -3.09 to -1.35;
SD =+3.50). The range of LOA agreement was
-9.08 to 4.64. The CCC was of 0.51.

Radius at the point of maximum posterior
elevation

The mean radius at the point of maximum
posterior elevation in the Orbscan Il and
Pentacam is shown in table 1. The data showed
a normal distribution. The difference of means
was 1.35 (Cl 95%: -0.007 to 2.71; SD =%5.49)
with the Orbscan Il and 0.23 (Cl 95%: -2.30
to 2.76; SD =%10.24) with the Pentacam. The
limits-of-agreement are shown in table 2.

The coefficient of repeatability, the concordance
correlation coefficient, the accuracy and the
precision from the repeated measurements of
Orbscan Il and Pentacam are shown in table
3. The difference of means between Orbscan Il
and Pentacam was -1.69 (Cl 95%: -4.31 t0 0.93;
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Table 2. Limits-of-agreement (LOA) of the mean differences between repeated measurements of Orbscan Il and Pentacam

calculated with the Bland-Altman’s method.

Corneal radius Mean SD LOA

raBFS Orbscan Il -0.009 0.042 -0.092/0.073
raBFS Pentacam -0.002 0.018 -0.038/0.032
rpBFS Orbscan Il -0.014 0.057 -0.127/0.097
rpBFS Pentacam 0.000 0.041 -0.080/0.080
rMEA Orbscan Il -0.184 3.235 -6.525/6.156
rMEA Pentacam 0.138 1.423 -2.652/2.929
rMEP Orbscan I 1.353 5.492 -9.411/12.119
rMEP Pentacam 0.230 10.245 -19.849/20.31

raBFS: radius from the anterior sphere of reference
rpBFS: radius from the posterior sphere of reference
rMEA: radius at the point of maximum anterior elevation
rMEP: radius at the point of maximum posterior elevation
SD: standard deviation

Table 3. Measurement of coefficients of repeatability provided by the Orbscan Il and Pentacam. Precision and accuracy from

the repeated measurements.

Corneal radius CR % CCC Precision Accuracy
raBFS Orbscan Il 1.04 0.98 0.98 0.99
raBFS Pentacam 0.44 0.99 0.99 0.99
rpBFS Orbscan Il 1.71 0.97 0.97 0.99
rpBFS Pentacam 1.20 0.98 0.98 0.99
rMEA Orbscan Il 68.29 0.64 0.64 0.99
rMEA Pentacam 24.20 0.94 0.94 0.99
rMEP Orbscan I 38.69 0.69 0.71 0.97
rMEP Pentacam 68.03 0.24 0.24 0.99

CR: repeatability measured by the coefficient of repeatability
CCC: Lin’s concordance correlation coefficient

raBFS: radius of the anterior sphere of reference

rpBFS: radius of the posterior sphere of reference

rMEA: radius at the point of maximum anterior elevation
rMEP: radius at the point of maximum posterior elevation

SD =%10.60). The range of LOA agreement was
-22.47 10 19.08. The CCC was of -0.22.

Discussion

With the Orbscan Il we found a mean radius of
the anterior and posterior BFS and a mean radius
at the point of anterior and posterior maximum
elevation (table 1) similar to those found by
Fam, et al. in normal patients (13). However, we
found a mean radius at the point of anterior and
posterior maximum elevation with the Orbscan
Il and Pentacam different from those found by
Hashemi, et al. (14). In this latter study, the
values with the Pentacam, 6.80 pm and 17.98
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pm respectively, corresponded to an adjustment
of a BFS from an area with 6 mm, as the authors
have indicated; however, the values with the
Orbscan I, 14.07 ym and 32.87 pm respectively,
seem to correspond to an adjustment of a BFS
with 10 mm and not 6 mm as the authors show.

Chen, et al. found a good intrasession and
intersession repeatability of the anterior and
posterior BFS radius with the Pentacam, but
they used the Cronbach test, indicated for
psychological studies. Therefore, we believe this
study did not accomplish the standards agreed
for the analysis of this type of comparisons
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(8-10). Furthermore, they suggested that taking
an average of several exams is better than an
individual reading, probably because this is a way
to compensate statistically for the imprecision of
the exam.

The coefficient of repeatability, the concordance
correlation coefficient, the precision and accuracy
of the radius of the anterior and posterior
BFS with the Orbscan Il and Pentacam were
excellent, as shown by the standard deviation
of differences and the lower LOA. Therefore,
both topographers were efficient in providing the
value of these variables and their measurements
can be considered reliable.

The radius at the Pentacam’s maximum anterior
elevation point showed a poor CR, although it
had excellent CCC, precision and accuracy. The
CR of 1.42 was established by the standard
deviation of the means differences of 1.42,
with lower LOA of -2.652 and an upper LOA of
2.929. These findings have significant clinical
importance because the difference among
measurements can be until 3, a close value
found for the standard deviation of the group
mean (+4.26).

The radius at the Orbscan’s maximum anterior
elevation point showed a poor CR determined by
its regular precision and the standard difference
of the difference of means of 3.23, with a lower
LOA of -6.525 and an upper LOA of 6.156. These
findings implied a wide variability of the result
and therefore a clinical impact.

The CR from the radius at the point of maximum
posterior elevation from Orbscan Il and Pentacam
was poor at the expense of the precision and the
great SD from the differences of the means. It
was worst in the case of Pentacam where the
LOA of -19.849 at the lower limit and 20.31 at the
upper limit gave differences up to 20 pum between
exams with the same device, same patient and
same examiner.

Our results on the precision measured with the
Lin ‘s CCC and the SD from the differences
measured by the Bland Altman test were in
agreement with the assessments by repeated
measurements. The SD indicated the level of

Repeteability of elevation maps

precision of our findings, with the lesser standard
deviation indicating greater precision (7).

Comparing the Orbscan Il and the Pentacam,
we found differences between the radius of
the anterior and posterior BFS, and the radius
at the point of maximum anterior elevation with
the t-test and the concordance test. The radius
at the point of maximum posterior elevation did
not show significant differences (t-test), but the
concordance test showed a very high standard
deviation with a consistent significant clinical
limit of difference between both topographers.

Quisling, et al. (15) compared the Orbscan Il
and the Pentacam equaling parameters in both
devices and found differences among eyes with
keratoconus at the radius of the point of maximum
posterior elevation, even though they did not find
differences at the radius of the posterior BFS.
Although their study used random samples,
their results may have potential selection biases
or information; therefore the inference to the
general population is limited and the data is only
applicable to the population studied. Because
little information is available in the literature,
our results are a great import because show an
approximation to the real precision of the radius
of the anterior and posterior BFS and the radius
at the point of maximum anterior and posterior
elevationtakenwiththe Orbscan|land Pentacam.
Furthermore, since the sample population did
not differ from the at large population, the use of
normal corneas in our research strengthens this
approximation.

This is the first comparative study about the
repeatability of the radius at the point of maximum
anterior and posterior elevation provided by the
Orbscan Il and the Pentacam in patients with
normal, unexplored corneas. It shows how the
imprecision of this measurement appreciably
affects the efficacy of Orbscan Il and Pentacam
during the preoperative evaluation of refractive
surgery. The imprecision with the Pentacam
(0.24) was worst. In contrast to the excellent
accuracy ofthe same measurement, wediscarded
systematic errors from the examiner, with the
calibration of the device or with the assessed
persons. The imprecision of the maximum
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posterior elevation with the Pentacam (0.24)
was worst. In contrast, we found an excellent
accuracy of the same measurement, thus we
discarded systematic errors from the examiner,
in the callibration of the device or the assessed
persons. This concept guides our search for
new devices that provide better resolution and,
with different technological combinations, may
show the least absolute relative error in a given
measurement.
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ARTICULO ORIGINAL

Deteccion de efectos secundarios asociados a la administracion
de tramadol y dipirona en un hospital de alta complejidad

Giovanny Alberto Montoya, Claudia Vaca, Maria Fernanda Parra

Departamento de Farmacia, Hospital Universitario de La Samaritana, Universidad Nacional de Colombia,
Bogota, D.C., Colombia

Introduccidn. Un objetivo prioritario después de la comercializacion de medicamentos, como la
dipirona y el tramadol, en grupos particulares de poblacion, como el colombiano, es garantizar la
eficacia y la seguridad.

Objetivo. Describir y estimar la frecuencia de efectos secundarios, incluida la falla terapéutica,
asociados al uso de tramadol y a la dipirona en el Hospital Universitario de La Samaritana (lll
nivel).

Materiales y métodos. Se hizo seguimiento intensivo de los efectos secundarios asociados a
la dipirona y al tramadol en los pacientes hospitalizados en los Servicios de Medicina Interna,
Ortopedia y Cirugia, durante un periodo de seis meses como parte de un proyecto a un afo.
La informacion se recolecté mediante el formato para reporte al Instituto Nacional de Vigilancia
Médica y Alimentos, INVIMA. La probabilidad de causalidad se establecié6 mediante el algoritmo
de la Organizaciéon Mundial de la Salud. Se calcularon los costos directos desde la perspectiva
del pagador.

Resultados. Se detectaron 213 efectos secundarios en 171 de los 2.547 pacientes que ingresaron
alos servicios (proporcién de incidencia, 8,4%). El 53,4% se clasificd como posible para la dipirona
y 46,82% para el tramadol; el 0,62%, (16 casos) correspondid a efectos secundarios serios. El
sistema mas frecuentemente afectado fue el gastrointestinal: dipirona, 27%, y tramadol, 42,9%.
El costo generado por la atencion de los efectos secundarios a los medicamentos del estudio fue
de US$ 14.346,53.

Conclusiones. El impacto negativo de los efectos secundarios de los medicamentos, los
recursos que se emplean en su atencion y la capacidad de prevenirlos, demuestran que se
requieren programas institucionales de farmacovigilancia.

Palabras clave: dipirona/efectos secundarios, tramadol/efectos secundarios, costos en
medicamentos, farmacoepidemiologia.

Adverse events associated with tramadol and dipirona administration in a level Il
hospital

Introduction. The efficacy and safety of pharmaceutical drugs such as dipirone and tramadol must
be a primary objective in the post-marketing period and as they are used in specific population
groups.

Objectives. The frequency of adverse effects (including therapeutic failure) with the medications
tramadol and dipirona were described and estimated.

Material and methods. At the Hospital Universitario de la Samaritana, Bogota, D.C., Colombia,
adverse events associated with dipirone and tramadol were rigorously tracked in patients
hospitalized in the internal medicine, as well as the orthopedics and surgery departments. For a
period of six months, data were collected by means of the Instituto Nacional de Vigilancia Médica
y Alimentos (INVIMA) standard report form. Direct costs of adverse event treatment to the patient
were calculated.

Results. Adverse reactions were detected 213 times in 171 (8.4%) of the 2,547 patients admitted
to the services (incidence rate. Of these instances, 53.4% were rated as possible for dipirone and
46.82% for tramadol. Of the total, 0.6% (16 cases) were classes as serious adverse events. The
gastrointestinal system was the most affected, with the incidences of adverse events for dipirone
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of 27%) and tramadol of 42.9%. The total cost generated by the medical response to the 213
adverse events was estimated to be US$14,346.53.

Conclusions. An unacceptable level of preventable adverse events was described that impacted
the well-being of patients, as well as the costs associated with remedial treatment. These data
recommend that institutional pharmacovigilance programs be required.

Key words: Dipyrone/adverse effects, tramadol/adverse effects, drug costs, pharmaco-

epidemiology.

La dipirona, también denominada metamizol,
es un analgésico no narcético de la familia de
las pirazolonas, con actividad antiinflamatoria
moderada y buena actividad analgésica vy
antipirética, pero con la potencialidad, como otros
medicamentos, de producir efectos secundarios
graves. Suecia y otros paises industrializados,
como Estados Unidos, retiraron el uso de
dipirona hacia la década de los setenta, debido
a los casos de agranulocitosis y anemia aplasica
asociados a su uso, cuya mortalidad esta cercana
a 10%, y que se asocia a otras manifestaciones
clinicas mas comunes de tipo infeccioso,
tales como amigdalitis, faringitis, estomatitis
o neumonia (1). La incidencia de discrasias
sanguineas con la dipirona fue estimada en
uno de cada 3.000 usuarios y, en 1981, The
Deutsche Bundesgesundheitsamt calculd el
riesgo de agranulocitosis con dipirona en uno de
cada 20.000 usuarios por afo, razén por lo cual
también restringié su uso y prohibid todas sus
indicaciones (2). No obstante, en Colombia y
otros paises, entre los que se incluyen Alemania,
Italia, Francia, Espafa, Suiza, Holanda y toda
América Latina desde 1943, y la mayoria de
los paises asiaticos y africanos, contindan la
comercializacion de este farmaco.

“Las cifras varian en el tiempo, pero se calcula
que al cabo de un afo, se producen unos
220 millones de tratamientos con dipirona en
América Latina. Es decir, que cada dia se
inician unos 600.000 tratamientos con este
medicamento. Especificamente en Colombia,
unos ocho millones de personas utilizan cada
afio medicamentos que contienen dipirona” (3).
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En 1986, el International Aplastic Anemia
and Agranulocytosis Study, llamado Estudio
Boston, demostré grandes diferencias en la
variacién de riesgo en diferentes paises, que
podria explicarse por diferentes factores, como
consumo y frecuencia del uso de dipirona,
susceptibilidad genética de la poblaciéon a la
agranulocitosis y otros factores propios, y reporto
una incidencia de agranulocitosis inducida de
uno por cada 1°100.000 usuarios por semana. La
dipirona claramente causa agranulocitosis, pero
existe informacién insuficiente para cuantificar
adecuadamente el riesgo (4). Es por esto
que el determinar el balance riesgo/beneficio
y los costos que se generan por los efectos
secundarios asociados al uso de dipirona, es
importante para los paises en los que aun se
comercializa, incluyendo Colombia.

Existen varias proyecciones, estudios observa-
cionales y retrospectivos a partir de consumo
del medicamento, que muestran que la inci-
dencia de agranulocitosis asociada con la
dipirona en América Latina es realmente baja
y significativamente menor que la reportada
en paises como Suecia. Por ejemplo, el estu-
dio de Sollero et al. realizado en Brasil,
abarc6 un periodo de 20 afios, de 1954 a
1974, con 531.261 pacientes. Se registraron
15 casos de agranulocitosis por pirazolonas
(incidencia<0,002%) y un caso por dipirona
(incidencia<0,0002%) (5). En el “Estudio de
prevalencia de agranulocitosis inducida por
drogas en Sao Paulo, Brasil” de Nelson
Hamerschlakl, que se llevé a cabo de septiembre
de 1981 amarzode 1990, en el cual se analizaron
19.385 historias clinicas, se encontraron cinco
casos de agranulocitosis y s6lo se confirmé en
un caso la relacion entre dipirona y el efecto
secundario, con una incidencia de 0,44 a 0,82
casos por millon de pacientes al afo.
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En Argentina, el “Estudio retrospectivo de preva-
lencia de agranulocitosis en el medio hospitalario
argentino” de Daniel Goldenberg et al., en el que
se analizaron 1’100.000 conteos de laboratorio
en siete hospitales de la Republica Argentina,
se encontraron seis casos en tres afos de
evaluaciéon retrospectiva. En México, Jorge
Bernardo Vargas Correa et al. elaboraron el
estudio “Metamizol. Evaluacién del riesgo
para agranulocitosis y anemia aplasica”, en el
que se revisaron los registros del Servicio de
Hematologia del Hospital Regional Mérida del
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de
los Trabajadores del Estado (ISSSTE) desde
1992, y también se evaluaron los registros de los
10 anos previos del Servicio de Medicina Interna
(ingresos por agranulocitosis o0 anemia aplésica),
asi como los de consumo de medicamentos y
metamizol del hospital mediante los registros de
lafarmaciadetres afios alafecha;seencontraron
tres casos de agranulocitosis y cuatro de
anemia aplasica en tres afos de investigacién
retrospectiva; ninguno de ellos se asocio al uso
de metamizol. La incidencia de anemia aplasica
reportada en estudios mexicanos fue mayor, con
3,9 por millén de individuos al afio (6).

El tramadol es un analgésico narcotico, derivado
sintético de la codeina, utilizado para el control
del dolor moderado a grave, como la mayoria de
los opiaceos.

Cossmann et al. (1997) consideraron la informa-
cién proveniente de los estudios clinicos de
fase Il a IV y después de la comercializacion,
y recolectaron datos provenientes de cerca de
21.000 pacientes, y encontraron que los efectos
secundarios mas frecuentes fueron: nauseas
(6,1%), desvanecimiento (4,6%), somnolencia
(2,4%), cansancio/fatiga (2,3%), sudoracion
(1,9%), vémito (1,7%), boca seca (1,6%), y
alguna reaccion de hipersensibilidad dada por
alergias o reacciones anafilacticas (0,1%) (7).

En el estudio publicado por Tribifio y Maldonado,
realizado en el Hospital Universitario de La
Samaritana, se evaluaron los costos directos y
los aspectos clinicos de las efectos secundarios
a medicamentos en pacientes hospitalizados
en el servicio de medicina interna; arrojo

Efectos secundarios asociados a tramadol y dipirona

resultados que incluyeron la deteccion de
“268 reacciones adversas en 208 de los 836
pacientes que ingresaron al servicio (proporcién
de incidencia de 25,1% y razdn de presencia de
0,32). El 74,3% de los EAM se clasifico6 como
probable, dentro de (sic.) las cuales el 92,5%
fue tipo A. El 81,3% correspondié a reacciones
moderadas, encontrandose que el sistema mas
frecuentemente afectado fue el hematoldgico
33,9% y que los medicamentos que actlan
en sangre fueron los mas frecuentemente
relacionados 37,6%” (8).

Dada la frecuencia del uso en el Hospital Univer-
sitario de La Samaritana, el perfil de seguridad y el
comportamiento creciente del reporte de efectos
secundarios, tanto en el ambito institucional
como en el nacional (Vacca C, Ocampo M.
Avances del programa de farmacovigilancia en
el HUS. Péster presentado en el Il Encuentro
Internacional de Farmacovigilancia; septiembre
de 2006; Bogota, D.C.) (9), para los farmacos
descritos, se presenté la propuesta del estudio
de seguimiento activo de los efectos secundarios
asociados a los medicamentos tramadol y
dipirona con un andlisis de los costos directos
desde la perspectiva del pagador, con el fin de
establecer incidencias de efectos secundarios,
deteccién de sefiales de seguridad y plantear
estrategias de prevencion y manejo en pro
de los pacientes y de un uso adecuado de los
medicamentos (10), mediante la busqueda
activa en dos fases de investigacion de seis
meses cada una y la recoleccién de datos de
un afo.

Materiales y métodos

Se realiz6 una bulsqueda activa combinada
con reporte voluntario de casos de los efectos
secundarios asociados a los medicamentos
dipirona y tramadol en sus presentaciones
inyectables. Para este fin, se revisaron diaria-
mente todas las historias clinicas de los pacientes
a los que fueron prescritos dichos farmacos con
seguimiento médico de cada caso, durante el
periodo comprendido entre el 1° de marzo de
2007 y el 15 de septiembre de 2007; se tratd
de un estudio descriptivo, observacional con
seguimiento de casos.
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Seincluyeron pacientes sin restricciones de edad
0 sexo que fueron hospitalizados en los servicios
de medicina interna, ortopedia y cirugia general
del Hospital Universitario de La Samaritana,
por ser los de mayor volumen de prescripcion
de dipirona y tramadol; también se incluyeron
aquellos pacientes que ingresaron por sospecha
de efectos secundarios relacionados con estos
dos medicamentos.

Para el disefo del estudio no se tuvo en cuenta
ningun criterio de exclusion. No se realizd un
calculo de muestra, ya que se incluy6 la totalidad
de los pacientes del hospital a quienes se
prescribieron dichos medicamentos. El periodo
elegido (1°de marzo a 15 de septiembre de 2007)
corresponde al primer periodo de recoleccion
de datos de seis meses de la primera fase del
estudio, debido a que se programé una segunda
fase de toma de datos por seis meses mas, para
completar un afio de farmacovigilancia intensiva
dirigida a los farmacos ya descritos, de acuerdo
con el disefio planteado inicialmente.

Laidentificacionde los pacientes conprescripcion
de los farmacos en estudio, se realiz6 mediante
la consulta predisefiada por los departamentos
de Informética y Farmacia del hospital. Una vez
identificados los pacientes, la informacion se
recolecté en el Formato de Reacciones Adversas
a Medicamentos (FORAM) del Instituto Nacional
de Vigilancia Médica y Alimentos (INVIMA) y
se digitd en una hoja electrénica de Microsoft
Excel® para su procesamiento.

Para las variables cuantitativas continuas, se
calcularon el promedio y la desviacién estandar,
y para las variables cualitativas, se establecio
la proporcion expresada como porcentaje.
La relacion causal se estableci6 mediante el
algoritmo y las categorias de causalidad de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El
registro de los efectos secundarios se realizd
utilizando el diccionario WHOART (World Health
Organization Adverse Reaction Terminology). El
equipo de investigacién reportd las sospechas
de efectos secundarios a los medicamentos.

Analisis de datos

El andlisis de datos se realizé con base en
los resultados obtenidos en la primera fase
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del estudio, que corresponde a seis meses de
recoleccion activa.

Los datos recopilados se analizaron para:

describiry estimar la frecuencia de efectos secun-
darios amedicamentos, entendidos como cualquier
situacién médica desfavorable experimentada
por un paciente en tratamiento con dipirona y
tramadol, sin que necesariamente exista una
relacion de causalidad con el medicamento e
incluyendo la falla terapéutica (falta de respuesta
o beneficio clinico para el cual se administro el
medicamento), asociados a su uso en el Hospital
Universitario de La Samaritana (Il nivel) en un
periodo de un ano;

caracterizar sociodemograficamente lapoblacion
que presentd efectos secundarios asociados
al uso de tramadol y dipirona, identificar las
indicaciones para las cuales fueron prescritos,
asi como las alteraciones asociadas a la
utilizacion de los mismos;

identificar los esquemas terapéuticos asociados
a los farmacos sometidos a vigilancia activa,
clasificar la causalidad y seriedad de los efectos
secundarios detectados, generar alertas sobre
los efectos secundarios serios a la dipirona y al
tramadol, con el fin de proveerinformacion parala
orientacién de decisiones y posibles estrategias
de prevencién, y realizar una estimacion de
los costos directos de los efectos secundarios
(desde la perspectiva del pagador) detectados
como prevenibles con los medicamentos del
estudio.

El tipo de efectos secundarios en los que
se determin6 como definitiva su relacion de
causalidad con el algoritmo de la OMS, se
distribuyeron segun la clasificacién de Rawlins
y Thopson en: A: incrementada (augmented); B:
rara (bizarre), y E: terminal (end) (11).

El diagnéstico principal de los casos se definid
segun la CIE-10. El criterio de seriedad se
clasific6 de acuerdo con las guias ICH-E2A,
como cualquier situacion médica desfavorable
en la que el farmaco a cualquier dosis, causara
la muerte, hubiese puesto en riesgo la vida del
paciente, incapacitara o inhabilitara perma-
nentemente, hubiese requerido o prolongado la
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hospitalizacién del paciente, hubiese conducido
a anomalias congénitas y cualquier efecto
meédicamente significativo.

Aspectos éticos

Teniendo en cuenta las disposiciones consignadas
en las “Normas cientificas, técnicas y adminis-
trativas para la investigaciéon en salud”, segun
la Resolucion N2 8430 de 1993, este proyecto
se clasifico en la categoria de investigacion sin
riesgo, puesto que “los métodos y estrategias
propuestas noinvolucranintervencion o modifica-
cién intencionada de variables biolégicas,
fisiolégicas o sociales de los individuos bajo
estudio o la identificacién de aspectos sensitivos
de su conducta” (Titulo II, Capitulo I, Articulo
11), por lo cual se obvio la obtencién del consen-
timiento informado.

El presente estudio fue aprobado por el Comité
de Investigaciones de la Facultad de Ciencias de
la Universidad Nacional de Colombia y el Comité
de Investigaciones del Hospital Universitario de
La Samaritana.

Resultados

Durante el periodo de vigilancia activa, se
realiz6 seguimiento a las historias clinicas de
2.547 pacientes a quienes se prescribieron los
medicamentos del estudio en los servicios de
medicina interna, ortopedia y cirugia general.

Con un promedio de edad de 58,9+0,67 afos, la
media de los pacientes con efectos secundarios
a la dipirona fue de 46,4+21,8 afos y de
51,5+18,8 afos para el tramadol, con 25,35% de
los pacientes con edades mayores de 65 afios.

Se detectaron 213 efectos secundarios a los
medicamentos del estudio, en 171 pacientes
de los 2.547 evaluados, con una proporcion de
incidencia (cociente entre nimero de pacientes
con efectos secundarios y total de pacientes
ingresados) de 8,4%. Los efectos secundarios a
los medicamentos del estudio se presentaron en
95 hombres (55,5%) y 76 mujeres (44,4%).

A los pacientes que presentaron efectos
secundarios por la dipirona, se les administro
en promedio 7+2 medicamentos (rango, 3 a
13), y se encontraron 21/87 pacientes, es decir,

Efectos secundarios asociados a tramadol y dipirona

24,1%, con tratamientos que incluian ocho
o mas medicamentos; por otra parte, a los
pacientes que presentaron efectos secundarios
al tramadol se les administr6 en promedio 7+3
medicamentos (rango, 2 a 14), y se encontraron
39/84 pacientes, esdecir,46,4%,contratamientos
que incluian ocho o mas medicamentos. La
estancia hospitalaria para pacientes con efectos
secundarios a la dipirona fue de 12,44+9,07 dias
y de 9,28+7,32 para el tramadol, y el promedio
de dias de estancia hospitalaria adicional para
pacientes con efectos secundarios a la dipirona
fue, en promedio, de 1,95 dias con un rango
entre 1 a 5 dias y de 2,25 dias con un rango
entre 1 a 7 dias para el tramadol.

La dipirona se prescribié principalmente como
analgésico (96%) y sélo en 4% de los casos
como antipirético, con diferentes esquemas
terapéuticos resumidos en el cuadro 1.

Cabe resaltar que la dosis maxima recomendada
para la dipirona es de 4 g al dia, por via
intramuscular o intravenosa, por los periodos
mas cortos posibles (no mas de una semana
consecutiva) (12). Por otra parte, el tramadol se
prescribié como analgésico en el 100% de los
pacientes, utilizando los esquemas terapéuticos
resumidos en el cuadro 2. De igual forma, en
la informacién bésica de prescripcion para el
medicamento se aclara que la dosis maxima
recomendada de tramadol para pacientes
adultos, mayores de 14 afos, es de hasta 400
mg al dia (12).

Los efectos secundarios aladipironay altramadol
comprendieron 51 manifestaciones diferentes,

Cuadro 1. Esquemas terapéuticos utilizados en los
pacientes que presentaron efectos secundarios a quienes
se prescribi6 dipirona.

Esquema terapéutico Frecuencia Porcentaje
utilizado

5 g cada 8 horas, IV 1 1,35
2,5 g cada 6 horas, IV 51 68,90
2,5 g cada 8 horas, IV 16 21,62
2,0 g cada 6 horas, IV 1 1,35
1,0 g cada 8 horas, IV 1 1,35
1,0 g cada 6 horas, IV 4 5,40

IV: intravenoso
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de las cuales, la mas frecuente para la dipirona
fue la falla terapéutica (21,59%), entendida como
la ausencia del efecto terapéutico deseado por
el médico tratante; las demas se presentan en
el cuadro 3. Durante la observaciéon hecha en
este estudio, no se encontraron reportes de
agranulocitosis asociados aladipironayloscasos
de compromiso hematoldgico, que alcanzaron
una incidencia de 15,9%, correspondieron a seis
casos de leucopenia (83,3% evaluados como
posible) y cinco de anemia (80% evaluados
como improbable), de acuerdo con el algoritmo
de causalidad de la OMS.

No se encontré ninglin caso de agranulocitosis
con dipirona en este estudio, lo cual puede
explicarse por varios factores, entre los que se
incluyen un disefio experimental que no permite
la deteccidn de casos de este tipo, el uso distinto
de dipirona entre paises o la susceptibilidad

Cuadro 2. Esquemas terapéuticos utilizados en los
pacientes que presentaron efectos secundarios a quienes
se prescribié tramadol.

Esquema terapéutico Frecuencia Porcentaje
utilizado

17 mg por hora, infusion 2 2,06
100 mg cada 8 horas, IV 7 7,21

50 mg cada 6 horas, IV 2 2,06
50 mg cada 8 horas, IV 73 75,20
50 mg cada 12 horas, IV 8 8,24
25 mg cada 6 horas, IV 2 2,06
25 mg cada 8 horas, IV 4 412

IV: intravenoso
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genética de ciertos grupos de poblaciéon a
desarrollar agranulocitosis.

Para el tramadol, el estrefimiento fue el efecto
secundario mas frecuente (23,02%) y hubo dos
casos de ileo adinamico que correspondieron
a 1,59% de los efectos encontrados, con una
incidencia de 0,037 por 100 pacientes al afio
(cuadro 4).

Al aplicar el algoritmo de la OMS para determinar
la probabilidad de causalidad, la proporcion de
efectos secundarios a dipirona se clasificé como:
posible (53,4%), improbable (30,68%), definitiva
(9,09%), probable (3,4%) y no clasificada
(3,4%). En cuanto al tramadol, la proporcién de
efectos secundarios se clasific6 como: posible
(46,82%), definitiva (30,15%), probable (12,69%)
e improbable (10,31%).

De acuerdo con la clasificacién de seriedad, la
mayoria de los efectos secundarios a dipirona
se clasificaron como no serios (93,18%) y
los otros como serios (6,81%), mientras que,
para el tramadol, fueron de 92,06% y 7,93%,
respectivamente.

El principal sistema comprometido por los efec-
tos secundarios a la dipirona y al tramadol fue el
gastrointestinal, principalmente, nauseas, vomito
y estrefiimiento (cuadros 5y 6). Las principales
10 categorias diagnosticas de los pacientes con
efectos secundarios a la dipirona y al tramadol,
se presentan en los cuadros 7 y 8.

Cuadro 3. Efectos secundarios mas frecuentes en los pacientes a quienes se prescribié dipirona.

Efectos secundarios Frecuencia Porcentaje Incidencia por 100 Porcentaje global
a dipirona pacientes/aio reportado (15)
Falla terapéutica 19 21,59 0,029 ND
Voémito/nauseas 13 14,77 0,016 16 (25)
Erupcion cutéanea 7 7,95 0,025 <0,01->0,001
Prurito generalizado 6 6,82 0,0075 <0,01->0,001
Leucopenia 6 6,82 0,0075 <0,01->0,001
Anemia 5 5,68 0,0064 <0,01->0,001 (16)
Taquicardia 5 5,68 0,0064 ND
Disnea 4 4,55 0,0051 ND
Estrefiimiento 2 2,27 0,0025 <1
Trombocitopenia 2 2,27 0,0025 <0,01

Total, 10 primeras causas 78,41
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De los efectos secundarios a la dipirona, 43
(48,86%) generaron costos por diferentes con-
ceptos, discriminados de la siguiente forma: a) 28
de 88 (31,8%) requirieron medicamentos como
parte del tratamiento de los efectos secundarios;
el costo por concepto de medicamentos
utilizados por esta causa fue de US$ 1.398,59;
b) 16 de 88 (18,18%) requirieron realizacion de
examenes paraclinicos adicionales, el costo por
este concepto fue de US$ 352,54 (tarifa SOAT);
c) 6 del total de efectos secundarios detectados
(6,8%) requirieron la realizacion de diferentes
procedimientos cuyo costo fue de US$ 193,43
(tarifa SOAT); d) en 10 de los efectos secundarios
(11,36%) se solicitaron consultas a otros
servicios, cuyo costo fue de US$ 151,68 (tarifa
SOAT); ninguno de los efectos secundarios
detectados requirié traslado del paciente a la
unidad de cuidados intensivos o intermedio, y e)

Efectos secundarios asociados a tramadol y dipirona

el costo por estancia hospitalaria adicional fue
de US$ 6.639,48 (tarifa SOAT).

Por otra parte, de los efectos secundarios al
tramadol, 55 (43,65%) generaron igualmente
costos por diferentes conceptos, discriminados
de la siguiente forma: a) 44 de 126 (34,9%)
requirieron medicamentos como parte del
tratamiento de los efectos secundarios; el
costo por este concepto fue de US$ 313,27;
b) 6 de 126 (4,76%) requirieron realizacion de
examenes paraclinicos adicionales; el costo
por este concepto fue de US$ 118,74 (tarifa
SOAT); c) 4 del total de efectos secundarios a
medicamentos detectados (3,17%) requirieron
la realizacion de diferentes procedimientos
cuyo costo fue de US$ 42,02 (tarifa SOAT);
d) en 13 de los efectos secundarios (10,31%)
se solicitaron consultas a otros servicios,
cuyo costo fue de US$ 197,61 (tarifa SOAT).

Cuadro 4. Efectos secundarios mas frecuentes en los pacientes a quienes se prescribié tramadol.

Efectos secundarios Frecuencia Porcentaje Incidencia por 100 Porcentaje global
a tramadol pacientes/afio reportado (12)
Estrefimiento 29 23,02 0,054 <1
Vémito/nduseas 19 15,08 0,035 6,1

Falla terapéutica 12 9,52 0,022 ND
Somnolencia 10 7,94 0,018 24
Taquicardia 7 5,56 0,013 <1
Vértigo/mareo 6 4,76 0,011 4,6
Hipotensién 3 2,38 0,0056 <1
Epigastralgia 3 2,38 0,0056 <1
Dificultad respiratoria 3 2,38 0,0056 <0,1

fleo adinamico 2 1,59 0,0037 <0,1
Total, 10 primeras causas 74,61

Cuadro 5. Compromisos mas frecuentes en los pacientes a
quienes se les prescribié dipirona.

Cuadro 6. Compromisos mas frecuentes en los pacientes a
quienes se les prescribié tramadol.

Compromiso Frecuencia Porcentaje Compromiso Frecuencia Porcentaje
Gastrointestinal 20 27,0 Gastrointestinal 54 42,9
Piel 20 22,7 Sistema nervioso central y

Falla terapéutica 19 21,6 sistema nervioso periférico 24 19,0
Hematol6gico 14 15,9 Falla terapéutica 22 17,5
Cardiovascular 5 5,7 Cardiovascular 11 8,7
Respiratorio 4 45 Piel 7 5,6
Hidroelectrolitico 3 3,4 Hematol6gico 3 2,4
Sistema nervioso central y Hidroelectrolitico 3 2,4
sistema nervioso periférico 3 3,4 Respiratorio 2 1,6
Total efectos secundarios 88 100,0 Total efectos secundarios 126 100,0
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Ninguno de los efectos secundarios detectados
requirié traslado del paciente a la unidad de
cuidados intensivos o intermedios, y €) el costo
por estancia hospitalaria adicional fue de US$
4.939,13 (tarifa SOAT).

Cuadro 7. Categorias diagnosticas de los pacientes que
presentaron efectos secundarios a quienes se prescribio
dipirona.

Categoria diagndstica Frecuencia Porcentaje

Politraumatismo con fractura o

sin ella 22 22,60
Posoperatorio de cirugia de abdomen 16 16,49
Enfermedad arterial oclusiva 8 8,24
Neoplasia de tejidos blandos 7 7,21
Posoperatorio de cirugia de térax 5 5,15
Enfermedad autoinmune -lupus

eritematoso sistémico 4 412
Neumonia bacteriana no especificada 4 412
Insuficiencia renal crénica 3 3,09
Neoplasias de tejidos duros 3 3,09
Trombosis venosa no especificada 2 2,06
Total, 10 primeras causas 76,17

Cuadro 8. Categorias diagndsticas de los pacientes que
presentaron efectos secundarios a quienes se prescribio
tramadol.

Categoria diagnostica Frecuencia Porcentaje

Fractura simple o compleja 14 18,90
Posoperatorio de cirugia de

abdomen 11 14,86
Politraumatismo con fractura

o sin ella 7 9,45
Enfermedad arterial oclusiva 5 6,75
Neoplasia de tejidos blandos 5 6,75
Infeccién de tejidos blandos 5 6,75
Dolor abdominal 4 5,40
Insuficiencia renal crénica 3 4,05
Posoperatorio de cirugia de

extremidades 3 4,05
Neumonia bacteriana no especificada 2 2,70
Total, 10 primeras causas 79,66
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En resumen (cuadro 9), el costo total directo
por la atencién de los efectos secundarios a la
dipirona y al tramadol fue de $ 26°048,281 o US$
14.347 a una tasa de cambio de Col$ 1.815,65
por délar (13). Para la dipirona, el més costoso
fue un caso de leucopenia y, para el tramadol,
fue un caso de sindrome de Stevens-Johnson.

Si se acepta un porcentaje de efectos secun-
darios prevenibles de 70%, el monto ahorrado
para el pagador seria de $ 18'233.797 o US$
10.042,57.

Discusion

Desde el punto de vista de distribucién por sexo,
no se encuentra diferencia de proporciones
entre el masculino y el femenino para la presen-
tacion de efectos secundarios. Sin embargo,
es importante tener en cuenta que estas
distribuciones corresponden a datos crudos que
deben compararse con los datos de distribucién
por sexo de la poblacién usuaria del hospital en
general, para definir si existe seleccion particular
de los grupos por sexo, lo cual aplica para los
datos del promedio global de edad.

Los adultos mayores presentan un riesgo
especial de desarrollar efectos secundarios a
los medicamentos. La frecuencia de efectos
secundarios entre los ancianos es de 2 a 7
veces mayor que en la poblacion menor de 60
afos (14); esto es debido en parte al hecho
de que los adultos mayores consumen mas
farmacos, y durante periodos mas prolongados,
que los mas jovenes (14,17,18). A esto se afiade
que los adultos mayores son mas sensibles a
los efectos perjudiciales de ciertos farmacos,
como consecuencia de las alteraciones far-
macodinamicas y farmacocinéticas, y a la
disminucién de la capacidad de reserva fisiold-
gica y a la reduccion de los mecanismos

Cuadro 9. Distribucién de costos de efectos secundarios de acuerdo con su origen (US$).

Origen Estancia Medicamentos Examenes Interconsultas  Procedimientos Total
hospitalaria paraclinicos

Dipirona 6.639,48 1398,6 352,54 151,68 193,42 8.735,73

Tramadol 4.939,13 313,28 118,74 197,61 42,02 5.610,79

Total 11.578,61 1711,88 471,28 349,29 235,44 14.346,53

Porcentaje 80,71 11,93 3,29 2,43 1,64 100

376



Biomédica 2009;29:369-81

homeostaticos corporales. Aunque el conoci-
miento clinico apoya la existencia de un mayor
riesgo de aparicion de reacciones adversas
asociadas a la edad avanzada, parece que
existe una gran variabilidad interindividual en
el proceso de envejecimiento —incluyendo la
naturaleza no uniforme de los cambios farma-
cocinéticos y farmacodindmicos en los sujetos
de edad avanzada— lo cual indica que la
realidad puede ser bastante mas compleja.
De manera que las caracteristicas especificas
del paciente (fisiolégicas y funcionales) son
probablemente mas importantes que cualquier
medida cronoldgica a la hora de predecir tanto
los efectos secundarios, como los beneficios, de
cualquier tratamiento farmacolégico (14,19,20).

No se encontré ningun caso de agranulocitosis
durante la busqueda en la primera parte de este
estudio, lo cual puede explicarse por varios
factores, entre los que se incluye un disefio que
no permite la deteccién de casos de este tipo
por falta de potencia del estudio para detectarla,
dada su baja incidencia, calculada en 1,2 casos
de agranulocitosis por un millon de personas
expuestas a la dipirona hasta por una semana
(4), los habitos de prescripcion diferentes de
dipirona entre paises, la susceptibilidad genética
de ciertos grupos de poblacion a desarrollar
agranulocitosis o por otras hipétesis ya plantea-
das que explican que ni la dipirona ni su
metabolito activo 4-metil-amino-antipirina afectan
el proceso de diferenciacion de los granulocitos
ni inducen apoptosis de los granulocitos ya
diferenciados, sino que la agranulocitosis tiene
un origen inmunoalérgico (21)

La falla terapéutica fue el efecto secundario mas
frecuente para la dipirona en este estudio, con
unaincidencia de 0,029 por 100 pacientes al afo.
Es importante mencionar que a los pacientes
a quienes se prescribi6 como analgésico, fue
con el fin de tratar enfermedades que generan
dolor de intensidad moderada y grave, y que
correspondieron a 60% de los pacientes medi-
cados (cuadro 7), para cuya seriedad se
debe reevaluar el uso de un antinflamatoriono
esteroideo, como la dipirona.

Es de destacar que el nimero de medicamentos
concomitantes es un factor fuertemente relacio-

Efectos secundarios asociados a tramadol y dipirona

nado con el desarrollo de efectos secundarios
a los medicamentos (22-24). En este estudio,
el promedio de medicamentos administrados a
cada paciente fue de siete, con un porcentaje
mayor a 24% en el caso de la dipirona y de
46% en el caso del tramadol para mas de ocho
medicamentos por paciente.

Para medicamentos como la dipirona y el trama-
dol, cuya principal via de biotransformacién
es a través del sistema microsémico hepéatico
(citocromo P450), el efecto de las interacciones
medicamentosas aumenta significativamente, y
el uso de medicamentos concomitantes es un
factor esencial sobre la presentacién o ausencia
de efectos secundarios. Lugian ef al. mencionan
como factores de riesgo para la presencia de
efectos secundarios a medicamentos en los
pacientes hospitalizados, laedady lacomplejidad
de las enfermedades concomitantes, porque
el cuidado de estos pacientes requiere mayor
intervencion (25).

Cabe resaltar que la dosis maxima recomendada
para pacientes en quienes se prescribe
dipirona es excedida en 94,6% de los pacientes
del Hospital Universitario de La Samaritana,
aunque la incidencia de efectos secundarios
a la dipirona observados en los servicios de
medicina interna, ortopedia y cirugia general no
llevaron a hallazgos de seguridad adicionales a
los ya descritos para el producto. Sin embargo,
se debe hacer especial énfasis en que esta
siendo adecuadamente utilizado sélo en 5,4%
de las prescripciones evaluadas. De este grupo,
los cuatro pacientes que desarrollaron efectos
secundarios fueron evaluados como no serios y
correspondieron a tres efectos por compromiso
dermatoldgico (erupcion cutanea y prurito) y
una epigastralgia. Todos los pacientes que
presentaron efectos secundarios evaluados
como serios tenian prescripcion de dipirona a
dosis de 2,5 g intravenosos cada 6 horas (dosis
diaria total de 10 g). Por lo anterior, es importante
generar alertas en el Hospital Universitario de
La Samaritana con respecto a las sobredosis
utilizadas del medicamento, con el fin de crear
planes de control y sensibilizacion del uso
adecuado de dipirona.
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En cuanto a las dosis utilizadas para tramadol,
se puede concluir que es un medicamento
adecuadamente utilizado en los servicios de
medicina interna, ortopedia y cirugia general,
sin que se encontraran dosis por encima de las
recomendadas en los pacientes medicados. Es
de esperar que la mayor proporcién de efectos
secundarios se presente en los pacientes a los
que se suministra el medicamento en dosis de
50 mg intravenosos cada 8 horas, dado que es
el esquema més ampliamente utilizado en los
servicios evaluados.

Lamayoriade efectos secundarios se clasificaron
como posibles (53,4% para la dipirona y 47%
para el tramadol) de acuerdo con el algoritmo
de causalidad de la OMS y, como no serios,
segun el criterio de seriedad; estos hallazgos se
obtuvieron de la aplicacion del algoritmo a cada
caso por dos evaluadores independientes y de
acuerdo con el criterio médico de los mismos. Los
efectos secundarios definitivos desde el punto
de vista de causalidad, se clasificaron como
tipo B (100%), para la dipirona (correspondiente
a los casos de falla terapéutica) y como A
(52,6%) y (47,3%) fue de tipo B para el tramadol
predominio, lo cual indica que la gran mayoria
son predecibles.

El mayor porcentaje de los costos generados
fueron causados por el incremento de la estancia
hospitalaria de los pacientes que presentaron
efectos secundarios a los medicamentos, que
en total acumularon 170 dias; también, se debe
tener en cuenta que mediante este estudio se
calcularon los costos directos relacionados
directamente con los servicios sanitarios, entre
los que se incluyen los costos de medicamentos,
el cuidado sanitario, las pruebas diagndsticas,
las consultas y la hospitalizacién. No se tuvieron
en cuenta otros como costos por trabajo de
personal de enfermeria, camilleros y costos
directos no sanitarios, entre los que se incluyen
los servicios sociales.

Las limitaciones que se presentaron en esta
investigacion fueron:

es posible que la poblacion del hospital donde
se realizo el estudio presente diferencias con
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respecto a la de otras instituciones, a pesar
de que éste es centro de referencia de la red
de salud de Cundinamarca, de manera que la
asimilacion de los resultados a otros hospitales
puede ser discutible;

se reconoce que la forma mas rigurosa de
determinar la estancia hospitalaria adicional
es mediante la diferencia entre la estancia del
paciente con efectos secundarios a medica-
mentos y la estancia de un grupo de pacientes
control apareados por variables como edad,
sexo, diagndstico y gravedad;

el calculo de los recursos ahorrados al evitar
los efectos secundarios prevenibles usa
proporciones publicadas en la literatura; no
se utilizé un algoritmo para definir el caracter
prevenible de dichos efectos detectados vy, por
ello, no se calculdé una proporcién de efectos
secundarios prevenibles; habria que determinar
si las proporciones empleadas se ajustan a las
caracteristicas propias de nuestro medio, y

esta investigacion incluyé solo los servicios de
medicina interna, ortopedia y cirugia general, por
ser donde se prescribe el mayor porcentaje de
los medicamentos del estudio; por lo tanto, dadas
las diferentes enfermedades y medicamentos
empleados en estos servicios, los efectos
pueden no reflejar su comportamiento global en
la institucion.

Los hallazgos de esta investigacion confirman
que los efectos secundarios a medicamentos
generan un impacto clinico negativo implicito
en la evolucion de los pacientes, no evaluada
objetivamente en este estudio, y aumentan en
forma considerable los costos de la atencién
hospitalaria.

Los programas de farmacovigilancia dirigidos
a determinar tendencias o sefiales que
permitan modificar, por medio de campanas
de prevencion y educacién, errores de
medicacion que estén influenciando el sistema
negativamente, redundarian en la reduccién de
la estancia hospitalaria y la morbilidad de los
pacientes, y resulta en ahorros considerables
para la institucion. EI mayor ahorro logrado al
evitar efectos secundarios a medicamentos,
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prevenibles mediante un programa de esta
naturaleza, se daria en términos monetarios y
disponibilidad de camas. Ademas, mejoraria
la calidad de la atencion y el resultado clinico
del paciente. Por otra parte, indudablemente se
requiere una mayor integracion con el proceso de
desarrollo y estatutos dispuestos en los Comités
de Farmacia y Terapéutica institucional, teniendo
en cuenta la alineaciéon y el cumplimiento del
Decreto 2200 de 2005, por el cual se reglamenta
el servicio farmacéutico y se dictan otras
disposiciones, y la Resolucién 1403 de 2007,
por la cual se determina el Modelo de Gestion
del Servicio Farmacéutico, se adopta el Manual
de Condiciones Esenciales y Procedimientos y
se dictan otras disposiciones, y por medio del
cual se deben fortalecer estos programas de
farmacovigilancia.

En conclusién:

1. El estudio adelantado constituye una inicia-
tiva de investigacidbn conjunta entre la
Universidad Nacional de Colombia y el
Hospital Universitario de La Samaritana,
que ha permitido a la fecha el seguimiento
de 27.099 exposiciones a los farmacos
en estudio y la deteccion de 214 efectos
secundarios, la mayoria de los cuales se
presentaron en pacientes de sexo masculino
(54,3%) y edades promedio de 49,2+20,3
afnos (media para la dipirona de 46,4+21,8 y
de 51,5%18,8 para el tramadol).

2. Lamayoriadelos efectos secundarios (290%)
se clasificaron como no serios y posibles
(dipirona, 53,4%, y tramadol, 46,82%).

3. Elprincipal sistema comprometido por efectos
secundarios a la dipirona y al tramadol fue
el gastrointestinal, principalmente, nauseas,
vémito y estrefiimiento.

4. Aunque del total de efectos secundarios
reportados ninguno fue realizado por los mé-
dicos tratantes, se destaca la oportunidad
de la vigilancia activa en la deteccion de
problemas asociados con el uso, en este
caso de la dipirona, la cual fue prescrita como
analgésico (96%) y como antipirético (4%), en
dosis de 2,5 g intravenosos cada 6 horas
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en el 68,9% de los casos, dosis mas de tres
veces superior a la dosis diaria definida (3 g).

5. Dado que los pacientes que presentaron
efectos secundarios con la dipirona reci-
bieron concomitantemente, en promedio,
7+2 medicamentos (rango 3 a 13) y que
los pacientes que presentaron efectos
secundarios con el tramadol, 73 medica-
mentos (rango 2 a 14), se incrementa la
probabilidad de experimentar una interaccion
medicamentosa de cualquier tipo.

6. Llama la atencion que el efecto secundario
mas frecuente para la dipirona fuera la falla
terapéutica (21,59%). Es de destacar que no
se detectaron casos de agranulocitosis; los
efectos hematologicos (15,9%) detectados
correspondieron a 6 casos de leucopenia y
a 5 de anemia.

7. Los efectos asociados al tramadol hacen
parte del perfil de seguridad establecido
para el farmaco, aunque con mayores
incidencias a las reportadas. Por ejemplo,
el efecto secundario méas frecuente fue el
estrefiimiento (23,02%), con una incidencia
de 54 por 100.000 pacientes afio; el ileo
adindmico, la taquicardia y la dificultad
respiratoria se presentaron con incidencias
de 3,7, 13 y 5,6 por 100.000 pacientes afio,
respectivamente.

8. El costo total directo por la atencion de
los efectos secundarios a la dipirona y al
tramadol en el hospital, durante el tiempo
de estudio (6 meses), fue de $ 26°048.281
o US$ 14.346,53. Si se acepta un porcentaje
de efectos secundarios prevenibles de 70%,
el monto ahorrado para el pagador seria de $
18'233.797 0 US$ 10.042,57.

9. Vale la pena resaltar que no se encontrd
ningin caso de agranulocitosis durante
la busqueda en la primera parte de
este estudio. Como se habia explicado
anteriormente, la agranulocitosis es un
evento raro cuya incidencia en Europa
es de hasta 1 de cada 3.000 pacientes
expuestos y, en Latinoamérica, de 1,2 casos
de agranulocitosis por un millén de personas
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expuestas ala dipirona hasta por una semana
(10). En este caso hay un seguimiento activo
con mas de 1.390 exposiciones a dipirona sin
que se reportara este efecto secundario; por
lo anterior, es de notar que, a pesar de las
sobredosis utilizadas del medicamento, que
seguramente debe alertar a las autoridades
sanitarias de la institucién para crear planes
de control y sensibilizacion de su uso
adecuado..

10.A pesar de las sobredosis utilizadas de
dipirona, este medicamento constituye un
farmaco eficaz para el tratamiento sintomatico
del dolor y de la fiebre con un perfil riesgo/
beneficio favorable.

11. Se debe fortalecer laimplementacion y puesta
en marcha de programas institucionales de
farmacovigilancia liderados por los comités
de farmacia y terapéutica y que, alineados
con la actual reglamentacion vigente, permitan
fortalecer lared nacional de farmacovigilancia
e impactar en resultados positivos de uso
adecuado de medicamentos (teniendo
en cuenta las dosis diarias definidas vy
plasméndolas en los protocolos de manejo
clinico) y prevenir los efectos secundarios en
las instituciones prestadoras de servicios de
salud. El presente es un estudio piloto que
puede ser replicado en otras instituciones de
salud.

Conflicto de intereses

El autor y coautores del presente articulo
declaramos que no tenemos conflictos de
interés de orden académico, institucional u
operacional en el momento de la realizacion de
la investigacion.
Financiacion

Esta investigacion fue realizada por los autores
con el apoyo o tutoria de los profesores de la
Universidad Nacional de Colombia, como parte
de los requisitos para optar al titulo de Master en
Ciencias-Farmacologia. Como tal, la presente
investigaciéon contd con financiacién por fuente
especifica del Programa de Investigacion del
Hospital Universitario de La Samaritana y de la
Universidad Nacional de Colombia.

380

10.

1.

12.

13.

14.

15.

Biomédica 2009;29:369-81

Referencias

Hamerschlak N, Cavalcanti A. Neutropenia,
agranulocytosis and dipyrone. Sao Paulo Med J.
2005;123:247-9.

Schénhéfer P, Offerhaus L, Herxheimer A. Dipyrone
and agranulocytosis: what is the risk? Lancet. 2003;
361:968-9.

Plager M. Las preguntas més frecuentes acerca de
Novalgina®. Sanofi-Aventis. Fecha de consulta: 5 de
noviembre de 2006. Disponible en: http://en.sanofi-
aventis.com/publications/publications.asp

Edwards JE, McQuay HJ. Dipyrone and agranulocytosis:
what is the risk? Lancet. 2002:360:1438.

Sollero L. Incidence of agranulocytosis and the use
of dipyrone in Brazil. Rev Bras Pesquisas Med Biol.
1976;9:79-86.

Hamerschlak N, Maluf E, Pasquini R, Eluf-Neto J,
Moreira FR, Cavalcanti AB, et al. Incidence of aplastic
anemia and agranulocytosis in Latin America: the LATIN
study. Sao Paulo Med J. 2005;123:101-4.

Grond S, Sablotzki A. Clinical pharmacology of
tramadol. Clin Pharmacokinet. 2004;43:879-923.

Tribifio G, Maldonado C, Segura O, Diaz J. Costos
directos y aspectos clinicos de las reacciones adversas
a medicamentos en pacientes hospitalizados en el
servicio de medicina interna de una institucion de tercer
nivel de Bogota. Biomédica. 2006;26:31-41.

Grupo de Farmacovigilancia INVIMA/UN. Boletin
de Farmacovigilancia. No. 11. Fecha de consulta: 28
de septiembre 28 de 2006. Disponible en http://web.
invima.gov.co/Invima//farmacovigilancia/docs_boletines/
BOLETIN%2011.pdf

Segura O, Maldonado C. Las reacciones adversas a
medicamentos: una aproximacién desde el punto de
vista econémico. Biomédica. 2003;23:401-7.

Hunziker T, Bruppacher R, Kuenzi U, Maibach R,
Braunschweig S, Halter F, et al. Classification of
ADRs: a proposal for harmonization and differentiation
based on the experience of the Comprehensive
Hospital Drug Monitoring Bern/St. Gallen, 1974-1993.
Pharmacoepidemiol Drug Saf. 2002;11:159-63.

Londoiio A. PR Vademecum 2008. 72 edicion. Bogota:
Licitelco S.A.; 2007.

Délar HOY. Cotizacion del délar en Colombia. Fecha de
consulta: 24 de marzo de 2008. Disponible en: http://
www.wilkinsonpc.com.co/free/dolar-hoy.html.

Pucino F, Beck CL, Seifert RL, Strommen GL,
Sheldon PA, Silbergleit IL. Pharmacogeriatrics.
Pharmacotherapy. 1985;5:314-26

Dennis R, Gutiérrez JM, Rodriguez MN. Creacién de
un programa piloto de farmacovigilancia en el Hospital



Biomédica 2009;29:369-81

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Universitario San Ignacio. Acta Médica Colombiana.
1998;23:15-22.

Katzung BG, Bertram G. Farmacologia bésica y clinica.
102 edition. East Norwalk: Mc Graw Hill/Appleton &
Lange; 1996.

Cadieux RJ. Drug interactions in the elderly. How
multiple drug use increases risk exponentially. Postgrad
Med. 1989;86:179-86.

Schneider JK, Mion LC, Frengley JD. Adverse drug
reactions in an elderly outpatient population. Am J Hosp
Pharm. 1992;49:90-6.

Carty MA, Everitt DE. Basic principles of prescribing for
geriatric outpatients. Geriatrics. 1989;44:85-98.

Carnevali DL, Patrick M. Nursing management for the
elderly. 22 edition. Philadelphia: JB Lippincott Co; 1986.

Garcia-Martinez JM, Fresno JA, Lastres P, Bernabéu
C, Betés PO, Martin-Pérez J. Effect of metamizol on
promyelocytic and terminally differentiated granulocytic

22.

283.

24.

25.

Efectos secundarios asociados a tramadol y dipirona

cells. Comparative analysis with acetylsalicylic acid and
diclofenac. Biochem Pharmacol. 2003;65:209-17.

Laporte JR, Capella D. Métodos aplicados en estudios
descriptivos de utilizacion de medicamentos. En: Laporte
JR, Tognoni G, editores. Principios de epidemiologia del
medicamento. 22 edicién. Barcelona: Ediciones Técnicas
y Cientificas S.A; 1993. p. 68-9.

Carbonin P, Pahor M, Bernabei R, Sgadari A. Is age
an independent risk factor of adverse drug reactions
in hospitalized medical patients? J Am Geriatr Soc.
1991;39:1093-9.

Nolan L, O’'Malley K. Prescribing for the elderly. Part I:
Sensitivity of the elderly to adverse drug reactions. J Am
Geriatr Soc. 1988;36:142-9.

Leape LL, Brennan TA, Laird N, Lawthers AG, Localio
AR, Barnes BA, et al. The nature of adverse events in
hospitalized patients. Results of the Harvard Medical
Practice Study Il. N Engl J Med. 1991;324:377-84.

381



Biomédica 2009;29:382-91

ARTICULO ORIGINAL

382

Diferencias de sexo, edad y lipidos plasmaticos asociadas
al polimorfismo de la apolipoproteina E en un grupo de
escolares de Quindio, Colombia

Patricia Landazuri', Nelsy Loango'?, Martha Lucia Gallego', Beatriz Restrepo’

' Grupo de Enfermedades Cardiovasculares y Metabdlicas, Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad del Quindio, Armenia, Colombia

2 Programa de Biologia, Facultad de Ciencias Bésicas y Tecnologias, Universidad del Quindio,
Armenia, Colombia

Introduccion. El polimorfismo de la apolipoproteina E (apoE) es un factor determinante genético
de los niveles de colesterol total y colesterol LDL.

Objetivo. Evaluar la relacion del polimorfismo apoE con el perfil lipidico por edad y sexo en
escolares quindianos de 8 a18 afos.

Materiales y métodos. Se utilizo la reaccion en cadena de la polimerasa y enzimas de restriccién
para la genotipificacion de apoE en 500 escolares de 8 a 18 afios. Los lipidos sanguineos se
determinaron con estuches comerciales.

Resultados. La frecuencia alélica fue: E3 (91,6%), E2 (5,3%) y E4 (3,1%); y la frecuencia
genotipica: E3/E3 (90,8%), E2/E3 (5,6%) y E3/E4 (3,2%). No se encontraron homocigotos para
E2/E2 y E4/E4. Se encontraron distribucion genotipica y alélica similares para cada sexo.

El genotipo apoE y el sexo tuvieron un efecto significativo sobre el colesterol total y el colesterol
LDL. En nifios, ambas variables se distribuyeron asi: E4>E3>E2 (p<0,05); en nifias: E3>E4>E2;
el colesterol LDL en nifios fue: E2>E4>ES3; y, en nifias: E4>E2>E3.

En nifios, el alelo con efecto protector fue el E2, en todas las variables; mientras que, en las
nifias, este alelo fue protector sélo para el colesterol total y colesterol LDL; para triacilglicéridos y
colesterol VLDL y altos niveles de colesterol LDL, el efecto protector estuvo en el E4 (p<0,05).
Conclusion. Estos resultados sugieren una asociacion entre el genotipo apoE y los lipidos
plasmaticos de la poblacion estudiada, influenciada por sexo y edad, especialmente, en nifias
mayores de 10 afos. Sin embargo, se necesita ampliar la poblacion.

Palabras clave: polimorfismo genético, apolipoproteinas E, lipidos, colesterol, triglicéridos,
polimorfismo, hormonas, nifio, adolescente.

Gender, age and plasma lipids differences associated with apolipoprotein E polymorphism
in school children

Introduction. Apolipoprotein E (apoE) polymorphism is a genetic determinant of total cholesterol
and LDL-c levels. Several studies have examined the relationship between variations at the APO
E and cardiovascular disease. It is important to determine this relationship in the Colombian
population.

Objectives. The relationship of apoE polymorphisms was associated with lipid profile by age and
Sex.

Materials and methods. A sample of 500 children aged 8 to 18 years, were selected from school
populations in Quindio Province, Colombia. ApoE genotypes were determined by polymerase
chain reaction and restriction enzyme. Lipid profiles were obtained by commercial kits.

Results. The apoE allele frequencies were as follows: E3 - 91.6%, E2 - 5.3, and E4 - 3.1%.
Genotypic frequencies were as follows: E3/E3 - 90.8%, E2/E3 - 5.6%, and E3/E4 - 3.2%. No
homozygotes for E2/E2 and E4/E4 were recovered. Similar genotypic and allelic distribution
was found for each gender. ApoE genotype and gender had a significant effect on total serum
cholesterol (CT) and low density lipoprotein cholesterol (c-LDL). In boys these variables were
related as follows: E4>E3>E2 (p<0.05); in girls the relationships were somewhat changed
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Polimorfismos apoE y lipidos en escolares

(E3>E4>E2). High density lipoprotein cholesterol (c-HDL) levels in boys were related as follows:
E2>E4>E3; for girls, E4>E2>E3. In boys, for all variables, the protector effect was in E2; but in
girls this allele was only a protector for CT and c-LDL, For triacylglycerol (TAG), very low density
lipoprotein cholesterol (c-VLDL) and c-HDL, this the protector effect was associated with the E4

allele, (p<0.05).

Conclusion. The results suggested that modulation of apoE genotype on plasma lipids was
influenced by gender and age, especially in girls older than 10 years.

Key words: Polymorphism, genetic; apolipoproteins E, lipids, cholesterol, triglycerides, hormones,

child, adolescent.

El polimorfismo de la apoE es un factor
determinante genético de los niveles de colesterol
total y colesterol en las lipoproteinas de baja
densidad (c-LDL) en plasma vy, por lo tanto,
un factor determinante de las enfermedades
cardiovasculares (1-3).

Se ha estimado que 14% de la variacion
plasmatica del colesterol estd determinada
genéticamente por el polimorfismo de apoE
(3), mediante la interaccién de las isoformas
con el receptor de las LDL, lo cual permite la
depuracion de estas lipoproteinas y, por lo tanto,
la reduccién del colesterol y los triglicéridos.
Entre las mayores isoformas de la apoE, las
cuales son designadas como apoE2, apoE3 vy
apoE4, la apoE3 es la mas comudn en todas las
poblaciones estudiadas, con unafrecuenciaenla
poblacion de 77% vy se considera la forma normal
de la proteina (3). Comparadas con la apoES3,
la apoE2 esta asociada con bajo colesterol
total en plasma vy, la apoE4, con altos niveles
de colesterol total y c-LDL vy, esta dltima, con
un aumento en la captacién posprandial de las
lipoproteinas, aumento de la absorcion intestinal
de colesterol, descenso en la sintesis de bilis y
rapida depuracion de las LDL del plasma (3,4).

Las enfermedades cardiovasculares son la
primera causa de mortalidad en el mundo y en
Colombia (5,6). En este pais, algunos estudios
de poblacion muestran la presencia de un alto
porcentaje de dislipidemias y obesidad en nifios
(7-9). Dado que la apoE juega un importante
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papel en el metabolismo de las lipoproteinas
que la contienen (10), es importante estudiar de
qué manera los polimorfismos en el gen de la
apoproteina E pueden modificar la concentracion
de lipidos plasmaticos en los nifios por sexo y
edad. Por lo tanto, este estudio fue disefiado
para evaluar la relacion de los polimorfismos del
gen de la apoE con el perfil lipidico en escolares
del departamento del Quindio, Colombia, segun
edady sexo, paraidentificar de maneratemprana
el riesgo cardiovascular en ellos, asociado a
estas variables.

Materiales y métodos
Diseno del estudio

Es un estudio descriptivo de corte transversal,
realizado en el afio 2006, con una muestra
representativa de la poblacién escolar del
departamento del Quindio, segun edad, sexo,
tipo de colegio y estrato socioecondémico, con
un intervalo de confianza de 95% y un error de
muestreo de 5%. La seleccion se establecié por
conglomerados de colegios publicos y privados,
y se realizd mediante un muestreo aleatorio
simple. Los colegios participantes tenian autori-
zacion de sus rectores y, los escolares, el
consentimiento informado de los padres o
adultos responsables. Este trabajo fue aprobado
por el Comité de Bioética de la Universidad del
Quindio.

Variables

La informacién demografica basica se recolectd
mediante una encuesta. Se obtuvieron 7 ml de
sangre por puncién venosa en tubos secos,
despuésde 12 horas de ayuno. El suero se obtuvo
por centrifugacién a 2.500g por 15 minutos, a
4°C, después de una hora de la recoleccién
de la sangre, fue separado en microtubos vy
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se almacen6 a -20°C hasta su uso. El mismo
dia de la toma de la muestra sanguinea, se
determind el peso, la talla y se cuantificaron las
fracciones lipidicas. El peso corporal se midio
con una balanza electronica y se registrdé en
kilogramos con un decimal. La estatura se midié
con tallimetro y se registré con dos decimales.
Cada medida se evalué y se registré dos veces.
Con el peso y la talla, se calculé el indice de
masa corporal (IMC) en kg/m2.

El colesterol total, los triacilglicéridos y el
colesterol en las lipoproteinas de alta densidad
(c-HDL), se midieron por métodos enzimaticos
(estuche Sera-Pak plus, Bayer). Para quienes
tenian los triglicéridos por debajo de 400 mg/
dl, el c-LDL se calcul6 con la ecuacion de
Friedewald (11). El colesterol en la lipoproteinas
de muy baja densidad (c-VLDL), se determiné
asi: VLDL=triacilglicéridos/5.

El control interno de calidad se efectu6 con los
sueros de la marca Human®. Se tomaron como
valores de referencia de las fracciones lipidicas
séricas por edad y sexo, los puntos de corte
recomendados por The Nacional Cholesterol
Education Program (NCEP) (12). Se evalué el
indice de Castelli (colesterol total/c-HDL), el
cual esta disefiado para adultos, pero varios
autores (7,13) lo han utilizado en nifios como un
buen indice de riesgo cardiovascular, aplicando
los siguientes valores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares: en mujeres, 24,5, y en varones,
>5,2 (14).

Polimorfismo de apoE

El ADN fue extraido de 5 ml sangre completa
tomada con anticoagulante. Para ello, se usé
un estuche comercial de extraccion (Wizard
Genomics, Promega). La calidad y cantidad
del ADN extraido se visualizaron en un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

El polimorfismo del gen de apoE se determind
por la amplificacion especifica de los alelos,
usando una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). La PCR se realizdé segun el siguiente
procedimiento: 200 a 500 ng de ADN gendmico,
tampon de PCR 1X, MgCl, 1,5 mM, cebadores a
0,4 uM, dNTP 200 pM, dimetil sulféxido (DMSO)
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10% y Taq polimerasa 3 unidades internacionales
(Ul), para un volumen total 50 pl. Las condiciones
de amplificaciéon fueron por cada ciclo (35
ciclos) de: 95°C por 1 minuto, hibridacion a
60°C por 50 segundos y una extension a
70°C por 2 minutos. Las secuencias de los
cebadores usados para la amplificacion fueron
5-TAAGCTTGGCACGCCTGTCCAAGGA-3’,
para el cebador con sentido, y 5-ACAGAATT
CGCCCCGGCCTGGTACAC-3, para el cebador
antisentido.

El producto amplificado fue de 144 pares de
bases (pb). Posteriormente, se realizé una
digestion de 25 ul del producto amplificado con
10 Ul de la enzima de restriccion Hhal, durante 3
horas a 37°C. Los fragmentos resultantes de la
restriccion se separaron mediante electroforesis
vertical en gel de poliacrilamida al 12% con un
voltaje constante de 45 mA.

Los productos se visualizaron en un transilumi-
nador de luz ultravioleta, tras tincién del gel
con bromuro de etidio durante 30 minutos.
Las siguientes longitudes de banda definieron
los genotipos: apoE 3/3, 91 y 48 pb; apoE 2/2,
83 pb; y apoE 4/4, 91 y 72 pb. Los genotipos
heterocigotos se determinaron por las siguientes
longitudes de bandas: apoE 3/2, 91,83 y 48 pb;
apoE, 3/4 91,72y 48 pb; y apoE 2/4, como 91,83
y 72 pb.

Analisis estadistico

Se constituyeron tres grupos de nifios de acuerdo
consuedad (8 a 10, 11 a 14 y de 15 a 18 afios).
Para cada grupo de edad y sexo, se calcularon
los promedios de las fracciones del perfil lipidico.
Se efectuaron comparaciones de medias por
el test de Mann-Whitney, porque las variables
lipidicas no presentaron distribucion normal. Se
establecieron las diferencias estadisticas entre
las proporciones mediante la prueba de ji al
cuadrado (?). Para buscar diferencias por sexo,
se utilizé la prueba t de Student para muestras
con varianzas desiguales. Las frecuencias de
los alelos y genotipos se estimaron por conteo
directo de los mismos.

Se constituyeron tres grupos de niflos de
acuerdo con su genotipo: grupo apoE2, formado
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por los nifios portadores de los genotipos apoE
2/2+apoE 2/3; grupo apoE3, integrado por el
genotipo apoE 3/3; y grupo apoE4, formado por
los genotipos apoE 3/4+apoE 4/4. Se realiz6
la prueba de ji al cuadrado para verificar si
las frecuencias observadas de los genotipos
guardaban concordancia con las esperadas bajo
la hipotesis de Hardy-Weinberg. Para comparar
los niveles de lipidos y lipoproteinas entre los
grupos de genotipos, se utilizé el analisis de
varianza de una via (ANOVA).

Enlasvariables que se encontraronsignificancias
entre grupos, se realizé la prueba de Bonferroni
como post hoc. Todos los datos se presentan
como la media * la desviacion estandar. El
nivel de significancia se establecié a p<0,05.
El andlisis estadistico se hizo con el programa
SPSS (version 11,5).

Resultados
Poblacién de estudio

La muestra (500 escolares) para la evaluacién
de las variables la conformaron 249 varones
(49,8%) y 251 mujeres (50,2%), distribuidos asi:
112 escolares con edades entre 8 y 10 afios
(22,4%), 205 entre 11 y 14 afos (40,9%) y 184
entre 15y 18 afos (36,7%). El cuadro 1 muestra
las caracteristicas generales de los escolares
distribuidos por sexo. Se encontraron diferencias
significativas en la edad y el indice de masa
corporal entre los sexos, y los promedios fueron
de las dos variables mayores en las nifas.

Distribucion de los lipidos sanguineos por
edad y sexo

Los datos del cuadro 2 resumen el comporta-
miento de los lipidos sanguineos por edad vy
sexo de los escolares del estudio.

Polimorfismos apoE y lipidos en escolares

El andlisis de los lipidos plasmaticos entre
nifos y ninas del mismo grupo de edad, mostré
diferencias significativas de medias en el
grupo de 15 a 18 afos, en las variables c-HDL,
c-VLDL, vy triacilglicéridos (p<0,05 para todas).
El analisis por grupos de edad y sexo mostro
que el colesterol total y el c-LDL disminuyeron
con la edad en nifios. En nifas, sélo el colesterol
total tuvo este comportamiento, mientras que el
c-LDL disminuyé del primero al segundo grupo y
aumento en el tercero, sin alcanzar las cifras del
primer grupo de edad. En todos los grupos de
edad, ambas variables (colesterol total y c-LDL)
fueron ligeramente mas altas en las nifas que
en los nifios, con diferencias significativas para
el colesterol total, pero no para el c-LDL. En
nifas y nifos, el c-HDL fue muy bajo comparado
con los valores de referencia de The Nacional
Cholesterol Education Program (12); ademas,
desciende para ambos sexos en el grupo de 15
a 18 anos; las diferencias fueron significativas
entre nifios y nifias de esa edad (p<0,05) y
entre ese grupo y los demas grupos de edad
(p<0,005).

El colesterol VLDL en nifios tuvo el mismo
comportamiento que el colesterol total y el
c-LDL, y disminuyé con la edad; la diferencia fue
significativa (p<0,05) para todos los grupos de
edad. En las nifas, las VLDL aumentaron en el
grupo de 11 a 14 afos, Las diferencias fueron
significativas entre los grupos de edad. El c-VLDL
fue mas alto en los nifios que en las nifas y las
diferencias fueron significativas (p<0,05).

La concentracion de triglicéridos disminuye
significativamente con la edad en los hombres
(p<0,05). En las mujeres tiene un aumento
significativo en el grupo de 11 a 14 afos (p<0,05).

Cuadro 1. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio distribuidas por sexo.

Variable Nifos Nifas P
n=249 n=251
Edad (afios) 12,9 +29 (8-18) 13,4 +2,8 (8-18) 0,065

IMC kg/m? (rango) 18,3 + 3,4 (12,3-33,6)

19,2 + 3,5(12,6-38,3) 0,003

IMC: indice de masa corporal

Todos los datos se presentan como la media * la desviacion estandar.

P: diferencia significativa a p<0,05 producto de un ANOVA
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Cuadro 2. Perfil lipidico, indice arterial e indice de masa corporal distribuidos por edad y sexo.

Variable 8-10 afos 11-14 afos 15-18 afnos p
Nifnos Ninas Ninos Ninas Ninos Ninas
n=60 n=52 n=107 n=98 n=82 n=102
CT 153,424 .4 154,6+33,0 149,2+26,6 150,8+26,0 140,6+36,0 148,9+33,6 0,048
c-LDL 91,7+26,8 97,1+£30,9 88,2+27 1 90,1+£23,7 86,5+35,5 93,6+27,7 0,304
c-HDL 38,4199 38,0+8,3 38,419,6 38,5+8,0 34,1£7 4 37,1£7,9* 0,005
c-VLDL 23,2+14,9 19,4+11,5 22,5129 22,1£10,9 19,9487 18,1+9,8* 0,011
TAG 116,2174,5 97,1573 112,9464,7 110,9+54,5 99,6+43,8 90,6+49,0* 0,011
CT/HDL 42410 4,241 1 4,1+0,9 4,0+0,9 42413 41+11 0,280
IMC 16,5+3,3 16,9+1,9 17,943,3 19,0£3,6* 19,9429 21,0+£2,8* 0,001

CT: colesterol total; c-LDL: colesterol en lipoproteinas de baja densidad; c-HDL: colesterol en lipoproteinas de alta densidad;
c-VLDL: colesterol en lipoproteinas de muy baja densidad; TAG: triacilglicéridos; *:con diferencias estadisticas significativas

por sexo a p<0,05; p: significancia entre los grupo de edad.

En los tres grupos de edad, los triacilglicéridos
siempre fueron mayores en los hombres compa-
rados con las mujeres (p<0,05).

Respecto al indice arterial (relacién colesterol
total/c-HDL), se encontrd un valor promedio de
4,1 para sexos y grupo de edad, sin diferencia
significativa.

Indice de masa corporal

El analisis del indice de masa corporal entre
niflos y nifias del mismo grupo de edad, mostré
diferencias significativas de medias en el grupo
de 11 a 14 y de 15 a 18 afnos. El andlisis por
grupos de edad y sexo mostrdé que, en ambos
sexos, aumenta con la edad con diferencias
significativas entre ellos (<0,01). En nifas es
mayor que en los nifios en todos los grupos de
edad (p<0,01).

Frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo apoE

El polimorfismo del gen de apoE se determind
en 500 escolares (249 nifios y 251 nifias). La
distribucién genotipica y la frecuencia alélica
se muestran en el cuadro 3. La distribucién de
los polimorfismos estuvo en equilibrio de Hardy-
Weinberg y no se encontraron diferencias en
las frecuencias entre nifios y nifias. El alelo
mas frecuente fue el E3 (91,6%), seguido de
E2 (5,3%) y E4 (3,1%). En toda la poblacién,
el genotipo mas comun fue el E3/E3 (90,8%),
seguido del E2/E3 (5,6%) y el E3/E4 (8,2%).
No se encontraron homocigotos para E2/E2 y

386

Cuadro 3. Frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos
en el gen de la apoE en poblacion de escolares quindianos.

Frecuencias Total Nifnos Ninas
alélicas (n=500) (n=249) (n=251)
E2 5,3 (29) 5,2 (14) 5,5 (15)
E3 91,6 (499) 92,0 (249) 91,6 (250)
E4 3,1 (17) 3,0 (8) 3,3 (9)
Frecuencias genotipicas

E2/E2 0 0 0
E2/E3 5,6 (28) 5,6 (14) 5,6 (14)
E2/E4 0,2 (1) 0 0,4 (1)
E3/E3 90,8 (455) 91,2 (227) 90,8 (228)
E3/E4 3,2 (16) 3,2 (8) 3,2 (8)
E4/E4 0 0 0

E4/E4. Similar distribucion genotipica y alélica
se encontraron para cada uno de los sexos
(cuadro 3).

Distribucion del polimorfismo de la apoE y
de los lipidos sanguineos por sexo

La relacién entre genotipos y lipidos en nifios y
nifias se presenta en el cuadro 4. La nifia E2/
E4 fue eliminada de los analisis debido al efecto
opuesto de sus dos alelos sobre los lipidos. Una
nifa E2/E3 fue eliminada del grupo por su valores
de lipidos en niveles patolégicos (colesterol
total=306,5, c-LDL=179,0 y triacilglicéridos=410
mg/dl).

Los datos muestran que el tipo de alelo apoE
tiene un efecto significativo (p<0,05) sobre el
colesterol total, el c-LDL, y el indice de Castelli
(colesterol total/c-HDL) en cada sexo y entre
sexos. Asi, en los nifios, los niveles de colesterol
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Polimorfismos apoE y lipidos en escolares

Cuadro 4. Distribucion del polimorfismo de la apoE y de los lipidos sanguineos por sexo.

E2 E3 E4 P
(13 nifas, (228 ninas, (8 ninas,
14 nifos) 227 nihos) 8 ninos)
CT
Nifios 134,3 (91,7-178,5) 147,1 (90-351) 180,5 (144,5-221)
Nifias 142,4 (109-194,0) 150,4 (5,1-241) 149,6 (169-106)* 0,015
c-LDL
Nifios 74,5 (37,4-111,1) 88,6 (11,7-298) 116,9 (91,8-146,7)
Nifias 82,5 (33,6-125,8) 92,9 (371-83,4)* 89,5 (114,5-62,6)" 0,005
c-HDL
Nifios 39,1 (565,5-25,5) 36,8 (22-72) 38,8 (60,2-21,7)
Nifias 40,8 (25,6-55,0) 37,6 (22-65,5) 43,6 (56,7-30) 0,290
c-VLDL
Nifios 23,7 (10-42) 21,7 (6,3-76.8) 24,8 (46,4-13,2)
Nifias 19,1 (6,8-31,5) 19,9 (62-6,8)" 16,3 (32,5-5,6 0,727
TAG
Nifios 118,7 (50-210) 108,3 (384-31,5) 123,9 (232,2-66)
Nifias 95,3 (34-162,3) 99,3 (310-34) 81,4 (162,5-28) 0,727
CT /HDL
Nifios 3,6 (2,3-7) 4,2 (9,2-2) 4,9 (5-3,7)
Nifias 3,6 (2,9-5,6) 4,1 (8,5-2,2) 3,5 (4,1-2,9)" 0,006

*Con diferencias estadisticas significativas a p<0,05 en cada variable comparadas por sexo. Los valores son la media (rango);

P, significativo entre los alelos sin diferenciar sexo.

CT: colesterol total; c-LDL: colesterol en lipoproteinas de baja densidad; c-HDL: colesterol en lipoproteinas de alta densidad;
c-VLDL: colesterol en lipoproteinas de muy baja densidad; TAG: triacilglicéridos

total y c-LDL se distribuyeron por genotipo de la
siguiente manera: E4>E3>E2 (p<0,05); mientras
que, en las nifas, ocurre lo contrario. Los niveles
de colesterol total y c-LDL se distribuyeron
asi: E3>E4>E2. Para los niveles de c-HDL, la
distribucién en nifios fue asi: E2>E4>E3. Por
el contrario, en las nifias, el alelo E4 present6
mayores niveles de c-HDL; la distribucion fue
asi: E4>E2>E3. En cualquier polimorfismo,
los hombres tienen niveles bajos de c-HDL
comparados con los niveles de referencia.

En los nifios, los niveles de c-VLDL y de
triacilglicéridos se distribuyeron asi, E4>E2>E3
(p<0,05); mientras que, en las nifias, el c-VLDL
y los triacilglicéridos se distribuyeron asi:
E3>E2>E4, (p<0,05). La relacion colesterol total/
HDL fue estadisticamente significativa para el
tipo de alelo y para el sexo (p<0,05 para ambos);
para los nifios, la distribucién por genotipos fue
E4>E3>E2 y en las nifias fue E3>E2>E4.

En resumen, el alelo de riesgo en los nifios fue
el alelo E4, el cual presentd colesterol total,
c-LDL, triacilglicéridos y c-VLDL mas altos que

los nifios con los otros dos alelos. El alelo E2
fue el alelo protector, con los valores mas bajos
para las mismas variables. Por el contrario, en
las nifias el alelo de riesgo fue el E3, el cual
presentd concentraciones de colesterol total,
c-LDL, triacilglicéridos y c-VLDL mas altos que
en las portadoras de los otros dos alelos. El
alelo E4 podria ser protector pues presenté los
valores més bajos de triacilglicéridos y c-VLDL
y valores intermedios para colesterol total y
c-LDL. En el mismo sentido, los niveles de
c-HDL tuvieron expresion diferente con respecto
al sexo, mientras que el alelo E2 tenia las
concentraciones de ¢c-HDL mas altas en nifios y,
el E4, las mas bajas. En las nifias, el E3 fue el
de menor valor y el E4 el mas alto.

Discusion

Recientes estudios han mostrado que las dislipi-
demias también son un problema de la poblacion
joven, razén por la cual, muchos esfuerzos en
investigacion se han focalizado en describir la

prevalencia de estas dislipidemias y sus causas
y consecuencias en la infancia (15-17).
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En relacion con el polimorfismo apoE, varios
estudios nacionales (18-20) e internacionales
(1,2) se han enfocado en la interaccion de este
polimorfismo con los lipidos plasmaticos. En
Colombia, éste es uno de los pocos trabajos
que hay de genotipificacion del polimorfismo de
la apoE y su relacién con los lipidos sanguineos
en escolares aparentemente sanos. En relacion
con las frecuencias, los resultados muestran
que en esta poblacién no se encontro diferencia
entre los valores observados de las frecuencias
alélicas y genotipicas y los valores esperados, de
tal manera que la poblacion estaba en equilibrio
de Hardy-Weinberg. Esto podria significar que
la poblacién estudiada no ha sido sometida
a migraciones de poblacién significativas de
diferentes origenes y mezclas recientes, o
que la migracién del campo a la ciudad qued6
solapada porque el grupo incluye escolares de
origen urbano y rural.

Por otro lado, el andlisis muestra que la
distribucién del alelo E3 y el genotipo E3ES,
fue mas alta (90,8% y 91,6%, respectivamente)
que la encontrada para el mismo alelo en
Venezuela (83%) (21), Corea (85,2%) (22)
y Grecia (80,7%) (28), muy cercana a la
encontrada en una poblacién adulta en Bogota,
Colombia (87%) (19) y en una poblacién de
escolares del centro oriente colombiano (86%)
(20). La distribucién fue similar a la descrita en
un grupo de adolescentes mexicanos (89,5%)
(24), una poblacion indigena mexicana (90%)
y una poblacién mestiza mexicana (91,5%)
(25); en estas dos Ultimas poblaciones, no se
encontraron homocigotos E2 y E4, igual a los
hallazgos de este estudio. Esto sugiere una
influencia racial en la distribucién genotipica y
alélica en la poblacién quindiana. La ausencia
de homocigotos E2 y E4 en esta poblacion,
es diferente a los resultados encontrados en
una poblacién de jovenes finlandeses, donde
el genotipo E4E4 fue de 3,2% (26); y fue muy
similar a los hallazgos en algunos grupos de
poblacion colombianos del centro y del centro-
oriente del pais, donde las frecuencias de los
genotipos homocigotos E4 y E2 fueron muy
bajas (E4E4 1%, E2E2 0,3%) (18-20). De hecho,
se conoce que la poblacién quindiana pertenece
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a la autodenominada “comunidad paisa”, en la
cual se ha estimado que el componente racial
ancestral es 85% caucésica y 15% amerindia
(27,28). Los datos del estudio sugieren
que, para esta poblacion joven, la influencia
indigena puede ser importante en la distribucién
genotipica del polimorfismo de la apoE. Sin
embargo, es necesario profundizar mas en este
aspecto racial.

Ademas, este estudio muestra que el poli-
morfismo apoE tiene un efecto significativo
sobre los niveles de colesterol total y c-LDL
plasmaticos de los escolares quindianos. En
los varones, el colesterol total y el c-LDL se
distribuyeron de acuerdo con lo descrito en
otras poblaciones (1,21) y en otros grupos de
la poblacion colombiana (18-20), en los cuales
se muestran bajos niveles de colesterol total y
c-LDL y altos niveles de c-HDL, asociados al
alelo E2, lo que sugiere un efecto protector anti-
aterogénico relacionado con ese alelo, contrario
al efecto aterogénico en los portadores del alelo
E4, el cual esta frecuentemente asociado con
altos niveles de colesterol total y c-LDL y bajos
niveles de c-HDL. Sin embargo, en las nifias el
efecto fue diferente con respecto al alelo E4; las
portadoras del mismo tenian niveles intermedios
de los lipidos aterogénicos (colesterol total y
c-LDL), los niveles mas bajos de triacilglicéridos
y c-VLDLy, los mayores niveles de c-HDL. El
alelo E3 tenia los niveles mas altos de colesterol
total y c-LDL, y los mas bajos de c-HDL. Estos
resultados sugieren una diferencia de sexo
sobre la influencia del polimorfismo de la apoE
en los lipidos plasmaticos de esta poblacion a
edades tempranas.

Estas diferencias de sexo en los niveles de
lipidos dentro de cada genotipo apoE, se han
descrito en otros estudios de poblacion (29,30).
Al respecto, varios de ellos han reportado
la influencia de las hormonas sexuales,
principalmente los estrégenos, en la modulacion
de la concentracion de los lipidos plasmaticos
por la apoE. Schaefer et al. (29) mostraron
diferencias en los niveles plasmaticos de c-LDL
en cada fenotipo de apoE, entre hombres
jovenes (<53 afos) y mayores (>53 afos), pero
en las mujeres estas diferencias se limitaron
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s6lo a las posmenopausicas. Otros estudios han
mostrado que las hormonas sexuales modulan
el impacto del apoE en el metabolismo de las
lipoproteinas, de tal modo, que la expresién de
alteraciones en los lipidos es mas frecuente en
hombres que en mujeres y que, cuando estos
ocurren en mujeres, son mas frecuentes en la
posmenopausicas (31).

Sin embargo, nuestros datos no s6lo muestran
diferencias de sexo en la concentracion de
lipidos en cada genotipo, sino, en la isoforma
apoE que los expresa; por ejemplo, como se
menciond antes, los resultados muestran que
en las nifas, para colesterol total y c-LDL, el
efecto protector esta en el alelo E2, pero, para
triacilglicéridos, c-VLDL y c¢-HDL, el efecto
protector esta en el alelo E4. Es posible que la
discrepancia encontrada aqui con respecto a los
estudios de poblaciéon descritos, se deba a dos
razones; en ellos, no se hicieron distribuciones
simultaneas por grupos de edad y sexo o los
grupos estudiados incluian so6lo poblaciones
adultas, o solo poblaciones jovenes, estas
ultimas con edades fisioldgicamente mas homo-
géneas, en las cuales posiblemente no habia
cambios hormonales importantes, como son el
inicio y final de la pubertad. Por el contrario, el
presente estudio incluye escolares en edades
prepuberales (8 a 10 afos) y escolares en el
inicio y final de la pubertad (11 a 18 afos), en
quienes la produccion de hormonas sexuales
es el evento fisiolégico mas importante de esa
etapa de la vida. Estos cambios fisiolégicos
podrian explicar, en parte, por qué los resultados
analizados por sexo muestran diferencias en
la influencia del genotipo apoE en los lipidos
sanguineos. Estos datos son concordantes con
lo descrito por Garcés et al. (32), en cuanto
a la influencia del sexo en una poblaciéon de
ninos prepuberes (6 a 7 afos). El estudio de
Garcés mostr6 que el porcentaje en el que
cambian los lipidos sanguineos (colesterol
total y c-LDL) fue diferente entre nifios y nifias
y dependi6 del genotipo. Ademéas de esto, el
mismo estudio sugirié una asociacion entre
la hormona androgénica de la suprarrenal, el
sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S), y
el efecto que tiene el polimorfismo apoE sobre

Polimorfismos apoE y lipidos en escolares

los lipidos sanguineos. Esta asociacion mostro
que el DHEA-S mejoré el efecto hipolipemiante
del alelo E2 y disminuy6 el efecto hiperlipémico
del E4 (32). Esta relacién entre el DHEA-S y
el genotipo podria explicar, de alguna manera,
por qué en las nifias de este estudio el alelo
E4 presentaba los niveles de colesterol total y
c-LDL mas bajos.

La DHEA y el DHEA-S son andrdgenos
débiles pero muy abundantes; ademas, son
los principales andrégenos en las nifias y se
ha demostrado que aumentan con la edad en
hombres y mujeres, y declinan en ambos sexos
hacia la tercera década (33). Estas variaciones
podrian determinar su influencia sobre los
lipidos en las diferentes etapas de la vida de las
mujeres, incluidas las nifias de nuestra poblacion
de estudio.

Ademas de la produccién de hormonas sexuales
suprarrenales, nifosy nifas entrelos 10y 11 afos
(con algunas diferencias de sexo), comienzan la
maduracién gonadaly laproduccionde hormonas
sexuales gonadales a partir del colesterol. Como
consecuencia de la diferencia cronologica en la
maduracioén sexual, los niveles de hormonas
sexuales gonadales y la DHEA podrian explicar
la variacién en la influencia del polimorfismo de
la apoE con la edad sobre los niveles sanguineos
de lipidos de esta poblacién, especificamente
en las nifias. Al respecto, se ha demostrado que
la apoE determina los niveles de testosterona y
DHEA, posiblemente, modulando el aporte de
colesterol para la sintesis de estas hormonas
(34). Otra variable importante y determinante en
el nivel de lipidos y hormonas es el IMC. Varios
estudios han demostrado que esta variable
conserva una relacion directa con el colesterol
total e una inversa con las HDL (35). En este
trabajo, las nifias entre 11 y 18 afos tienen
un indice de masa corporal significativamente
mayor que los nifios de la misma edad y también
el colesterol total, lo que prueba esta relacion.
Sin embargo, la estratificacion de indice de masa
corporal por genotipos (datos no mostrados) no
arroja resultados claros que pudieran aportar a
la discusién. Todos estos hechos, edad, género,
indice de masa corporal, diferencias en la

389



Landazuri P, Loango N, Gallego ML, Restrepo B

produccion de hormonas sexuales y el efecto
de la apoE en la captacion de colesterol por las
células, podrian explicar en parte las diferencias
entre niflos y nifas aqui descritas y, sobre
todo, entre los grupos de edad de las nifias.
Ssin embargo, se requiere de més estudios
que precisen el aporte de cada una de estas
variables de confusiéon que complica el andlisis
de la influencia del genotipo apoE en los lipidos
plasmaticos.

Indudablemente, la influencia del sexo y la edad
en la modulacién de los lipidos por las isoformas
de la apoE, esta demostrada en ésta y en otras
poblaciones, y estos hallazgos sugieren, mas no
prueban, un papel importante de las hormonas
sexuales en las diferencias de expresion de
los lipidos relacionadas con el genotipo de la
apoE. Dado que este trabajo no accedi6 a los
niveles hormonales de la poblacion de estudio
para corroborar dicha influencia, el andlisis de
los resultados es limitado y sélo sugestivo, pero
plantea la necesidad de hacer estudios que
relacionen estos parametros enlapoblacion, para
fundamentar un manejo futuro, individual, por
sexo y edad, de las enfermedades relacionadas
con los lipidos plasmaticos.

En conclusion, los datos del estudio sugieren
una asociacion entre los niveles de lipidos
plasmaticos de los escolares estudiados y los
polimorfismos de la apoE. Esta asociacion es
influenciada por el sexo y la edad, y esto es
mas notorio en las nifas mayores de 10 afios,
en quienes se inicia un cambio fisiolégico
importante como es la pubertad.

Ademas, el estudio sugiere una influencia racial
en la distribucion alélica y genotipica de la apoE
que requiere de profundizacién.
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Impacto de un botadero a cielo abierto en el desarrollo de
sintomas respiratorios y en costos familiares de atencion en
salud de nifios entre 1 y 5 afios en Cali, Colombia
Sandra Lorena Girén, Julio César Mateus, Fabian Méndez
Grupo Epidemiologia y Salud Poblacional, Escuela de Salud Publica, Universidad del Valle, Cali, Colombia.

Introduccidn. La exposicion a agentes contaminantes provenientes de los sitios de disposicién
final de residuos sélidos, tiene efectos potencialmente negativos en la salud de la poblacién que
vive en su area de influencia.

Objetivos. Determinar los efectos del botadero municipal a cielo abierto en Cali, conocido como
el botadero de Navarro, en el desarrollo de sintomas respiratorios en nifios entre 1 y 5 afios de
edad y en los costos familiares relacionados con la atencion de estos sintomas.

Materiales y métodos. Se ensambl6 una cohorte de nifios expuestos y no expuestos al botadero
y se les hizo seguimiento durante 6 meses. El desarrollo de sintomas respiratorios y los costos
relacionados con la atenciéon en salud se evaluaron mensualmente con entrevistas al adulto
responsable del cuidado del nifio. Se hizo un analisis logistico longitudinal para determinar el
efecto independiente del botadero en el desarrollo de sintomas respiratorios. Mediante técnicas
estadisticas no paramétricas de bootstrap, se determinaron las diferencias promedio de costos
entre las familias de los nifios expuestos y no expuestos.

Resultados. La exposicién al botadero se asocié a una probabilidad mas alta de desarrollar
sintomas respiratorios (OR=1,37, IC95% 1,17-1,60) y a mayores costos familiares relacionados
con el desarrollo de esos sintomas en nifios (diferencia promedio: Col$ 24.038,5; 1C95% 6.211,0-
39.650,4).

Conclusiones. La exposicion al botadero tiene efectos negativos sobre la salud respiratoria
infantil y sobre los costos familiares relacionados con la atencién de los sintomas.

Palabras clave: disposicién de residuos sélidos, salud del nifio, costos de la atencién en salud,
evaluacién en salud, estudios de cohortes, Colombia.

Impact of an open waste disposal site on the occurrence of respiratory symptoms and on
health care costs of children

Introduction. Exposure to contaminants of waste disposal sites potentially has negative health
effects on population living in close vicinity. However, the impact to the community in terms of
illness and health care costs have not been documented in Colombia.

Objective. To determine the effects of an open waste disposal site on the occurrence of respiratory
symptoms in children 1-5 year old and on associated household care costs in Cali, Colombia.
Material and methods. A cohort of 863 1-5 year old children was assembled—409 exposed to the
site and 454 living more distant. Over a 6-month period, measurement of respiratory symptoms
and estimates of associated costs were undertaken once a month by interviewing the mother or
another adult responsible of child health. A longitudinal logistical analysis was used to determine
the independent effect of the disposal site on the occurrence of respiratory symptoms. Differences
in average costs between families of exposed and unexposed children were estimated by non-
parametric bootstrap techniques.

Results. Exposure to the disposal site was associated with a larger probability of respiratory
symptoms (odds ratio=1.37, 95%CI 1.17-1.60) and with higher household medical costs due to
respiratory symptoms were on the average US$ 10.19 higher (95% US$ 2.63 - 16,82).
Conclusion. Living in neighborhoods close to garbage disposal sites has negative effects on
the respiratory health of children and results in increased family costs related to treatment of
associated respiratory symptoms.
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Key words: refuse disposal, child health (public health), health care costs, health evaluation,

cohort studies, Colombia.

La exposicién a los contaminantes de los rellenos
sanitarios y de los botaderos a cielo abierto,
se ha asociado con el desarrollo de diversos
efectos negativos en salud que incluyen fatiga,
somnolencia, alergias, estrés psicologico e,
incluso, malformaciones congénitas y algunos
tipos de cancer, los cuales son mas evidentes en
grupos de poblacién vulnerable, como adultos
mayores y nifos (1-3).

En los nifios, la proximidad a los sitios de disposi-
cién final de residuos sdlidos y la consecuente
exposicion a substancias organicas e inorganicas,
se han asociado a un riesgo mas alto de sintomas
respiratorios como rinorrea, tos, sibilancias y
dolor de garganta, ademas de irritacién ocular y
dolor de cabeza (2,4). Mas aun, se ha sugerido
que lamayor frecuenciade sintomasrespiratorios
tiene consecuencias, no solo en la salud de los
nifos, sino también en la economia familiar, de
los servicios de salud y de la sociedad en general
(5-11). La presentacién de una enfermedad en
una familia genera costos directos e indirectos,
que afectan negativamente la economia del
hogar. Por lo tanto, el establecimiento de las
consecuencias econémicas de los eventos en
salud relacionados con la exposicién a los sitios
de disposicién de residuos ayudaria a evaluar
de manera integral sus posibles efectos.

En Cali, una de las ciudades mas grandes de
Colombia, desde 1967 funciona el botadero de
Navarro como sitio actual de disposicién final
de residuos sélidos, alrededor del cual se ha
generado un amplio crecimiento urbano con
conflictos debidos a la percepcién comunitaria
sobre los posibles efectos negativos del
botadero sobre la salud de la poblacion. En este
estudio evaluamos el impacto de la exposicidn
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a este botadero en el desarrollo de sintomas
respiratorios en nifios que viven en su area de
influencia y en los costos familiares relacionados
con la atencién de dichos sintomas.

Materiales y métodos
Tipo de estudio

Se realizé un estudio de cohortes prospectivo
en nifios entre 1 y 5 afos de edad. Los nifios
se reclutaron en sus casas y sus madres se
entrevistaron en la captacion y cada mes
durante un periodo de seis meses 0 hasta
que se perdieron del seguimiento, es decir,
cuando fuera imposible encontrar la madre en
la direccién y teléfonos disponibles. EI Comité
de Etica Institucional de la Universidad del Valle
revisd y aprob0d el protocolo de investigacion.

Exposicion de interés

El estudio se llevd a cabo en Cali en el area
del botadero municipal de la ciudad que recibe,
ademas, los residuos solidos de otros municipios
del departamento del Valle. Se conformaron dos
grupos de nifios, uno considerado expuesto y
otro no expuesto. El estado de exposicion se
definié con base en la distancia al botadero
de Navarro (menos de 3 km para el grupo
expuesto), las condiciones meteorolégicas vy
topograficas (que hicieran probable la dispersion
de agentes contaminantes a la zona expuesta)
y la permanencia en el area durante el dia
(80% del tiempo o mas). Como no expuestos
se seleccionaron los nifilos que permanecieran
80% del tiempo o mas en una zona con baja
probabilidad de exposicién a las emisiones del
botadero de Navarro (mas de 3 kmy en ubicacién
opuesta a la direccion predominante del viento)
y similares condiciones socioeconémicas. Se
incluyeron 409 nifios expuestos y 454 no
expuestos para el seguimiento.

Sintomas de enfermedad

Se determiné la presencia de uno o mas de los
siguientes sintomas respiratorios: tos, rinorrea,
dolor de garganta, fiebre, eritema y edema
ocular, prurito en garganta y oidos, dolor de
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cabeza y oidos, disfonia, estornudos, sibilancias
y dificultad para respirar.

Variables evaluadas

Para controlar por posibles variables de confu-
sion, se midieron: las caracteristicas socio-
demogréficas de la madre y el padre (edad,
escolaridad, ocupacién, estado civil, ingreso
familiar y afiliacion a seguridad social); las
caracteristicas demograficas del nifio (sexo
y edad); los antecedentes de salud del nifio
(inmunizaciones,lactancia,enfermedadesprevias);
las caracteristicas de la vivienda (hacinamiento,
acceso a servicios publicos y material de las
paredes, piso y techos) y de contaminacién en
el domicilio (h&bito de fumar, combustible para
cocinar, tenencia de animales en la vivienda y
presencia de humedad y hongos en paredes o
techo).

Determinacion de costos

Como costos familiares directos relacionados
con los sintomas respiratorios del nifo, se
midieron los gastos por consultas, transporte,
medicamentos prescritos y remedios caseros. De
otra parte, los costos indirectos comprendieron
los gastos relacionados con el valor del tiempo
dedicado por el cuidador a la atencién del nifio.

Recoleccion y administracion de los datos

Se disefid un cuestionario que fue probado y
ajustado antes de su aplicacion. El cuestionario
lo diligenciaron auxiliares de enfermeria con
experiencia en aplicacion de encuestas, bajo
la supervision de un coordinador de trabajo de
campo. Las madres de los nifios seleccionados
se contactaron en la vivienda y, previa obtencién
del consentimiento informado, se les aplico el
cuestionario de linea de base y se acordaron
las citas para las encuestas mensuales de
seguimiento. Los cuestionarios se digitaron en
Microsoft Access® y se exportaron al programa
Stata v.9.0 para su analisis.

Analisis estadistico

Las variables resultado de interés fueron la
presencia/ausenciade algun sintomarespiratorio
independientemente de su gravedad y el reporte
de sintomas respiratorios bajos en el nifio
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(dificultad respiratoria o sibilancias) durante el
ultimo mes.

Se evalud, en primera instancia, si al momento
de la captacién habia diferencias entre la zona
expuestay la zona no expuesta en la prevalencia
de los sintomas respiratorios y se ajusté por
potenciales variables de confusibn en un
modelo de regresion logistica maltiple. Para la
construccion del modelo final, se seleccionaron
las variables con la estrategia de construccién
de modelos de stepwise hacia atras con una
probabilidad de retiro de 0,25 (12).

Luego, se compar6 la incidencia de sintomas
respiratorios entre las zonas del estudio durante
el seguimiento. Para estos analisis, dado que la
enfermedad respiratoria es un evento recurrente,
se utilizaron modelos estadisticos que tienen en
cuenta la correlacién entre los datos. Ademas,
se evalud la presentacion de cronicidad, es decir,
agregacion por individuo en la presentacién de
sintomas con el tiempo, ajustando un modelo
Poisson longitudinal de efectos aleatorios, en el
que un parametro adicional sigma (o) estima el
incremento de la dispersion de los datos, lo cual
permite diferenciar la distribucion de Poisson de
una Gamma-Poisson (13).

Para el analisis de costos se realizd un andlisis
exploratorio de los costos familiares directos,
indirectos y totales. Para establecer si habia
diferencias entre las familias expuestas y
las de la zona no expuesta, se estimaron y
compararon los promedios de costos. Dado que
la distribucién de estos costos era muy sesgada,
los intervalos de confianza de esas diferencias
se estimaron utilizando técnicas no paramétricas
de bootstrap, con iteraciones de 1.000 muestras
(14,15). De manera similar, las diferencias se
ajustaron utilizando modelos de regresién lineal
con técnicas de bootstrap.

Resultados
Descripcioén de la poblacién

Se incluyeron 863 nifios, 409 expuestos y 454
no expuestos. De los 863 incluidos, 797 (92,4%)
se encontraron para la visita 1 posterior a la
captacién, 766 (88,8%) para la visita 2, 734
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(85,1%) para la visita 3, 708 (82,0%) para la
visita 4 y 656 (76,0%) para la visita 5.

Las caracteristicas sociodemograficas de los
ninos incluidos se presentan en el cuadro 1. Se
observo que los nifios expuestos eran de mayor
edad, sus padres tenian mayor escolaridad y
estaban, principalmente, afiliados al régimen de
afiliacion en salud de mayor cobertura, en com-
paracién con los nifios de la zona no expuesta.

Analisis de la linea de base

Al momento de la captacién, se observé una
mayor prevalencia de eritema ocular en los
nifos expuestos (19,3%) comparados con los no
expuestos (14,4%), es decir que la probabilidad
de presentar este sintoma fue 42% mayor en
los nifios expuestos que en los no expuestos
(p=0,005). Ademads, se encontrd6 una mayor
prevalencia de prurito ocular en los expuestos
(17,6%) que en los no expuestos (12,8%)
(p=0,05).

El modelo logistico multiple mostré asociacion
entre la exposicion al botadero de Navarro y
la presencia de sintomas respiratorios (odds
ratio, OR=1,56; 1C95% 1,07-2,26). También,
se observaron asociaciones estadisticamente
significativas con caracteristicas sociodemo-
graficas de la madre, como ser mayor de
21 anos (OR=1,81; 1C95% 1,12-2,92), y con
caracteristicas de la vivienda, como la presencia
de humedad (OR=1,58; 1C95% 1,06-2,38) y
paredes hechas en materiales diferentes al
ladrillo (OR=1,64; 1C95% 1,03-2,59).

El andlisis logistico mudltiple también mostré
asociacion significativa entre la exposicion al
botaderoy la presencia de sintomas respiratorios
bajos al momento de la captacion. De esta
manera, la probabilidad de presentar sintomas
respiratorios bajos fue 60% mayor en nifos
expuestos que en no expuestos (OR=1,59;
1C95% 1,01-2,33).

Andlisis de seguimiento

Durante los seis meses de seguimiento se
observaron mayores riesgos de presencia de tos,
prurito ocular, en la garganta y en los oidos, dolor
de cabezay de garganta en los nifios expuestos,
en comparacion con los no expuestos.

Impacto de un botadero en sintomas respiratorios y costos

Los modelos logisticos multiples para datos
correlacionados mostraron mayores tasas de
incidencia de sintomas respiratorios en nifios
expuestos al botadero (OR=1,37; IC95% 1,17-
1,60), en los menores de 3 afios (OR=1,24;
IC95% 1,06-1,45), en quienes se reportd la
presencia de humedad en la vivienda (OR=1,72;
IC95% 1,43-2,06) y en aquéllos de familias con
ingresos menores de Col$ 400.000 (US$ 172,4)
(OR=1,59; IC95% 1,36-1,85) (cuadro 2).

Ademas, el modelo multiple para la presencia
de sintomas respiratorios bajos mostré mayores
tasas de incidencia en los nifilos expuestos. Sin
embargo, estaasociacidnnofueestadisticamente
significativa (cuadro 3). De igual manera, se
observaron mayores tasas de incidencia en los
nifios con reporte de humedad en la vivienda
(OR=1,30; 1IC95% 1,00-1,69) (cuadro 3).

El modelo multiple de Poisson mostr6 mayor
agregacion de sintomas en los nifios expuestos
(incidence rate ratio, IRR=1,17; 1C95% 1,07-
1,29), en aquellos menores de 3 afos (IRR=1,11;
IC95% 1,01-1,21) y en aquéllos con humedad
en la vivienda (IRR=1,31, 1C95% 1,19-1,46).
Ademas, se observé que la probabilidad de
recurrencia de sintomas en un nifio durante los
seis meses de seguimiento fue 36% (IC95%
0,34-0,43) mayor en nifios expuestos que en los
no expuestos.

Costos familiares

Se observaron mayores costos directos rela-
cionados con la atencién de los sintomas
respiratorios evaluados en las familias de los
nifos expuestos (p<0,05), los cuales fueron
43% mayores en medicamentos, 50% mayores
en transporte y 42% mayores en el total de los
costos directos, en comparacion con las familias
de nifos no expuestos. De manera similar,
los costos indirectos fueron 46% mayores en
las familias de los nifios expuestos (p<0,05).
Consecuentemente, se observaron costos to-
tales 45% mayores en familias de los nifios
expuestos (p<0,05).

El modelo lineal multiple mostr6 mayores costos
en familias de niflos expuestos, en aquéllas de
ninos menores de 3 afios, y en aquéllas que
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Cuadro 1. Caracteristicas socio-demograficas de los nifios incluidos en la cohorte expuestos y no expuestos al Botadero de
Navarro en Cali, Colombia, 2007.

Caracteristica Expuestos al botadero
Si No
n' % n' %

Sexo

Femenino 194 47,43 236 51,98

Masculino 215 52,57 218 48,02
Edad (afios)

1 84 20,54 76 16,74

2 90 22,00 104 22,91

3 61 14,91 85 18,72

4 89 21,76 95 20,93

5 85 20,78 94 20,70
Edad de la madre *

16-20 25 6,11 58 12,78

21-25 89 21,76 134 29,52

26-30 117 28,61 106 23,35

31-35 98 23,96 82 18,06

>36 80 19,56 74 16,30
Escolaridad de la madre*

Ninguna/primaria 50 12,41 75 16,89

Secundaria 248 61,54 260 58,56

Técnica /universitaria 105 26,05 109 24,55
Edad del padre *

17-20 10 2,44 14 3,08

21-25 40 9,78 100 22,03

26-30 83 20,29 80 17,62

31-35 98 23,96 78 17,18

>36 178 43,52 182 40,09
Escolaridad del padre *

Ninguna/primaria 52 14,02 97 26,72

Secundaria 243 65,50 212 58,40

Técnica /universitaria 76 20,49 54 14,88
Ocupacion de la madre

Trabajo 133 32,92 153 34,23

Hogar 264 65,35 264 59,06

Estudio 5 1,24 15 3,36

Busca empleo 2 0,50 15 3,36
Ocupacion del padre

Trabajo 357 94,69 353 96,19

Hogar 6 1,59 2 0,54

Estudio 1 0,27 1 0,27

Busca empleo 13 3,45 1 3,00
Afiliacion en salud del nifio *

Contributivo 249 60,88 184 40,53

Subsidiado 58 14,18 151 33,26

No afiliado 102 24,94 119 26,21

" Las variaciones en los totales se debe a datos faltantes.
* p<0,05
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Cuadro 2. Factores de riesgo de desarrollar sintomas respiratorios en nifios entre 1y 5 afios de edad expuestos al Botadero

de Navarro en Cali ™.

Variables OR crudo IC,,., OR ajustado IC,,,,
Expuesto al botadero

No 1 1

Si 1,17 1,00;1,36 ** 1,37 1,17 ;1,60 **
Edad (afios)

>3 1 1

<3 1,23 1,05;1,44 1,24 1,06 ;1,45 *
Humedad en la vivienda

No 1 1

Si 1,72 1,43;2,07 ** 1,72 1,43 ;2,06 **
Ingreso familiar

>US$ 172,4 (Col$ 400,000) 1 1

<US$ 172,4 (Col$ 400,000) 1,59 1,37;1,86 ** 1,59 1,36;1,85*

" Analisis de datos con base en un modelo logistico longitudinal para datos repetidos en el tiempo (GEE)

** p<0,05 US$ 1=Col$ 2.320

Cuadro 3. Factores de riesgo de desarrollar sintomas respiratorios bajos en nifios entre 1 y 5 afios de edad expuestos al

Botadero de Navarro en Cali .

Variables OR crudo IC,., OR ajustado IC,,.,
Expuesto al botadero

No 1 1

Si 1,14 0,91;1,43 1,23 0,97 ;1,55*
Edad (afios)

>3 1 1

<3 1,12 0,89 ;1,42 1,14 0,90;1,43
Humedad en la vivienda

No 1 1

Si 1,32 1,03 ;1,69 ** 1,30 1,00;1,69*
Material de las paredes de la vivienda

Ladrillo 1 1

Madera / Barro / Otro 1,35 1,01;1,80 ** 1,30 0,96;1,76 *

1 Andlisis de datos con base en un modelo logistico longitudinal para datos repetidos en el tiempo (GEE).

** p<0,05 * p<0,10

reportaron la presencia de eritema ocular y de
sintomas respiratorios bajos (cuadro 4). En
contraste, se observaron menores costos en
las familias cuyos padres tienen primaria como
mayor nivel de escolaridad o no tienen ningin
grado de estudio.

Se explord la presencia de una posible modifi-
cacion de efecto entre los costos totales promedio
y las variables independientes, mediada por el
tipo de afiliacion en salud al sistema colombiano.
Se observo que, entre los nifios no afiliados al
sistema, las familias de los expuestos tuvieron

mayores costos relacionados con la atencién
de sintomas, en comparacién con las de los no
expuestos; sin embargo, esta interaccion no fue
estadisticamente significativa.

Discusion

En este estudio se encontré que la exposicién a
un botadero a cielo abierto se asocié a un mayor
riesgo de presentar sintomas respiratorios en
nifos, tanto al momento de la captacion como
durante el seguimiento. Especificamente, en la
captacion, 19,3%, 17,6% y 19,8% de los nifios
expuestos reportaron la presencia de eritema
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Cuadro 4. Diferencias en costos familiares totales (en pesos colombianos) relacionados con la atencién de sintomas
respiratorios en nifos expuestos y no expuestos al Botadero de Navarro en Cali.

Variable
promedio cruda

Diferencia IC

Diferencia
promedio ajustada

IC ** (a)

Expuesto al botadero

No

Si 30.809,9
Edad (afios)

>3

<3 21.021,4
Escolaridad del padre

Técnica /universitaria

Secundaria

Ninguna /primaria
Afiliacion en salud

Contributivo

Subsidiado

No afiliado
Ingreso familiar

>US$ 172,4 (Col$ 400,000)

<US$ 172,4 (Col$ 400.000)
Eritema ocular

No

Si 79.433,5
Sintomas respiratorios bajos

No

Si 73.561,4

-7.564,7
-23.604,2

-5.913,8
-17.829,1

-1.110,0

11.896,5-47.085,4 **

3.340,5-38.043,8 **

-30.412,2-13.448,5
-48.603,7- -955,6 **

-26.003,6-16.760,1
-37.050,92-542,3 **

-17.290,3-17.283,6

48.194,0-11.9356,3 **

48.973,8 ;109.937,4 **

24.038,5 6.211,0-39.650,4 **

20.811,0 43.30,3-36.580,1 **

-13.400,4
-24.241 .4

-32.501,8-6.214,6
-44.820,8- -3.157,1 **

-65,0
-14.859,6

-18.974,9-20.895,6
-31.510,1-2.225,5

954,2 -15.628,7-17.170,1
65.661,0 35.602,5-100.693,9 **

59.453,2 33.135,9-92.353,4 **

(a)Intervalo calculado con técnicas no paramétricas de bootstrap

** p<0,05 * 0,05<p<010 US$1=$2.320

y prurito ocular y sintomas respiratorios bajos,
mientras que 14,4%, 12,8% y 15,9% de los
ninos no expuestos reportaron tales sintomas.
Ademas, durante el seguimiento se observaron
riesgos significativamente mayores en el desarro-
llo de tos, prurito nasal, en la garganta y en
los oidos, dolor de cabeza y de garganta en
ninos expuestos. También, se observd que los
nifos expuestos tienen mayor probabilidad de
agregacion y recurrencia de sintomas respiratorios,
en comparacion con los nifios no expuestos.

Estos mayores riesgos de sintomas respiratorios
son coherentes con los efectos que generan
los contaminantes emitidos por los rellenos
sanitarios y por los botaderos a cielo abierto
en general y en particular, por los que se han
reportado en el botadero de Navarro de Cali,
tales como metano, compuestos organicos
volatiles y PM10 (16-20).

Ademas de los mayores riesgos debidos a la
exposicion al botadero, la presencia de humedad
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en las viviendas increment6 la probabilidad de
desarrollar sintomas respiratorios en general y
sintomas respiratorios bajos en particular. Como
otros autores lo han reportado, la exposicion a
moho y humedad se relaciona con una mayor
frecuencia de sintomas respiratorios, tales como
sibilancias, asma y rinoconjuntivitis (21,22).
De esta manera, la presencia de humedad
incrementa el nivel de bacterias, polvo y
microbios en el ambiente dentro del domicilio, lo
cual produce una respuesta alérgica de las vias
respiratorias altas y bajas (23).

En relacién con las caracteristicas sociodemo-
graficas, en este estudio se observd una mayor
probabilidad de presentar sintomas respiratorios
a menor edad de la madre y del nifio. En
particular, los nifios de madres menores de 21
anos tuvieron 81% mas de riesgo de presentar
sintomas respiratorios bajos al momento de la
captacioén, en comparacién con nifios de madres
mayores de dicha edad. Este mayor riesgo
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podria explicarse por la menor experiencia de las
madres mas jovenes respecto al cuidado de los
nifos, en comparacion con las de mayor edad
(24,25). También es posible que este hallazgo
muestre tendencia hacia un mayor reporte de
sintomas respiratorios en madres mayores que
en las menores.

Ademas, los nifios menores de 3 afos tuvieron
una mayor probabilidad de desarrollar sintomas
respiratorios durante el seguimiento, en com-
paraciéon con los nifilos mayores. Este hallazgo
es coherente con otros reportes que describen
mayores riesgos de asma posnatal y alergias
en nifos menores de 3 afos generados por la
exposicion a contaminantes ambientales, como
NO,, SO, y material solido (26-28). Ademas,
las caracteristicas anatémicas y fisiolégicas de
los menores de 3 afos se relacionan con una
mayor susceptibilidad del epitelio de las vias
respiratorias, lo cual resalta la importancia del
efecto que la exposicién a agentes ambientales
puede tener sobre la salud respiratoria infantil
en el primer afo de vida.

Los hallazgos de este estudio también mostraron
que un menor nivel de ingreso y la existencia de
materiales fragiles en la vivienda incrementan
el riesgo de presentar sintomas respiratorios
en general y de sintomas respiratorios bajos en
particular. El ingreso familiar y los materiales de
las paredes reflejan el efecto de las condiciones
socioeconomicas de la familia y otras caracteris-
ticas relacionadas, como el menor nivel educativo
y las dificultades de acceso a los servicios de
salud, las cuales incrementan el riesgo de
enfermedades en los nifos.

En este estudio se midieron las diferencias
de costos debidas a la presencia de sintomas
respiratorios en nifios de familias expuestas y
no expuestas al botadero de Navarro en Cali.
Se encontré que las familias expuestas tuvieron
costos en promedio 45% mayores que aquéllas
no expuestas; asi, vivir en el area de influencia
del botadero de Navarro increment6 los costos
familiares relacionados con la presencia de
sintomas respiratorios en nifos.

Ademas, los costos fueron mayores en familias
de nifios menores de 3 anos y en aquéllas con

Impacto de un botadero en sintomas respiratorios y costos

ninos que presentaron sintomas respiratorios
bajos y eritema ocular. Estos mayores costos
podrian sugerir mas acciones de cuidado en
salud orientadas a solucionar los sintomas en
los nifos de menor edad y podria resaltar la
gravedad impuesta por el eritema ocular y los
sintomas respiratorios bajos, como sibilancias
y dificultad respiratoria, los cuales estimulan la
busqueda de atencién en salud paralaresolucion
de estos sintomas (29).

Como se esperaba, se observaron menores
costos en familias de padres sin ningun nivel
educativo y en aquéllas con primaria como su
mayor nivel; asi, estas familias asumieron costos
que en promedio fueron de Col$ 24.241,4 (US$
10,36) menores, comparadas con familias cuyo
padre tenia mayor nivel educativo. Estadiferencia
podria estar relacionada con la menor capacidad
econémica de las familias para responder a
la presencia de sintomas respiratorios en sus
nifios, en comparaciéon con familias de mejores
condiciones socioeconomicas.

Debilidades y fortalezas

Una de las debilidades de este estudio es la
medicion de los sintomas respiratorios y de
los costos familiares mediante entrevista, lo
cual podria guiar a un reporte aumentado en la
poblacion expuesta. En relacion con este punto,
se ha descrito que las encuestas realizadas en
poblacion residente cerca de los sitios de riesgo
local reconocido, tienden a mostrar incremento
en el autorreporte de resultados y sintomas
en salud, como dolor de cabeza, somnolencia,
sintomas respiratorios, condiciones sicolégicas
y problemas gastrointestinales (30-33). Aunque
no es posible descartar un mayor reporte en la
poblaciéon expuesta, otros autores han usado
registros médicos que confirman la presencia de
algunos sintomas y no muestran la presencia de
un reporte aumentado o disminuido (34).

Otra debilidad de este estudio es que, aunque se
hicieron mediciones ambientales, no se tomaron
enformasimultaneaalamediciénde los sintomas
respiratorios y tampoco hubo medicion individual
de la exposicidn a los contaminantes. Ademas,
el estudio caracterizé el estado de exposicion a
partir del tiempo de permanencia en el area y del
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lugar de residencia. Aunque esto podria guiar a
posibles sesgos, es probable que el error en la
clasificacién sea no diferencial, con lo cual los
efectos podrian guiar a la subestimacion en
las asociaciones encontradas vy, por tanto, las
asociaciones positivas encontradas podrian ser
de mayor magnitud a las reportadas. Ademas,
las mediciones de contaminacion por fuera del
domicilio en el area expuesta y en la no expuesta
ayudaron a confirmar el estado de exposicién
e hicieron evidente la relacion directa entre la
contaminacién dentro y fuera del domicilio (35).

Entre las fortalezas del estudio se encuentra
el disefio de cohorte prospectivo, el cual permitio
incorporar la dinamica de cambio en los
sintomas respiratorios estudiados, durante el
seguimiento a seis meses. Este disefio y la
medicion repetida de los sintomas respiratorios
ayudaron a incrementar el poder estadistico del
estudio. Ademas, debido a que para establecer
los efectos de la disposicidn final de residuos no
es posible realizar un estudio experimental, el di-
sefio de cohorte es la mejor forma de establecer la
presencia de estos efectos, con un mayor nivel de
confiabilidad en las asociaciones encontradas.

La seleccién de las areas expuestas y no
expuestas, comparables en sus caracteristicas
socioeconomicas, permitid el control de poten-
ciales factores de confusién. Ademas, los
efectos observados del botadero de Navarro
sobre los nifios expuestos y el hecho de que
la poblacion del area expuesta tenga mejores
condiciones socioeconémicas, dan mayor soporte
a las asociaciones encontradas y resaltan la
significanciaquepodriallegaratenerlaexposicién
a un botadero a cielo abierto en poblaciones con
menores condiciones economicas.

Igualmente, este estudio midi6 y ajustdé por
potenciales factores de confusion, tales como
caracteristicas sociodemograficas de padres
y nifos, caracteristicas de las viviendas y
condiciones de salud relacionadas en los nifos.
Estas mediciones otorgan mayor validez a
las asociaciones encontradas y superan las
dificultades de varios estudios orientados a
establecer efectos del manejo de residuos sobre
la salud (36).
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Aunque la medicién de sintomas respiratorios
se obtuvo mediante entrevista a las madres,
s6lo se midieron aquéllos recomendados por
otros autores como los mas reconocibles por
los padres y, por tanto, menos susceptibles a
minimizacién en este tipo de medicion (37).

Otra fortaleza de este estudio es el bajo nivel
de pérdidas ocurridas durante el seguimiento,
lo cual ayud6é a minimizar la posibilidad de un
sesgo de seleccion.

De acuerdo con el disefio del estudio, los datos
se analizaron teniendo en cuenta la posible
correlacién entre mediciones repetidas durante
los seis meses de seguimiento. lgualmente, se
aplicaron técnicas no paramétricas de bootstrap
para analizar los datos de costos, los cuales
presentaron distribuciones sesgadas, sin tener
que hacer transformaciones de los datos.

Este estudio evidencia los efectos de un botadero
a cielo abierto sobre el desarrollo de sintomas
respiratorios en nifios y sobre los costos
familiares relacionados con la solucién de estos
sintomas; ademas, resalta la importancia de los
efectos de la disposicion final de residuos sobre
la salud de las poblaciones del area de influencia.
Esta informacién puede ser un insumo clave en
las decisiones relacionadas con la planeacion,
manejo y regulacion respecto a la disposicién
final de residuos, tanto en Colombia como en
otros paises.
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Introduccioén. Paracoccidioides brasiliensis es un hongo dimoérfico térmico, que a temperatura
ambiente se presenta como un moho productor de conidias, mientras que en el huésped se
comporta como una levadura de gemacion multiple. Los mecanismos moleculares que rigen la
germinacién de conidia a micelio aun se desconocen.

Obijetivo. Estudiar en P. brasiliensis la cinética del proceso de germinacién de conidia a micelio
y determinar los genes expresados durante este proceso mediante la construccion y el andlisis
de una libreria EST (Expressed Sequence Tag).

Materiales y métodos. Para el estudio de la cinética de germinacion, se produjeron y aislaron
conidias de P. brasiliensis. Estas fueron incubadas en cultivos liquidos a 18°C por 24, 48, 72 y
96 horas, y se examinaron por microscopia de luz. A partir de conidias cultivadas por 96 horas,
se construyé y caracterizé una libreria EST, la cual representaria los genes expresados durante
el proceso de germinacion.

Resultados. Durante el proceso de germinacion de conidia a micelio, se observo 11,7£1,2%,
30+0,6%, 43%1,3% y 66+2,4% de germinaciéon a las 24, 48, 72 y 96 horas de incubacién,
respectivamente. Ademas, se obtuvo una libreria del proceso de germinacién consistente en 129
secuencias agrupadas en cuatro secuencias contiguas y siete secuencias Unicas, para un total
de 11 posibles genes. Ocho secuencias (72,7%) no habian sido descritas anteriormente en otras
librerias informadas para este hongo y podrian representar genes especificos de la germinacién
de conidia a micelio.

Conclusiones. Este es el primer reporte en el que se identifican genes no descritos anteriormente,
que son expresados durante la germinacién de conidia a micelio, proceso de gran importancia en
la biologia de P. brasiliensis.

Palabras clave: Paracoccidioides, esporas fungicas, micelio, germinacion.

Identification of genes associated with germination of conidia to form mycelia in the
fungus Paracoccidioides brasiliensis

Introduction. Paracoccidioides brasiliensis is a thermo-dimorphic fungus. At room temperature
it grows as a mold that produces conidia, whereas in the vertebrate host it grows as a multiple-
budding yeast. The molecular mechanisms involved in the germination from the conidia to the
mycelia process remain unknown.

Objective. The kinetics of conidia to mycelia germination process were studied in the dimorphic
fungus P. brasiliensis. Gene expression during this process was evaluated by construction and
analysis of an EST library.

Materials and methods. For the germination kinetics study, P. brasiliensis conidia were isolated
as single cell units. Then, they were cultured at 18° C in BHI (brain-heart infusion) broth for 24, 48,
72 and 96 hr. After each perion, they were examined by light microscopy. From conidia harvested
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at 96 hr, an EST library was constructed; at this stage the gene expression was presumed to be

maximal for the germination process.

Results. During the conidia to the mycelia developmental process, the following germination
rates were observed: at 24 hr, 11.7£1.2%; at 48 hr, 30£0.6%; at 72 hr, 43+1.3%; and at 96 hr,
6612.4%. At the 96 hour stage, an EST library was constructed. It consisted of 129 sequences
grouped in 4 contigs and 7 singlets for a total of 11 possible genes. Eight of the sequences had
not been described previously in other EST libraries of this fungus.

Conclusions. New genes were identified that were expressed during the conidia to the mycelia
germination process and may represent genes specific to the germination process.

Key words: Paracoccidioides; spores; fungal; mycelium, germination.

La paracoccidioidomicosis, enfermedad infeccio-
sa endémica de areas tropicales y subtropicales
de Centroamérica y Suramérica, es causada
por el hongo dimérfico térmico Paracoccidioides
brasiliensis (1,2). La paracoccidioidomicosis es
una enfermedad crénica que afecta especial-
mente a hombres adultos, trabajadores del
campo. La enfermedad se desarrolla cuando las
particulas infecciosas (conidias o fragmentos
de micelio) que se alojan en los alvéolos
pulmonares del huésped, realizan el proceso de
transicién hacia levadura, como respuesta para
la supervivencia en los tejidos (3,4).

En cultivos a 37°C y en los tejidos mismos, P.
brasiliensis se encuentra en forma de levadura,
estructura que se reproduce por gemacion
multiple que le confiere el aspecto tipico de un
timén de barco (2). A temperaturas entre 18°C
y 24°C, el hongo se desarrolla como un moho
provisto de micelios delgados, ramificados y
tabicados que, en medios de cultivo pobres
en carbohidratos, producen diversos tipos de
microconidias (2 a 5 pm), que se consideran
las particulas infecciosas (4). La conidia es una
estructura en reposo que, cuando encuentra
un medio propicio, comienza su proceso de
germinacién a micelio, si se encuentra en el
medio ambiente o a temperaturas menores de
26°C, o inicia la transicion a levadura, si entra
en contacto con un hospedero mamifero o si es
cultivada a 36°C (2).
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La transicién de micelio a levadura ha sido
estudiada por diversos investigadores, y se
ha logrado establecer una escala de estadios
morfoldégicos de esta transicion y permitir
su cuantificacion (5-8). De esta manera, el
desarrollo de levaduras a partir del micelio se
da desde el primer dia del cambio térmico y el
desarrollo de levaduras de gemacion multiple se
presenta después de 5 dias (8) y se alcanza el
50% de la transicién a las 48 horas de iniciado
el proceso (5). De igual manera, se ha estudiado
la transicion de levadura a micelio (5-7) y se
han evaluado los cambios morfolégicos que
ocurren durante este proceso, los que muestran
elongacion de las células en gemacién con
muerte y desintegracién de las células madre
y conversion a micelio de 50% a 60% de las
células, a las 48 horas del cambio térmico.

De igual manera, la transicion de conidia a
levadura ha sido ampliamente estudiada por
diversos autores, tanto en ensayos in vivo (9-11)
como ex vivo (12-15); éstos han demostrado
que, en promedio, el 50% de esta transicion se
logra después de 48 horas de incubacion a 36°C
y llega hasta el 80% a las 72 horas. Sin embargo,
es poco lo que se conoce sobre el proceso de
germinacién de conidia a micelio. Restrepo et
al. (16) reportaron por primera vez el proceso
de germinacion in vitro y demostraron que la
elongacion de las hifas ocurria después de 60
horas de incubacion a 25°C. Posteriormente,
Restrepo et al. (Restrepo Bl, McEwen JG,
Salazar ME, Restrepo A. The mycelial form of
Paracoccidioides brasiliensis. In: X Congress of
the International Society for Human and Animal
Mycology-ISHAM; 1988. p. 143-8) confirmaron el
desarrollo del proceso de germinacion, indicando
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que a25°C y en 96 horas, se producian los tubos
germinales, los que posteriormente progresaban
hasta llegar a elementos de micelios.

Con respecto a la evaluacion de los mecanismos
moleculares y de la expresion de genes en los di-
ferentes estadios morfolégicos, se han realizado
varios estudios utilizando estrategias, tales como
la construccién de librerias EST (Expressed
Sequence Tag) y los microarreglos, con los
que se ha logrado recopilar un gran nimero de
genes que se expresan durante los estadios de
micelio y levadura (5,17,18), asi como genes
que presentan expresion diferencial durante la
transicion de micelio a levadura (6,19). Estos
estudios han abierto las puertas al conocimiento
de los mecanismos genéticos que rigen la
diferenciacion morfolégica de P. brasiliensis;
sin embargo, los procesos moleculares involu-
crados en los cambios morfolégicos de las
conidias y los genes involucrados en su
transicién a levadura y germinacion a micelio,
han sido muy poco estudiados. No obstante,
a partir de ARNm obtenido a las 48 horas del
proceso de transicién, fue posible construir
una pequena libreria EST, compuesta por 79
posibles secuencias, de las cuales, 39 no fueron
encontradas en otras librerias de P. brasiliensis
y que, por lo tanto, parecen ser especificas de
la transicién de conidia a levadura, ya que no
habian sido descritas previamente en otras
librerias obtenidas a partir de este hongo (Garcia
AM, et al. En prensa, Medical Mycology).

De esta manera, en este trabajo se describe la
cinética de la germinacién de conidia a micelio,
asi como la construccién y analisis de una
libreria EST obtenida a partir del ARNm extraido
a las 96 horas de tal proceso de germinacion.

Materiales y métodos

Aislamiento de P. brasiliensis y mantenimiento
del hongo

Se utilizé6 la cepa de P. brasiliensis ATCC
N°60855, depositadaenla American Type Culture
Collection, provenientes de la coleccién de la
Corporacion para Investigaciones Bioldgicas, la
cual es productora de conidias (20). La cepa fue
mantenida en su fase micelial en medio sélido

Genes de germinacion conidia-micelio en P. brasiliensis

Mycosel® (BD, Sparks, MD USA) y en medio
sintético McVeight Morton modificado (SMVM)
(21) a 18°C por dos a tres semanas.

Produccioén y purificacion de conidias de P.
brasiliensis

Para la produccion de las conidias se utilizo el
protocolo previamente descrito por Restrepo et
al. (20) en el cual la cepa es mantenida en su
fase de micelio en medio sélido para hongos
SMVM (21) a 18°C durante dos a tres semanas
para, posteriormente, transferir el correspondiente
crecimiento de micelios a medio SMVM liquido
e incubarlo a 18°C en agitacion constante (150
rpm) por dos semanas. El crecimiento obtenido
era homogenizado por licuado (Waring blendor)
y transferido a medios de cultivo pobres en carbo-
hidratos (agar agua), con incubacion a 18°C
por un periodo minimo de tres meses, tiempo
necesario para la esporulacién del hongo (20).

Para la obtencién de las conidias, se usé la
estrategia de purificacion con lana de vidrio, la
cual fue utilizada, tanto para realizar la cinética
de la germinacién como para obtener el ARNm
destinado a la construccion de las librerias.

Para la purificacién con lana de vidrio, se lavaron
las cajas con solucion salina 0,85% mas Tween
20 al 0,01%; la suspensién se transfirié a un
Erlenmeyer con perlas de vidrio y se puso en
agitacion a 250 rpm por 45 minutos a temperatura
ambiente (18°C), con el fin de fragmentar el
micelio y liberar las conidias. Posteriormente, la
purificacion se realizé pasando la suspension de
conidias por jeringas rellenas con lana de vidrio,
en la cual los rastros de micelios quedaban
atrapados, obteniéndose sélo las particulas mas
pequefas correspondiente a las conidias (20).

Los sedimentos obtenidos con este protocolo, se
lavaron dos veces con PBS y se centrifugaron
a 1.500g a 4°C por 30 minutos para, final-
mente, resuspenderlos en 1 ml de PBS del
correspondiente lavado con conidias. Con
ellas se preparé una dilucién 1:10, con la cual
se hizo recuento del nimero de conidias en
hemocitémetro y la prueba de viabilidad por
la técnica de bromuro de etidio-diacetato de
fluoresceina (BE-DF) (22).
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Determinacion de la cinética de germinacion
de conidia a micelio de P. brasiliensis

Esta cinética se realiz6 en microplatos de cultivo
celular (Linbro® Tissue culture multi-well plate
ICN: 7636405) con medio BHI (Brain Heart
Infusion BD, USA), liquido con suplemento de
glucosa al 1% y asparagina al 0,2%, platos que
se inocularon con 25.000 conidias por pozo, con
incubacion a 18°C y agitacion constante por 24,
48, 72 y 96 horas. En cada uno de los tiempos
sefalados, se realiz6 observacién microsco-
pica directa de los platos y se determiné la
tasa de germinacién basada en los cambios
morfoldgicos descritos previamente, paraevaluar
la geminacién con base en: i) la produccién de
tubo germinal, ii) la elongacién de las hifas vy iii)
la produccién de micelio (Restrepo Bl, McEwen
JG, Salazar ME, Restrepo A. The mycelial form
of Paracoccidioides brasiliensis. In: X Congress
of the International Society for Human and
Animal Mycology - ISHAM; 1988. p.143-8) (6).

Obtencion de ARN total

El ARN total se obtuvo después de exponer las
conidias a induccién térmica de 18°C por 96
horas, rompiendo las células por maceracion
con nitrégeno liquido y con posterior extraccion
mediante la técnica del Trizol®, de acuerdo con
las indicaciones del fabricante (Invitrogen Life
Technologies, Pasley, CA., U.S.A, Cat: 15596-026).

Amplificacién de los &cidos nucleicos y
obtencion de ADNc

El ARN obtenido de las conidias se purificd
utilizando el juego de reactivos PicoPure®
(Aracturus Mountain View, CA. USA. Cat. Kit
0202). Posteriormente, a partir de este ARN
total purificado, se amplificé el ARNm utilizando
el juego de reactivos RiboAmp® (Aracturus,
Mountain View CA, USA. Cat. Kit0201). EIARNm
asi amplificado fue transcrito a ADNc utilizando
Superscript® (juego de reactivos Superscript®
cloning Kit-Invitrogen Life Technologies, Pasley,
CA., USA, Cat. 18248-013) y siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Construcciébn de la libreria EST

UnavezobtenidoelADNc, éste se cloné utilizando
el juego de reactivos TOPO TA (Cloning® kit
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for sequencing, Invitrogen, Life Technologies,
Pasley, CA., USA, Cat. K450030) y siguiendo las
indicaciones del fabricante. Posteriormente, el
material se transformé en la cepa de Escherichia
coli DH5 o por electroporacion. Las células
transformadas se cultivaron en caldo de Luria
solido con 100 pg/ml de ampicilina, IPTG (20 ug/
ml) y Xgal (100 pg/ml), para confirmar la pérdida
de la a-complementacién. Las colonias blancas
asi obtenidas se aislaron individualmente y se
cultivaron a 37°C toda la noche en placas de
96 pozos con caldo de Luria liquido mas 15%
de glicerol y 100 pg/ml de ampicilina para,
posteriormente, ser almacenadas a -80°C.

Secuenciacion de plasmidos

Para obtener el material destinado a secuencia-
cion, se realizé una miniprep en placa de 96
pozos, segun el protocolo descrito por Marra
et al. (23). La secuenciacién de los fragmentos
insertados en los plasmidos asi obtenidos, se
realiz6 utilizando Big Dye®, version 3.0 (Applied
Biosystems Foster City, California USA), con el
iniciador M13R, el que se utiliz6 como plantilla
para los pladsmidos ya extraidos, llevandolos a
un secuenciador automatico de fluorescencia
ABI 3100 (ABI PRISM®), por el Grupo de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas de la Universidad de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, Brasil.

Analisis de las librerias

El analisis y ensamblaje de la secuencias de
la libreria EST se realizé mediante un pipeline
programado por el Grupo de Biologia Molecular
de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad de Sdo Paulo, Ribeirao Preto, Brasil,
mediante el cual se editaban las secuencias
automaticamente, limpidndolas de las secuencias
nodeseadas, como son las secuencias del vector,
ARNr de hongos y secuencias correspondientes
a bacterias. Posteriormente, el programa agrup6
las secuencias (clustering) para obtener las
secuencias contiguas (contigs) y las secuencias
Unicas (singlets). El pipeline se construyé por
medio de los programas Phrap (24) and Cap3
(25). Una vez depurada la informacién de las
secuencias obtenidas a partir de la libreria,
aquéllas se evaluaron contra diferentes bases
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de datos, buscando la similitud con secuencias
de genes y proteinas previamente reportadas.
Para este andlisis se utilizaron los programas
BlastN y BlastX con las bases de datos de
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/),
EMB -Fungal EST (http://www.ebi.ac.uk/
blast2/nucleotide.html) y la base de los EST
de levaduras publicados por Goldman et al.
(http://143.107.203.68/pbver2/default.html) (5).

La validez de la identidad de las secuencias
se categoriz6 con base en el valor de E
(probabilidad de error) obtenido en los resultados
del Blast. Se obtuvo, también, el porcentaje de
secuencias segun su categoria funcional. Las
categorias funcionales establecidas fueron:
respuesta al estrés, sefalizacion intracelular,
metabolismo, estructura, proteina hipotética
conservada y proteina hipotética. Se evalug,
ademas, el porcentaje de secuencias presentes
en las librerias EST de Goldman y Felipe en
2003, mediante la la base de datos Fungi-EST
del EMBL, con el fin de determinar aquéllas
que, por no estar presentes en estas librerias,
podian considerarse secuencias especificas del
proceso de germinacion de conidia a micelio
(5,17,26).

Genes de germinacion conidia-micelio en P. brasiliensis

Resultados
Cinética de la germinacion

Durante el seguimiento de la cinética de la
germinacioén, se observé que 11,7+1,2% de las
conidias habian producido tubos germinales
o hifas cortas a las 24 horas de incubacién a
18°C. Posteriormente, después de las 48 horas,
la proporcion de células germinadas aumentaba
a 30+0,6%, anotandose un crecimiento paralelo
en la longitud de las hifas; fue, entonces, que
las primeras hifas ramificadas se hicieron
evidentes, aungue en baja proporcion. A las 72
horas, el 43+1,3% de las conidias presentaban
ya germinacién, con un aumento en la presencia
de hifas ramificadas. Finalmente, a las 96 horas,
el 66+2,4 de las conidias habia germinado y se
observaban hifas largas ramificadas (figura 1).

Construccion y analisis de la libreria

A partir del ARNm de conidias cultivadas a 18°C
por 96 horas, se obtuvo una libreria compuesta
por 198 colonias, las que se conservaron a
-80°C. Después de la extraccion de plasmidos,
la secuenciacién de los insertos y del paso
de las secuencias obtenidas por el pipeline,
se obtuvieron 129 secuencias,

las cuales

Figura 1. Diferenciacién morfolégica de la germinacién de conidia a micelio en P. brasiliensis por microscopia de luz (40X).
A) 0 horas de cultivo. B) 24 horas de cultivo, se observan tubos germinales. C) 48 horas de cultivo, aumento de la longitud de
los tubos germinales. D y E) 72 y 96 horas de cultivo se observan hifas ramificadas.
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se agruparon en siete secuencias contiguas
y siete secuencias Unicas, para un total de
14 posibles secuencias codificantes para
proteinas relacionadas con la germinacion de
conidia a micelio. Durante el analisis Blast, se
descartaron cuatro secuencias adicionales, dada
su alta similitud con secuencias ribosémicas y
mitocondriales (secuencias contiguas 1, 3 y 4),
dejando 11 posibles genes, 4 secuencias contiguas
y 5 secuencias Unicas que correspondieron a
proteina hipotética o proteina hipotética conser-
vada (coédigos de acceso en GenBank, http://
www.ncbi.nim.nih.gov). Las caracteristicas mas
importantes de las secuencias contiguas y las
secuencias Unicas se describen en el cuadro 1.

Al comparar la libreria de germinacién de conidia
a micelio con las librerias EST obtenidas
por Goldman et al. (5) y Felipe et al. (17), se
encontré que 4 de las 11 posibles secuencias
estaban presentes en estas librerias, 3 de
ellas en la descrita por Goldman et al. y una
en ambas (cuadro 2). Ademas, al comparar
nuestros resultados con los obtenidos por otros
investigadores, como Nunes et al. (6), Tavares
et al. (27), Bailao et al. (28) y Bastos et al. (19),
no fue posible encontrar similitudes en las
secuencias descritas por ellos y las nuestras.

Se evidenci6, asimismo, nueva informacion al
analizar las secuencias completas reportadas
en GenBank halladas por el andlisis BLAST, que
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poseian homologia con los clones de la libreria.
Este analisis se hizo nuevamente por BLAST en
el NCBI. De esta manera, la proteina hipotética
de Podospora anserina correspondiente al contig
02, presenté similitud con una proteina RcaA
de respuesta al dano del ADN (DNA damage
response protein RcaA), la proteina hipotética
de Aspergillus nidulans correspondiente al
contig 06 presentd una similitud significativa con
una proteina putativa formadora de filamentos,
Tpr/p270 (Filament-forming protein putative,
Tpr/p270) y la proteina hipotética conservada
de Aspergillus fumigatus correpondiente al
singlet 02 presentd gran similitud con la proteina
ribosémica S15 (cuadro 3)

Discusion

La transicion de conidia a levadura ha sido bien
documentada por diversos autores; no asi el
proceso de germinacion de conidia a micelio que
solo fue estudiado por Restrepo et al. (Restrepo
Bl, McEwen JG, Salazar ME, Restrepo A. The
mycelial form of Paracoccidioides brasiliensis. In:
X Congress of the International Society for Human
and Animal Mycology - ISHAM; 1988. p. 143-8) al
describirlopor primeravez. Losresultados de este
primer estudio se correlacionan adecuadamente
con los obtenidos en este documento, en el cual
se presentaron tiempos similares de evolucién a
los descritos previamente.

Cuadro 1. Caracterizacion de las secuencias expresadas durante la germinacién de conidia a micelio en P. brasiliensis.

Conglomerado Funcién Posible proteina Analisis BLAST
Organismo | E BLAST

Contig 02 Desconocida PHC Podospora anserina 39 4e-06 X
Contig 05 Desconocida PHC Kluyveromyces lactis 100 3e-22 X
Contig 06 Desconocida PHC Aspergillus nidulans 39 2e-21 X
Contig 07 Desconocida PH - - - -
Singlet 01 Desconocida PH - - - -
Singlet 02 Desconocida PHC Aspergillus fumigatus 72 1e-03 X
Singlet 03 Desconocida PH - - - -
Singlet 04 Desconocida PH - - - -
Singlet 05 Desconocida PH - - - -
Singlet 06 Desconocida PH - - - -
Singlet 07 Desconocida PH - - - -

I: porcentaje de identidad; E: probabilidad de error; PHC: proteina hipotética; PH: proteina hipotética conservada. La
caracterizacion de las secuencias se realizd usando el analisis BLAST en la base de datos nr en el NCBI del GeneBank

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
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Cuadro 2. Secuencias de la libreria de P. brasiliensis durante el proceso de germinacion de conidia a micelio que comparten
similitud con las descritas en las bibliotecas de micelios y levadura descritas por Goldman et al. en 2003 y Felipe et al. en

2003.

Conglomerado Funcién Posible proteina BLAST en EMBL- Fungi EST
| E Biblioteca en la que se identific
Singlet 06 Desconocida PH 93 8.5e-20 Goldman, 2003
Singlet 07 Desconocida PH 97 6.7e-30 Goldman, 2003
Singlet 02 Desconocida PHC 95 3.4e-51 Goldman, 2003
Singlet 05 Desconocida PH 98 8.5e-28 Goldman, 2003
96 1.3e-26 Felipe, 2003

I: porcentaje de identidad; E: probabilidad de error; PHC: proteina hipotética; PH: proteina hipotética conservada. La
caracterizacion de las secuencias se realizé usando el andlisis BLAST en la base de datos “Fungi-EST data bases” del EMBL

(http://www.ebi.ac.uk /blast2/nucleotide.html).

Cuadro 3. Secuencias informativas de la libreria de P. brasiliensis durante el proceso de germinacion de conidia a micelio.

Conglomerado Funcién Posible proteina Anadlisis BLAST
Organismo | E

PCH de Podospora anserina  Ciclo celular Proteina de respuesta Neosartorya 48 1e-165

(Contig 02) al dafio RcaA fischeri

PHC de Aspergillus nidulans Estructural Proteina formadora Neosartorya

(Contig 06) de filamentos- fischeri 64 0.0
(Tpr/p270), putativa

PHC de Aspergillus fumigatus Sintesis Proteina ribosémica Neosartorya 54 3e-60

(Singlet 02) proteica S15, putativa fischeri

I: porcentaje de identidad; E: probabilidad de error. La caracterizacion de las secuencias se realiz6 usando el analisis BLAST
en la base de datos nr en el NCBI del GeneBank (http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

El fendmeno de transicién de levadura a micelio
también se ha estudiado pero, al igual que en el
caso de la germinacién de conidia a micelio, no
tan exhaustivamente. Se han descrito algunas
caracteristicas de este proceso en el cual, a
las 48 horas, 50% a 60% de las levaduras han
producido ya tubos germinales o primordios
de hifas, sefal clara del cambio morfoldgico
(5-7,29). Esta transicién ocurre de una manera
mas rapida a lo observado en la de conidia a
micelio, en donde so6lo se logra un 66% de
germinacién a las 96 horas.

Con respecto a los genes que estuvieran relacio-
nados con el proceso de germinacion de conidia
a micelio, nada se ha descrito hasta el momento,
ya que el interés siempre se ha centrado en
la expresion de genes durante la transicion
de conidia a levadura, dada su importancia
en el proceso patogénico, mientras que los
mecanismos relacionados con la permanencia

del hongo en la naturaleza se encuentran sin
estudiar. Esta es la primera vez que se describen
secuencias génicas posiblemente relacionadas
con el proceso de germinacion de conidia a
micelio en P. brasiliensis.

De las secuencias descritas en esta libreria, tres
se encontraban presentes en la de levaduras
descrita por Goldman et al. (5) y una estaba
presente en las de Felipe et al. (17) y Goldman
et al. (5), lo que demuestra su participacion en
los estadios morfologicos de micelio, de levadura
o de ambos. Las siete secuencias restantes
no habian sido descritas anteriormente, por lo
cual pueden considerarse como secuencias
especificasdelprocesodegerminaciénde conidia
a micelio. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que estas secuencias podrian corresponder a
regiones génicas diferentes ya descritas, pero
que no detectan secuencias similares dentro las
librerias EST dada su naturaleza, ya que las EST
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corresponden, usualmente, sblo a secuencias
parciales de los genes, hecho que debe ser
verificado con analisis adicionales.

Ademas, cuatro secuencias se clasificaron como
proteinas hipotéticas conservadas (posibles
proteinas descritas en otros organismos, pero
de funcién desconocida) y siete fueron proteinas
hipotéticas (no descritas previamente en otros
organismos). Asimismo, no se encontrd ninguna
similitud entre estos resultados y los obtenidos
en otros estudios (6, 19,27,28).

Un andlisis posterior de estos genes mostrd
algunos dominios que confieren funcién cono-
cida a tres de las secuencias halladas. El contig
02 present6 dominios con homologia con una
proteina RcaA, de respuesta al dafio del ADN
(DNA damage response protein-RcaA). Esta
proteina ha sido descrita en A. fumigatus,
A. clavatus, Neosartorya fischeri (30) vy
Pyrenophora triticirepentis (http:/kr.expasy.org/
uniprot/B2WAW4). En levaduras, las proteinas
que regulan la respuesta al dafio del ADN, tal
como lo hace RcaA, también se necesitan
para mantener la longitud de los telémeros,
cumpliendo asi funciones protectoras para la
integridad del ADN (31). Su implicacion en el
proceso de germinacion no es claro, por lo que
serian necesarios nuevos estudios para definir
su importancia.

El contig 06 present6 importante similitud con una
proteina putativa formadora de filamentos, Tpr/
p270(filament-formingproteinputative, Tpr/p270).
Esta proteina ha sido descrita en A. clavatus, A.
fumigatus y N. fischeri (http://kr.expasy.org/cgi-
bin/sprot-search-de?%22Filamentforming%20
protein%20putative%20TprY%2Fp270 %22). Esta
hace parte de los poros de la membrana nuclear
y parece estar involucrada de diversas maneras
con el ensamblaje nuclear, la importacion y
el transporte de proteinas del citoplasma al
nucleo (32). Su funcién como transportadora de
proteinas del citoplasma al nucleo puede reflejar
la fase final de los procesos de transducién de
sefnales, en los que los factores de trascripcién
se encargan de llevar a la expresion de nuevas
proteinas necesarias para el cambio morfolégico
que representa la germinacién.
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El singlet 02, ademas de haber sido descrito
por Goldman et al (5) en su libreria de
levaduras, presentd6 gran similitud con la
proteina ribosémica S15. La proteina S15 es
un componente caracteristico de los ribosomas
de eucariotas 80S y se ubica en la subunidad
40, muy cerca del sitio donde se posiciona
el codén del ARNm durante la traduccién, lo
que sefala una interaccion directa en este
proceso (33). Esta proteina se ha descrito en
Ajellomyces capsulata, Botryotinia fuckeliana,
Chaetomium globosum y Magnaporthe grisea
(http://kr.expasy.org/cgi-bin/sprot-search-
de?ribosomal%20S15%20fungus), y tiene una
funcién basica, ya que esta presente en todos
los estadios de desarrollo durante la sintesis
proteica. Sin embargo, puede tener una mayor
expresion durante la geminacion, al ser inducida
por la presién del cambio morfoldgico que lleva
a la creacién de nuevas estructuras.

Aunque éste es el primer estudio que reporta
genes relacionados con la germinacién de
conidia a micelio, la informacion obtenida es
limitada por diversas causas. Una de ellas es
el tiempo requerido para la produccion de las
conidias del hongo, proceso que toma un minimo
de tres meses; ademas, el nimero de conidias
obtenidas durante este proceso es limitado y, en
el mejor de los casos, no supera los cuatro a
cinco millones por caja. Otra es el gran numero
de conidias que se necesitan para obtener
cantidades adecuadas del ARN destinado a la
construccion de las librerias (no menos de 250
millones de conidias). Ademas, debe tenerse
en cuenta que las conidias son propagulas en
estado de reposo, con un metabolismo basal
caracterizado por minima expresion génica,
posible causa de la poca obtencion de ARN.
Ademas, el bajo numero de clones y posibles
genes, bien pudieran representar aquellos genes
que son especificos y estan involucrados en el
proceso de germinacién. Sin embargo, es muy
posible que esta libreria no represente todas las
funciones celulares involucradas en tal proceso,
siendo mucho lo que falta por conocer de él.

De esta manera, se hace necesario el desarrollo
de nuevos estudios en busca de otros genes
relacionados con tal proceso, tales como la
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construccion de nuevas librerias y la continuacion
del estudio de los genes hallados en este trabajo,
incluyendo lavaloraciénde laexpresion de dichos
genes en los diferentes estadios morfologicos,
asi como la evaluacion de su funcion utilizando
sistemas de ARN de interferencia (ARNi) o ARN
antisentido que regulen en el hongo la expresién
de estos genes.
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Caracterizacion preliminar de los sitios de cria de Aedes
(Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae) en
el municipio de Leticia, Amazonas, Colombia
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Introduccion. Dada la importancia de Aedes albopictus en la salud publica, es necesario
caracterizar los criaderos para establecer medidas de control.

Objetivo. Caracterizar en funciéon de los parametros fisico-quimicos y grupos de organismos
presentes, los criaderos de los estadios inmaduros de Ae. albopictus en Leticia, Amazonas.
Materiales y métodos. Se inspeccionaron 154 viviendas en el area urbana en diciembre
2002 y enero 2003, para buscar criaderos de Ae. albopictus y otros dipteros con estadios
acuaticos inmaduros. En los criaderos con resultados positivos se tomaron datos fisico-quimicos
cualitativos y cuantitativos: exposicién al sol, ubicacién, tamafio, material, conductividad, turbidez,
oxigeno disuelto, temperatura y presencia de macroinvertebrados y plancton. Los resultados se
compararon mediante analisis descriptivos, analisis de componentes principales, dendrogramas
de clasificacion e indices de diversidad.

Resultados. Se encontraron 21 criaderos con larvas de dipteros, 13 con Ae. albopictus; 92% de
ellos estaban ubicados en el peridomicilio, en recipientes pequefios o medianos, dispuestos en la
sombra, con baja turbidez y conductividad, bajos indices de diversidad para macroinvertebrados
y altos para organismos productores de plancton. En el analisis de componentes principales, se
encontrd correlacion significativa con acaros, oligoquetos y hemipteros (macroinvertebrados),
y con bacilaroficeas, cloroficeas y cianoficeas (plancton). En presencia de otros culicidos, las
larvas de Ae. albopictus fueron escasas.

Conclusion. En este estudio se encontré que las hembras de Ae. albopictus depositan sus
huevos en depésitos de agua recién establecidos con disponibilidad suficiente de recurso, baja
conductividad y turbidez, y menor competencia intraespecifica e interespecifica.

Palabras clave: Aedes, vectores de enfermedades, control vectorial, plancton, Colombia.

Characterization of Aedes albopictus (Skuse, 1894) (Diptera:Culicidae) larval habitats
near the Amazon River in Colombia

Introduction. Because the role of Aedes albopictus as an incriminated vector of several viral
pathogens, its control is important to human health. To establish appropriate control methods,
characterization of the larval habitats is a necessary first step.

Objective. Habitats of the immature stages of Ae. albopictus were characterized with respect to
physical-chemical parameters and by floral and faunal arrays present.

Materials and methods. Leticia is located at the southernmost tip of Colombia on the banks of
the Amazon River. In the urban area, 154 houses were inspected in December 2002 and January
2003. Physical-chemical data were collected, including exposure to sunlight, location, container
size and material, water conductivity, and dissolved oxygen. Macroinvertebrates and plankton
samples were taken at each positive larval site. The results were compared using descriptive
analysis, principal component analysis, classification dendrograms, and diversity indexes.
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Results. Twenty-one habitats were found positive for Diptera, and 13 were positive for Ae.
albopictus larvae. Most of the positive habitats (92%) were located near the houses--they were
small or medium size receptacles located in the shade. This water generally had low conductivity
and low turbidity, although high values of these parameters were also identified. The habitats had
low diversity indexes for macroinvertebrates and high diversity indexes for plankton. In the principal
component analysis, significant correlation was found with mites, oligochaetes and hemipterans
(the macroinvertebrates) and with bacilarophyceaes, clorophyceaes and cianophyceas (the algal

forms).

Conclusion. In Leticia, females of Ae. albopictus were found in newly established habitats with
sufficient availability of resources, low conductivity, and turbidity, lower intra-and interspecific

competition.

Key words: Aedes, disease vectors, vector control, plankton, Colombia.

El mosquito Aedes (Stegomyia) albopictus fue
identificado por primera vez en Suramérica en
el estado de Sao Paulo, Brasil en 1986 (1), y en
Colombia en la Leticia, Amazonas, en 1998 (2).
Posteriormente, se registr6 en Buenaventura
(Valle del Cauca) en el 2001 (3) y en el 2007 en
Cali (Valle del Cauca) (4).

Este mosquito es importante en salud publica por
ser vector de los diferentes serotipos del virus
del dengue en el sudeste asiatico (5). En las
Ameéricas, ademas de este virus, potencialmente
podria transmitir los virus de la fiebre amarilla y
de la encefalitis equina venezolana, entre otros
(5,6). No obstante, hasta el presente no se le
ha incriminado en la transmisién de agentes
patégenos de importancia en salud publica en
las Américas, aunque se han encontrado larvas
de este mosquito infectadas con el virus del
dengue (5-7) y adultos naturalmente infectados
con el virus La Crosse (1) y el virus del oeste
del Nilo (8). Méndez et al. (9) hicieron el primer
reporte de infeccion natural de Ae. albopictus
con los serotipos Den-1 y Den-2, en Colombia,
de especimenes procedentes del municipio
de Buenaventura, departamento del Valle del
Cauca.

La presencia de Ae. albopictus vuelve mas
compleja la problematica del dengue, debido a
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la dificultad de control por su rapida colonizacién
en areas peridomésticas, lo cual constituye
una amenaza porque podria ser la union entre
los ciclos de transmisién de la fiebre amarilla
selvatica y urbana (5).

Como componente de la vigilancia en salud
publica, el sistema de vigilancia entomolégica
permite determinar los cambios en la distribu-
ciébn geografica de los vectores, medir las
variaciones de las poblaciones de formas
inmaduras y adultas, identificar areas con alta
infestacion, caracterizar sus sitios de cria y
detectar la introduccion de especies no nativas
o la urbanizacion de especies silvestres,
conocimiento basico para la toma de decisiones
con el propésito de tomar medidas de control
integrado y selectivo de vectores (10).

La caracterizacion de los criaderos acuaticos,
habitats de Ae. albopictus en sus fases inma-
duras, permite identificar las caracteristicas
bidticas y abidticas, y las interrelaciones entre
ellas enunhabitat particular, brindando una vision
mas amplia de la dinamica e importancia de los
factores que intervienen en estos ecosistemas.
Este conocimiento permite el entendimiento de
su comportamiento biolégico desde un enfoque
ecosistémico, para proponer soluciones de
manejo mas eficientes para su control en el area
de estudio.

En el presente trabajo se caracterizaron los
criaderos de Ae. albopictus en funcién de
los parametros fisico-quimicos y grupos de
organismos presentes, en la zona urbana del
municipio de Leticia (Amazonas), durante los
meses de diciembre de 2002 y enero de 2003.
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Materiales y métodos

El area de estudio fue el casco urbano de
Leticia, ciudad localizada a 04°12’55” sur y
69°56’26” oeste, con una altitud de 82 m.s.n.m.
y una temperatura promedio de 27°C. Tiene
una extensién de 3.695 km? y alrededor de
3.654 viviendas, con una poblacién aproximada
de 27.916 habitantes. Limita por el norte con
Tarapacd, por el sur con la republica de Perd,
por el oeste con el municipio de Puerto Narifio y
por el oriente constituye una sola area geografica
con la ciudad de Tabatinga, Brasil. El régimen de
precipitacion es monomodal; la temporada seca
se presenta generalmente entre los meses de
julio y septiembre y la lluviosa entre octubre y
junio (11).

El muestreo se realiz6 en el periodo comprendido
entre diciembre de 2002 y enero de 2003. Se
muestrearon aleatoriamente 154 viviendas, con
un error del 5% y una frecuencia esperada del
indice de infestacion de viviendas promedio
(V) de 9,57% (12). Las casas muestreadas
se seleccionaron aleatoriamente mediante
el programa Excel 2002 de acuerdo con una
numeracion preestablecida de las manzanas de
la localidad. Se inspeccionaron el intradomicilio,
el peridomicilio y el extradomicilio, en busca
de criaderos potenciales con larvas, pupas o
exhuvias de Ae. albopictus o de otros dipteros.
En este trabajo, se tom6 peridomicilio como
el area comprendida desde el limite de la
construccion hasta los 10 m vy, el extradomicilio,
a partir de los 10 m.

Toma de muestras

Una vez localizado el criadero, se registrd
el tamafo segun el volumen aproximado
tomando area superficial y profundidad (menos
de 1 L: pequefio; de 1 a 10 L: mediano, y
mas de 10 L: grande), bajo los siguientes
criterios: textura, material, color, ubicacién en
el domicilio (intradomiciliario, peridomiciliario o
extradomiciliario) y el tipo de exposicion al sol
(directa, parcial o sombra).

Se tomdé una muestra de agua de 50 ml,
aproximadamente, teniendo la precaucion de
no agitarla, con el fin de tomar el registro de

Criaderos de Aedes albopictus en Leticia, Amazonas

turbidez, mediante un turbidimetro digital Hanna.
Ademas, se tomaron registros del criadero de
pH, conductividad (mS/cm), oxigeno disuelto
(mg/L), temperatura del agua (°C), temperatura
ambiental (°C, mediante un termémetro manual)
utilizando un conductimetro YSI 30, un oximetro
YSI 55 y un pHmetro WTW 330i/SET, los
cuales registraban también la temperatura del
criadero.

Para tomar las muestras de agua del criadero,
se utilizd un cucharén de peltre esmaltado
blanco de 250 ml de capacidad y una pipeta
plastica graduada con pera de caucho para los
criaderos que, por su tamafno, no permitieran
su medicién, y asi, estimar la cantidad aproxi-
mada de macroinvertebrados. La muestra se
filtr6 en una red de poros de 0,01 cm?, para
recolectar las larvas del mosquito y otros
macroinvertebrados asociados. Las muestras
se conservaron en alcohol al 70%, en frascos de
100 ml. Los macroinvertebrados recolectados
de cada muestra se trasladaron a cajas de Petri
con alcohol al 70% para la determinacion y
cuantificacion en esteroscopio Wild Heerbrugg
o en microscopio Olympus CX31.

La muestra de plancton se tomé directamente
y se envaso en un frasco de 100 ml, en una
proporcién 1:1 con transeau (agua destilada-
alcohol etilico-formol, en proporcion 6:3:1). En el
laboratorio, las muestras de plancton se agitaron
50 veces, aproximadamente; se tomaron 5 ml
de cada muestra y se colocaron en piscinas
de sedimentacion por 10 horas (2 horas/ml).
Posteriormente, se identificaron y cuantificaron
evaluando la abundancia por cada campo en
un microscopio 6ptico invertido Olympus CK22
ULWCD 0.30. Para la identificacion del material
bioldgico, se utilizaron las claves de Berrios
y Sielfeld (13), McAlpine et al. (14), Merritt y
Cummins (15), Milligan (16), Peckarsky et al.
(17), Ospina (Ospina RT. Aspectos taxono-
micos Chironomidae (Diptera). En: Memorias,
Seminario Invertebrados Acuaticos y su Utilizacion
en Estudios Ambientales. Bogota: Universidad
Nacional de Colombia y Sociedad Colombiana
de Entomologia; 1995), Thorp y Covich (18), y
La Casse y Yamaguti (19).
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Analisis de datos

Los individuos de cada criadero se clasificaron
por morfotipos hasta familia, género o especie,
cuando fue posible. Se calcularon las abundan-
cias relativas a partir de los datos extrapolados a
una medida de volumen estandar. Los criaderos
se clasificaron para el andlisis en cuatro tipos,
segln presencia o ausencia de Ae. albopictus
y otros dipteros. Se compararon los tipos de
criaderos en relacion con la composicién, las
abundancias relativas, la diversidad mediante
los indices de Shannon-Wiener (diversidad),
Simpson (dominancia), de uniformidad (equitativity)
y de riqueza de especies.

Se aplicaron dos modelos estadisticos para ana-
lisis multivariado: un analisis de conglomerados
basado en distancias euclideanas y el algoritmo
UPGMA (unweighed pair group method with
arithmetic mean), y un andlisis de componentes
principales con base en una matriz de datos de
abundancia de morfotipos para cada clase de
criadero, mediante el coeficiente de correlacién
p de Pearson. Para el andlisis del componente
biolégico, los datos se transformaron a logaritmo
natural. Se utilizaron los paquetes estadisticos
PAST, v1.73, Biodiversity Pro y Estimates Win800.

Resultados

En las 154 viviendas inspeccionadas se encon-
traron 21 criaderos con larvas de de dipteros, 13
(62%) de ellos con Ae. albopictus. Estas larvas
se distribuyeron por criadero, en la siguiente
forma: A, exclusivamente con larvas de Ae.
albopictus; AC, larvas de Ae. albopictus y larvas
de Chironominae sp. y Culex quinquefasciatus
o Limatus durhamii; C, larvas de Chironominae
sp. y Cx. quinquefasciatus o Li. durhamii; y NA,
exhuvias de pupas o larvas de culicidos diferen-
tes a Ae. albopictus. La distribucién general de
los criaderos segun las larvas encontradas en
ellos fue: 3A (14%), 10AC (48%), 5C (24%) y
3NA (14%).

El 95% de las especies se encontraron en 17 de
los 21 criaderos, lo que indica que las especies
encontradas se distribuyeron ampliamente
en todo el municipio. El 92% de los criaderos
positivos para Ae. albopictus estaban ubicados
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en el peridomicilio, 77% eran latas y botellas, y
15%, tanques bajos y una cascara de coco.

Parametros fisico-quimicos cualitativos

En las cuatro clases de criaderos, se encontraron
recipientes plasticos (23%) y metalicos (53%),
principalmente inservibles, y en los criaderos
A, se encontr6 una cascara de coco, tanques
bajos y albercas. El blanco fue el color el méas
frecuente. En relaciéon con la exposicion al sol,
se observo que los criaderos A y AC estaban
en su mayoria a la sombra o con un é&rea
muy pequefia expuesta al sol; sin embargo,
se encontraron dos criaderos AC que estaban
expuestos directamente a los rayos del sol. Los
C tenian un area grande expuesta al sol y los
NA estaban expuestos totalmente a los rayos
del sol.

Parametros fisico-quimicos cuantitativos

Ae. albopictus se encontré mas frecuentemente
en criaderos de tamafio pequefio y mediano,
con oxigeno disuelto relativamente abundante,
turbidez y conductividad bajas, pero toleraba
baja concentracion de oxigeno disuelto, vy
conductividad y turbidez altas (cuadro 1). En el
analisisdecomponentesprincipales,loscriaderos
C se diferencian de los demas, principalmente,
por su conductividad y volumen. La turbidez
fue mayor en los criaderos AC y C (figura 1a).
Ademas, como se muestra en el dendrograma
(figuralb), los criaderos Ay AC estan agrupados
y cercanos, y se separan claramente de los
criaderos C y NA. Los criaderos NA y A son de
tamafo pequefio y se diferencian claramente en
sus valores de conductividad; los A presentaron
valores bajos y los NA, valores altos. En este
estudio no se encontraron diferencias evidentes
entre las clases de criaderos en la temperatura
y el pH.

Macroinvertebrados

La especie mas abundante fue Ae. albopictus,
que se encontré en 62% de los criaderos, seguida
por Chironominae sp. con 45,5%. En 23,8% de
los criaderos estas dos especies se encontraron
juntas, en 19% estaban Ae. albopictus,
Chironominae sp., Cx. quinquefasciatus o Li.
durhamii, en 14,2% habia solo larvas de Ae.
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Cuadro 1. Valores maximos y minimos de las condiciones abidticas registradas en cada tipo de criadero.

Variable A AC C NA

Min Max Min Max Min Max Min Max
Volumen (L) 0,338 1,445 0,484 253,65 1,125 1680 2,7 24,64
T (°C) criadero 28,3 30,4 25 34,3 26,1 31,3 25,9 32,9
T ambiental (°C)
registrada in situ 25 28,7 24 28,9 26,3 29,2 25,5 26,6
Saturaciéon de O2 (%) 29 65 5,6 66,4 0,17 46,5 6,5 79,1
Oxigeno disuelto (mg/L) 2,19 5,1 0,44 4,61 0,26 3,43 0,53 5,79
Turbidez (FTU) 11 308 4 461 0 461 6 175
Conductividad mS/cm) 51,6 118,8 15,17 291,3 70,9 459 79,8 239,5
pH 7,15 8,46 6,39 8,82 5,66 7,24 6,53 7,88

A, exclusivamente con larvas de Ae. albopictus; AC, larvas de Ae. albopictus y larvas de Chironominae sp. y Culex
quinquefasciatus o Limatus durhamii; C, larvas de Chironominae sp. y Cx. quinquefasciatus o Li. durhamii; y NA, exhuvias de

pupas o larvas de culicidos diferentes a Ae. albopictus.

a
59,4
Turbidez
47,5
35,6
AC 23,7 c
A Mo
Conductividad
5 A 1
o
2 475 356 237 119 1,9 237 356 475 594
-1 -
Oxigeno NA
disuelto 237 A
-35,6
-47,5—
Eje 2
b
UPGMA
NA
C
AC
A
120 100 80 60 40 20 0

Distancia euclideana

Figura 1. (a) Analisis de componentes principales a partir de
parametros fisico-quimicos cuantitativos. (b) Dendrograma
de clasificaciéon a partir de parametros fisico-quimicos
cuantitativos.

A, exclusivamente con larvas de Ae. albopictus; AC,
larvas de Ae. albopictus y larvas de Chironominae sp. y
Culex quinquefasciatus o Limatus durhamii; C, larvas de
Chironominae sp. y Cx. quinquefasciatus o Li. durhamii; y
NA, exhuvias de pupas o larvas de culicidos diferentes a
Ae. albopictus.

albopictus 'y en 4,8% Ae. albopictus se presentd
junto con Li. durhamii. Es de anotar que Li.
durhamii presentd la mayor abundancia cuando
se asoci6 con larvas de Ae. albopictus.

En el cuadro 2 se presentan las abundancias
relativas de macroinvertebrados por clases de
criaderos. En los criaderos AC, se encontrd
la mayor riqueza de especies y la mayor
abundancia la mostraron Cx. quinquefasciatus,
Naididae, Ae. albopictus y Chironominae
sp., respectivamente. Los criaderos NA no
presentaron macroinvertebrados asociados.

Con el fin de esclarecer las estrategias de
establecimiento del mosquito, se usaron indices
ecoldgicos de diversidad que permiten visualizar
de una manera mas clara el papel de los
morfotipos presentes en cada clase de criadero.
En los criaderos A, los valores de diversidad y
riqueza son bajos, lo que puede reflejar que son
depdsitos recién establecidos, mientras que los
AC presentaban los valores mayores de riqueza,
diversidad de Shannon-Wiener y uniformidad
(equitivity), y el valor mas bajo de dominancia
(cuadro 3).

De acuerdo con el andlisis de componentes
principales, las poblaciones de Ae. albopictus
se caracterizaron por estar correlacionadas
significativamente con poblaciones de acaros
(p=0,881, a=0,05), oligoquetos (p =0,836, a
=0,05) y hemipteros (p =0,874, a =0,05), y no se
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Cuadro 2. Abundancias relativas de macroinvertebrados presentes por tipos de criaderos.

MORFOESPECIE A (%) AC (%) C (%)
Macroinvertebrados
Neuroptera 0 0,1 0
Mollusca 0 0,4 2,4
Psychodidae 0 0,6 0
Hemiptera 1,0 0,3 0
Coleoptera 0,7 0,9 0,5
Collembola 0 3,5 0
Limatus durhamii 0 8,0 0
Chironominae sp. 0 11,1 83,7
Acari 22,7 4.6 10,6
Ae. albopictus 22,8 11,2 0
Cx. quinquefasciatus 0 48,0 2,8
Naididae 52,9 11,3 0
Total 100 100 100
Plancton
MORFOESPECIE A (%) AC (%) C (%) NA (%)
Copepoda 1,3 8,4 0 71
Rhizopoda 5,0 6,1 25,9 7.1
Bacillaryophiceae 32,7 0 0 0
Branchipoda 0 2,3 0 0
Chlorophyceae 3,8 0,0 14,8 0
Cyanophyceae 54,1 64,9 40,7 64,3
Rotifera 3,1 18,3 18,5 21,4
TOTAL 100 100 100 100

A, exclusivamente con larvas de Ae. albopictus; AC, larvas de Ae. albopictus y larvas de Chironominae sp. y Culex
quinquefasciatus o Limatus durhamii; C, larvas de Chironominae sp.y Cx. quinquefasciatus o Li. durhamii;y NA, exhuvias de

pupas o larvas de culicidos diferentes a Ae. albopictus.

Cuadro 3. indices de diversidad por clases de criaderos a
partir de las abundancias relativas de macroinvertebrados.

Tipo de criadero A AC C
Rigueza de especies (S) 9 17 8
Uniformidad (equitivity) (E) 0,53 0,61 0,34
Indice de Simpson (DSp) 0,38 0,28 0,70
Indice de Shannon (H’) 1,17 1,72 0,71

A, exclusivamente con larvas de Ae. albopictus; AC,
larvas de Ae. albopictus y larvas de Chironominae sp. y
Culex quinquefasciatus o Limatus durhamii; C, larvas de
Chironominae sp. y Cx. quinquefasciatus o Li. durhamii; y
NA, exhuvias de pupas o larvas de culicidos diferentes a
Ae. albopictus.

encontraron correlaciones significativas con las
poblaciones de otras larvas de Chironominae
sp. (p =-0,165, a =0,05), Cx. quinquefasciatus (p
=0,093,0=0,05)y Li. durhamii(p=-0,016,a=0,05)
(figura 2a). Los criaderos AC se relacionaron
mas con depdsitos de alta diversidad y riqueza
de especies que los criaderos C, en los que
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habian moluscos y colémbolos en los margenes
del criadero como raspadores y recolectores
(figura 2b).

Loscriaderos C presentaron los valores mas altos
de dominancia, por la presencia de poblaciones
de Chironominae sp. (cuadro 3), pero no hubo
una composicion de macroinvertebrados que
definieraestaclase de criaderos,comolorevelael
valor de uniformidad (equitivity). El dendrograma
de clasificacion en la figura 2b muestra las
agrupaciones existentes entre los criaderos con
larvas de Ae. albopictus y el componente de
macroinvertebrados. Asimismo, los criaderos NA
que no presentaron macroinvertebrados estan
mas relacionados con los criaderos C.

Plancton

Entre los organismos registrados en los criaderos
con Ae. albopictus, se encontraron correlaciones
significativas con bacilaroficeas (p =0,.888,
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Figura 2. (a) Analisis de componentes principales a partir de
la composicion de macroinvertebrados presentes por clases
de criaderos (el 99,1 % de la variacion es explicada en los dos
primeros componentes). (b) Dendrograma de clasificacién a
partir de la composicion de macroinvertebrados presentes
por clases de criaderos.

A, exclusivamente con larvas de Ae. albopictus; AC,
larvas de Ae. albopictus y larvas de Chironominae sp. y
Culex quinquefasciatus o Limatus durhamii; C, larvas de
Chironominae sp. y Cx. quinquefasciatus o Li. durhamii; y
NA, exhuvias de pupas o larvas de culicidos diferentes a
Ae. albopictus.

Cuadro 4. indices de diversidad por clases de criaderos a
partir de las abundancias relativas del plancton.

Tipo de criadero A AC C NA
Rigueza de especies (S) 14 9 6 9

Uniformidad (equitivity) (E) 0,77 0,75 0,91 0,92
Indice de Simpson (DSp) 0,16 0,27 0,21 0,14

A, exclusivamente con larvas de Ae. albopictus; AC,
larvas de Ae. albopictus y larvas de Chironominae sp. y
Culex quinquefasciatus o Limatus durhamii; C, larvas de
Chironominae sp. y Cx. quinquefasciatus o Li. durhamii; y
NA, exhuvias de pupas o larvas de culicidos diferentes a
Ae. albopictus.
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a=0,06), cloroficeas (p =0,539, 0=0,05) y ciano-
ficeas (p =0,487, a=0,05). La presencia de
hojarasca en los criaderos AC aumenta la
disponibilidad de alimento e incrementa las
poblaciones de trozadores, filtradores, detriti-
voros y predadores, representados principal-
mente por poblaciones de rotiferos y copépodos.
En los criaderos NA se present6 la proporcion
mas alta de tecamebas (rizépodos), que son
indicadores de aguas muy eutroficas.

En el cuadro 2 se muestran las abundancias
relativas de plancton por clases de criaderos,
donde las cianoficeas fueron las més abundantes
en todos los criaderos. En el cuadro 4 se
muestran los valores de riqueza, uniformidad
(equitivity) y los indices de dominancia de
Simpson y de diversidad de Shannon-Wiener;
en los criaderos positivos para Ae. albopictus,
hay mayor riqueza de especies y menor indice
de uniformidad, caracteristicos de los criaderos
recién establecidos, en los que la cantidad de
individuosy la presencia de especies productoras
fue mayor. Debido a la competencia por espacio
y recursos, aumenta la tasa de extincién en el
habitat, en los criaderos AC y C. Los valores de
dominancia en todos los criaderos fueron bajos,
debido principalmente a que la mayoria de sus
componentes fueron productores.

Segun el andlisis de componentes principales,
los criaderos A se caracterizaron por presentar
abundancia en poblaciones de cianoficeas,
otros organismos productores y diatomeas
(bacillaroficeas), que no toleran niveles altos de
nutrientes, lo cual puede ser sustentado por los
bajos valores de conductividad registrados. Los
criaderos AC se relacionaron con poblaciones
de consumidores primarios y secundarios, como
son rotiferos, copépodos y claddceros (figura
3a). En el dendrograma de clasificacion se
observa la agrupacion de los criaderos C y NA,
separado de los criaderos AC vy, por ultimo, de
los criaderos A (figura 3b).

Discusion
Al igual que lo reportado por otros autores en
diferentes partes del mundo, los criaderos de

Ae. albopictus en Leticia se encontraron mas
frecuentemente en el peridomicilio (20), eran
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de tamafno mediano o pequefio, de plastico o
metal (21,22) y presentaban conductividad baja;
estos valores dan un indicio de que los criaderos
tienen una productividad y una diversidad
altas, debido a las altas concentraciones de
oxigeno disuelto y la baja toxicidad. Por otra
parte, aunque la turbidez promedio fue baja, se
registraron criaderos con valores mas altos a
los que se han reportado en otros estudios (23).
La mayoria estaban a la sombra o parcialmente
expuestos al sol (24), pero dos de ellos que
eran de clase AC tenian exposicion directa al
sol (25,26). Esta preferencia se puede explicar
porque, a pesar de que los huevos de Ae.
albopictus son resistentes a la desecacion,
es probable que en los criaderos pequefos y
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Figura 3. (a) Analisis de componentes principales a partir de
la composicién de plancton presente por clases de criaderos.
(b) Dendrograma de clasificacion a partir de la composicién
de plancton presente.

A, exclusivamente con larvas de Ae. albopictus; AC,
larvas de Ae. albopictus y larvas de Chironominae sp. y
Culex quinquefasciatus o Limatus durhamii; C, larvas de
Chironominae sp. y Cx. quinquefasciatus o Li. durhamii; y
NA, exhuvias de pupas o larvas de culicidos diferentes a
Ae. albopictus.
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metalicos la temperatura se incremente a niveles
que impidan la supervivencia y el desarrollo de
las larvas; ademas, la densidad aumenta al
disminuir el agua y, por ende, hay un incremento
en la competencia por recurso y una mayor
depredacion (27-29).

La supervivencia de las larvas se puede afectar
también por sustancias disueltas que se en-
cuentren en al agua lluvia, por metabolitos
toxicos de organismos en los depdsitos o por
algas presentes en el criadero (30-32), pero para
la supervivencia de Ae. albopictus en un criadero
el factor mas importante parece ser la ausencia
de competidores y depredadores. Por otro lado,
la presencia de oligoquetos (naididos) en las
criaderos A, es un indicador de la abundancia
y diversidad de especies productoras y la baja
presenciade consumidores,comodepredadores,
raspadores o recolectores, caracteristicos de
ambientes acuaticos mas complejos y con
mayor tiempo de establecimiento (31). En los
criaderos NA hubo una escasa abundancia de
consumidores, como rotiferos y copépodos, que
puede estar relacionada con la poca materia
en particulas, pero, se encontraron tecamebas
(rizopodos), las cuales pueden presentarse por
el aumento de bacterias.

Los parametros bidticos y abibticos hallados
muestran que las larvas de Ae. albopictus
colonizan aguas recién estancadas, donde la
competencia interespecifica no es alta y hay
suficiente disponibilidad de recurso. Amedida de
que los criaderos se vuelven eutroficos, lo cual
se refleja con la disminucién del oxigeno disuelto,
se establecen otras poblaciones de dipteros, lo
que origina los criaderos AC, y la abundancia
de larvas de Ae. albopictus disminuye. Esta
preferencia de colonizacién por aguas recién
estancadas es una ventaja potencial sobre las
poblaciones de otros culicidos que se instauren
posteriormente, porque pueden explotar los
recursos de alimento y no ser afectadas por la
contaminacion del medio (33,34).

Al excluir el volumen del criadero entre las
variables por correlacionar, los criaderos AC
y A se relacionaron mas estrechamente que
los criaderos C y NA. La separacion entre los
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criaderos C y NA puede deberse a que estos
tienen un mayor tiempo de establecimiento vy,
por tanto, mayor eutrofizacion.

Entonces, la posible sucesion de las poblaciones
presentes en los criaderos la podemos definir
asi: las poblaciones de Ae. albopictus colonizan
los depdsitos recién establecidos, este hecho
se correlaciona con los valores altos de indice
de infestacion de depoésitos en las épocas de
mayor pluviosidad (12); posteriormente, se
establecen quironémidos y otros culicidos, que
generan competencia por recursos, la presencia
de predadores o sustancias y plancton téxicos
en el criadero, las cuales posiblemente reducen
las poblaciones de Ae. albopictus hasta que
desaparecen.

Sin embargo, al analizar los criaderos por los
morfotipos presentes para determinar el nivel de
competencia, se encontré que, en presencia de
quironémidos, las poblaciones de Ae. albopictus
no se redujeron considerablemente, lo que
significa que el recurso por el que compiten
posiblemente no es el mismo, mientras que, en
presencia de larvas de otros culicidos, las de Ae.
albopictus no fueron abundantes, posiblemente
por competencia o por depredacién, ya que las
larvas de Li. durhami, especies de las familias
Veliidae y Gerridae y algunos copépodos se
han reportado como depredadores vy, las larvas
de é&caros, como pardsitos de Ae. albopictus
(35-38).

Uno de los modelos que se puede aplicar a
este tipo de habitats acuaticos con poblaciones
locales conectadas entre si por eventos de
migracion, es la “teoria de la dinamica de las
metapoblaciones”. Una metapoblacion, por lo
tanto, puede definirse como una “poblacién de
poblaciones”: un grupo de poblaciones locales
conectadas por migraciones, en las que los
principales procesos de poblacién involucrados
son las migraciones, las colonizaciones y las
extinciones (39).

En Leticia, las poblaciones locales se conectarian
a través de la dispersién de un pequefio nimero
de hembras migrantes que colonizan nuevos
habitats en depositos recién establecidos o se
juntan con poblaciones preexistentes. Ademas,

Criaderos de Aedes albopictus en Leticia, Amazonas

en este modelo la estructura espacial es
importante por la discontinuidad que existe entre
ellos, ya que diferentes grupos de individuos de
la misma especie pueden crecer en unidades de
habitat aisladas y, por lo tanto, las dinamicas de
poblacion son casi independientes. Entonces, la
persistencia de una metapoblacién, alargo plazo,
depende de la existencia de varias poblaciones
relativamente préximas, que garanticen el flujo
de individuos y la disponibilidad de habitats.
Sin embargo, para corroborar esta hipétesis se
necesitan nuevos estudios.
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Brote de rabia urbana transmitida por perros en el distrito
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Introduccion. En el distrito de Santa Marta ocurrié un brote de rabia urbana entre abril de 2006 y
enero de 2008, con cuatro casos fatales en humanos y 28 en perros.

Obijetivos. Describir el brote, las técnicas de diagnostico de laboratorio y las acciones de
control de foco empleadas. Medir el impacto de la vacunacién antirrdbica canina en términos
de seroconversion de anticuerpos neutralizantes. Discutir el significado epidemioldgico y las
implicaciones en salud publica.

Materiales y métodos. Los casos se diagnosticaron por inmunofluorescencia directa, prueba
biolégica en ratéon e inmunohistoquimica. La tipificacion viral se hizo por inmunofluorescencia
indirecta. Las acciones de control consistieron en un censo canino, vacunacién y tratamientos
antirrabicos a la poblacién expuesta, vacunacion canina y felina, y educacién comunitaria. La
seroconversion fue investigada por medio de la prueba ELISA de captura.

Resultados. La variante antigénica 1 se caracteriz6 en todos los casos. Se observé seropositividad
en 77% de los perros vacunados y proteccién seroldgica contra la rabia, en 47%. No se observaron
diferencias de la respuesta humoral entre sexos de los perros, pero si existieron diferencias de los
porcentajes de perros protegidos entre las comunas del distrito.

Conclusiones. Este brote de rabia ha sido el de mayor magnitud en una ciudad colombiana,
segun los datos oficiales. Fue causado por perros, lo cual reitera la amenaza que aun representa
la rabia urbana para la salud publica, a pesar de la existencia de vacunas eficientes.

El control del brote se logré 20 meses después del primer caso en perros y 14 meses después de
haberse iniciado la primera vacunacion masiva en animales. Es necesario implementar y mantener
acciones para el control de la rabia urbana y evitar su impacto en los humanos.

Palabras clave: rabia, virus de la rabia, Lyssavirus, zoonosis, vigilancia epidemioldgica, Colombia.
Outbreak of urban rabies transmitted by dogs in Santa Marta, northern Colombia.

Introduction. An urban rabies outbreak occurred in the District of Santa Marta between April 2006
and January 2008, which resulted in the deaths of 4 humans and 28 dogs.

Objectives. Three objectives were entertained—first, the diagnostic laboratory techniques
were described as well as the rabies control actions taken; second, the impact of anti-rabies
dog vaccination was assessed in terms of neutralizing antibody seroconversion; and third, the
epidemiological significance and public health implications of the outbreak were examined.
Materials and methods. Rabies diagnosis was achieved by direct immunofluorescence,
inoculation of mice and immunohistochemistry. Typing of the virus was achieved by indirect
immunofluorescence. Control activities included a dog population census, vaccination and
treatments for persons exposed to rabies, mass vaccination of dogs and cats, and initiation of a
community education program. Seroconversion was investigated by capture ELISA.

Results. Antigenic variant 1 was detected in all cases. Of vaccinated dogs, 77% were seropositive,
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and 47% were seroprotected against rabies. No differences were found in the humoral response
between dog gender; however significant differences in dog seroprotection were discovered

between localized comunities in Santa Marta.

Conclusions. The 2006-2008 urban rabies outbreak was the largest reported in a city in
Colombia. It was caused by rabid dogs, and demonstrated that these animals are still a threat for
human health despite the existence of efficient rabies vaccines. The control of the outbreak was
achieved 20 months after the first rabies case in dogs, and 14 months after the initiation of the first
mass vaccination of animals. The necessity of implementation and maintenance of rabies control
strategies is underlined for minimizing human risk.

Key words: rabies, rabies virus, Lyssavirus, zoonoses, epidemiologic surveillance, Colombia.

La rabia es una zoonosis causada por virus
neurotropicos del género Lyssavirus, familia
Rhabdoviridae, orden Mononegavirales (1). El
virién rabico contiene ARN de cadena sencilla
y sentido negativo no segmentado, y codifica
cinco proteinas estructurales (2,3).

La rabia es una enfermedad terminal, principal-
mente de animales; en humanos es un reflejo
del grado de contacto con animales infectados.
La infeccion con el virus rabico ocurre en dos
formas epidemioldgicas diferentes: a) la rabia
urbana, con el perro como principal reservorio
y transmisor de la enfermedad a los humanos, y
b) la rabia silvestre, con especies de los 6rdenes
Carnivora y Quiréptera como principales reser-
vorios y transmisores de la enfermedad, y
especies depredadoras como los felinos que
actian como transmisores, principalmente a
humanos. Eventualmente, puede ocurrir la
transmision de la rabia entre los dos ciclos
epidemioldgicos (4-11), lo que resalta el riesgo
que presenta para los humanos la enfermedad
en cualquier especie animal.

La rabia es endémica en sus dos formas
epidemioldgicas en la mayoria de paises latino-
americanos, incluida Colombia. Actualmente,
la transmision del virus de la rabia representa
una gran amenaza para la salud de la poblacién
colombiana. Durante el periodo 1992-2008, se
registraron en el pais 69 casos fatales de rabia en
humanos y 1.107 en perros (Datos sin publicar.
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Laboratorio de Rabia, Grupo de Virologia,
Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C.). El
95% de estos casos se concentraron en ftres
regiones del pais y el 5% restante se distribuyeron
como casos aislados en 15 departamentos de
diversas partes del pais (12-17).

Las tres regiones mencionadas son: en la
region central, el altiplano cundiboyacense
(departamentos de Boyaca y Cundinamarca),
en la region oriental, el departamento de Arauca
y, en la region Caribe, los departamentos de
Atlantico, Bolivar, Cesar, Cérdoba, Magdalena
y Sucre. La transmision del virus de la rabia
urbana en el altiplano cundiboyacense y en
Arauca se controlé con vacunacién (ultimo
caso confirmado en abril de 2007), mientras
que en la regién Caribe sigue siendo un grave
problema de salud publica, especificamente en
el departamento del Magdalena.

Desde abril de 2006 y con el Gltimo caso a finales
de enero de 2008, se confirmé la presentacion
de un brote de rabia urbana transmitida por
perros en el distrito de Santa Marta, Colombia,
con un registro de 4 humanos y 28 perros
muertos (figura 1) (cuadro 1), segln los datos
oficiales del Ministerio de la Protecciéon Social
de Colombia (18). En el presente articulo
se describe en detalle el brote, las técnicas
diagnosticas utilizadas, los procedimientos para
la tipificacion viral y las acciones realizadas de
control de foco.

Materiales y métodos

Descripcion sociocultural y geogréafica de las
zonas de riesgo

Se hicieron visitas e inspecciones a las zonas
en donde ocurrieron los casos fatales de rabia
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Figura 1. Ubicacion y dinamica de dispersion de los casos de rabia en el distrito de Santa Marta, Colombia, 2006-2008.
Mapas urbano (A) y rural (B) del distrito de Santa Marta, Colombia, donde se muestra la localizacién geografica de los casos
de rabia en humanos (puntos rojos) y perros (puntos azules). Los nimeros dentro de los circulos corresponden al nimero
de los casos segun el cuadro 1. Las areas encerradas y las flechas amarillas muestran la manera cémo se dispers6 la
transmision viral. Los nimeros romanos corresponden a las comunas del distrito.

en humanos y perros. Dichas visitas tuvieron dos  virus de la rabia y la toma de testimonios de
objetivos principales: primero, la investigacion amigos y familiares de las victimas humanas:
de campo y el estudio epidemiolégico por segundo, la caracterizacion y control del foco por
medio de la descripciéon de las zonas y de las  medio de la vacunacién de perros y humanos que
comunidades afectadas por la transmision del hubiesen tenido contacto con casos positivos, y
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Cuadro 1. Casos confirmados de rabia en perros y humanos en Santa Marta 2006-2008.

Caso Especie Fecha de Semana Método Variante
muerte epidemioldgica diagnéstico antigénica

1 Canina 17-04-06 16 IFD—-PB 1
2 Canina 15- 06-06 24 IFD — PB 1

3 Canina a(...) a(...) ®Nexo 3(...)
4 Canina 12-10-06 41 IFD — PB 1
5 Humana 07-11-06 45 IHQ 3(...)
6 Canina 16-11-06 46 IFD — PB 1
7 Canina 16-11-06 46 IFD — PB 1
8 Canina 17-11-06 46 IFD — PB 1
9 Canina 20-11-06 46 IFD — PB 1
10 Humana 25-11-06 47 IHQ—-IFD—-PB 1
11 Canina 02-12-06 48 IFD—-PB 1
12 Canina 04-12-06 49 IFD—-PB 1
13 Canina 08-12-06 49 IFD—-PB 1
14 Canina 10-12-06 50 IFD—-PB 1
15 Canina 11-12-06 50 IFD—-PB 1
16 Canina 30-12-06 52 IFD—-PB 1
17 Canina 12-01-07 2 IFD — PB 1
18 Humana 16-01-07 3 IHQ—IFD—PB 1
19 Canina 16-01-07 3 IFD — PB 1
20 Canina 23-01.07 4 IFD — PB 1
21 Humana 27-01-07 4 IHQ—-IFD—-PB 1
22 Canina 31-01-07 5 IFD—-PB 1
23 Canina 06-02-07 6 IFD—-PB 1
24 Canina 13-02-07 7 IFD — PB 1
25 Canina 13-02-07 7 IFD — PB 1
26 Canina 24-02-07 8 IFD — PB 1
27 Canina 07-03-07 10 IFD—-PB 1
28 Canina 03-05-07 18 IFD—-PB 1
29 Canina 22-05-07 21 IFD — PB 1
30 Canina 30-09-07 40 IFD—PB 1
31 Canina 27-10-07 43 IFD — PB 1
32 Canina 28-01-08 5 IFD - PB 1

a(...): no determinado.

5 Nexo: perro confirmado positivo por nexo epidemiolégico causante de las dos primeras victimas humanas.
IFD: inmunofluorescencia directa; PB: prueba biologica: IHQ: inmunohistoquimica

las estrategias de informacién y educacién a la
comunidad.

Descripcién de los casos de rabia en
humanos

La descripcion de los casos de rabia en
humanos se obtuvo mediante visita al lugar de
residencia de las personas infectadas y la toma
de los testimonios de familiares y vecinos. Para
la descripcién de cada caso se tuvo en cuenta la
edad, el sexo, la ubicacion anatémica y el grado
de la exposicion rabica, las fechas de inicio de
sintomas y la muerte. Ademas, en los hospitales
y centros de salud se obtuvo la informacién

de la sintomatologia e historia clinica de los
pacientes.

Diagnéstico y tipificacion antigénica del
virus de la rabia

El diagndstico de los casos probables de rabia
se llevo a cabo en los Laboratorios de Virologia
y Patologia del Instituto Nacional de Salud
en Bogota. Las técnicas utilizadas fueron las
de inmunofluorescencia directa (IFD) sobre
material encefélico fresco (19,20), en la cual los
anticuerpos policlonales antirrabicos marcados
con fluoresceina reconocen el antigeno viral
presente en dicho material y se produce una

427



Paez A, Rey G, Agudelo C, et al.

sefal visible al microscopio de fluorescencia.
Para el anterior procedimiento, se utiliz6 el
conjugado antirrabico Rabies DFA Reagent
(Light Diagnostics, Cat. N°® 5100), de acuerdo
con las especificaciones del fabricante.

Ademas, se emplearon las técnicas de histo-
patologia convencional e inmunohistoquimica,
utilizando avidina-biotina conjugada con peroxidasa
sobre material encefalicofijado enformolneutroal
10%; el anticuerpo primario policlonal se empled
con dilucién 1:160 (21). La prueba confirmatoria
se hizo por inoculacion intracerebral de la
suspension de cerebro en ratones de laboratorio
cepa ICR (Institute of Cancer Research) (22).

La tipificacion antigénica del virus se realiz6 por
inmunofluorescencia indirecta utilizando material
encefélico infectado con los virus rabicos de
cada caso, un panel de ocho anticuerpos
monoclonales producidos enratén de los Centers
for Disease Control and Prevention, en Atlanta,
Estados Unidos (23), y un anticuerpo secundario
IgG anti-ratén producido en cabra conjugado
con fluoresceina (Sigma 065H-8874). El patron
general de reactividad (reaccién positiva o
negativa) de los ocho anticuerpos monoclonales,

Biomédica 2009;29:424-36

en conjunto, arroja como resultado la variante
antigénica de los virus aislados en cada uno de
los casos.

Vacunacién en perros

La vacunacion se hizo casa a casa en todo el
distrito de Santa Marta, previo consentimiento
de los propietarios de los animales. El método
de vacunacién fue por inoculacion subcutédnea
en la parte alta del cuello de los animales. Se
utilizé la vacuna antirrdbica producida en la
linea celular VERO por la Empresa Colombiana
de Productos Veterinarias, S.A., lotes RAB165
y RAB167. Se realizaron jornadas masivas de
vacunacién entre noviembre de 2006 y febrero
de 2007, y, posteriormente, en octubre de 2007,
asi como programas continuos de vacunacion
dirigidos a inmunizar cachorros mayores de tres
meses de edad (figura 2).

Medicion del nivel de anticuerpos antirrabicos
neutralizantes en los perros vacunados

Después de haber pasado un periodo de entre
cuatro y seis meses después de la vacunacion
masiva de perros, se hizo la toma de sangre de
una muestra de 252 perros (147 machos y 105

14

12

2006
10

2008

——

Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic Ene Feb Mar

mmm Casos en perros = Casos en humanos —e— Vacunacién canina x 1000‘

Figura 2. Cronologia de casos de rabia en perros y humanos, y de la vacunacién canina en el distrito de Santa Marta,
Colombia, 2006-2008. Diagrama de barras que muestra cronolégicamente la secuencia de casos de rabia en perros y en
humanos, ademas del nimero de perros vacunados por mes en el distrito de Santa Marta, Colombia, 2006-2008 (marzo). El

total de perros seguiin censo de 2007 es de 25.925.
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hembras) con edades entre 1y 13 afios, que habian
sido vacunados en las 11 comunas de la ciudad.

El tamafo de la muestra se calculé segun la
formula de Wayne—Daniel, con lo cual se obtuvo
una poblacion a muestrear de 224 perros:

n=NxZ2xpx(1-p)
d2 (N-1) + Z2p (1-p)

donde, N es la poblacion total, 49.222; Z, el valor
correspondiente al nivel de confianza, 95%; d,
la precision absoluta, 3%, y p el porcentaje de
pérdida de muestras, 10%.

Para tomar la muestra se realizé puncién de
la vena cefalica y se extrajeron 5 a 7 ml de
sangre en tubos vacutainer. Las muestras se
centrifugaron por 15 minutos a 5.000g. Los
sueros se separaron y almacenaron a -20 grados
centigrados hasta el momento de la medicion del
nivel de anticuerpos antirrabicos neutralizantes,
lo cual se hizo por ELISA utilizando el estuche
Platelia Rabia (Bio-Rad, Cat N® 357-2200, Lote
CH-B:4E0181), siguiendo la metodologia vy
precauciones que recomienda el fabricante.

Vacunacién en humanos

Se realizaron tratamientos de vacunacién
antirrabica posterior a la exposicion en las
personas que habian sufrido agresiones por
animales, principalmente perros y gatos, al igual
que en las que estuvieron en contacto con los
humanos con diagnéstico positivo, tales como
familiares, amigos y personal médico, segun
el grado de exposicién. Dichos tratamientos
consistieron en cinco dosis intramusculares
en el musculo deltoides, acompanadas de la
aplicacion de suero antirrdbico, siguiendo las
recomendaciones del “Protocolo y guia de
atencion a pacientes agredidos” del Ministerio
de la Protecciéon Social de Colombia (24). La
vacuna antirrabica utilizada fue Verorab® (Sanofi
Pasteur), lote 21158-1- exp. 11/12/08.

Control de transmisores y reservorios

Se eliminaron los perros sin duefio que deambu-
laban por el distrito de Santa Marta y que repre-
sentaban una potencial amenaza para la salud
publica. El procedimiento de eliminacion consistié

Brote de rabia urbana, Santa Marta, 2006-2008

en la inoculacion de una dosis de fenilhidantoina
y pentobarbital sédico en la vena safena. El
numero de perros eliminados entre 2006 y 2007
por mes, se muestra en el cuadro 2.

Educacioén de la comunidad

Se llevaron a cabo reuniones del Comité Depar-
tamental y Distrital de Zoonosis y de los Comités
de Vigilancia Epidemioldgica, para establecer
compromisos y actividades. Se hizo capacitacion
y actualizacion en rabia del recurso humano
involucrado en la prestacion de servicios
de salud, como médicos y enfermeras, en
instituciones prestadoras de salud del distrito. Se
sostuvieron reuniones con lideres comunitarios
y capacitaciones de promocion, prevencion
y control de la rabia de los Comités de
Participaciény Vigilancia Comunitarias, asi como
de estudiantes en instituciones de educacion
secundaria y de medicina y enfermeria de los
establecimientos de educacién superior de Santa
Marta. Se difundié a la comunidad informacién
sobre la rabia, mediante comunicados de
prensa, programas radiales y elaboracién de
volantes plegables.

Analisis estadistico de la informaciéon

Se cre6 una base de datos en Office Excel XP,
para llevar el registro del proceso de vacunacion
de cada paciente en tiempo real. Los datos se
analizaron con el programa SPSS, version 13,0,
con andlisis de diferencia de medias y regresion
logistica, utilizando pruebas post hoc-Scheffé
(25), Kolmogorov-Smirnov (26,27) y U de Mann-
Whitney (28).

Resultados

Descripcion sociocultural y geografica de las
zonas de riesgo

El distrito de Santa Marta esta ubicado en la
costa norte de Colombia; posee una poblacion
de 483.000 habitantes, aproximadamente, y
se encuentra dividido en 11 comunas, 8 de las
cuales son urbanas (comunas 1 a 8) y 3 son
rurales (comunas 9 a 11). El distrito es la ciudad
capital del departamento de Magdalena.

Los casos de rabia en perros y humanos
ocurrieron en todas las comunas urbanas.
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Aungue existen diferencias sociodemograficas y
culturales significativas dentro de cadaunade las
mencionadas comunas y entre éstas, se destaca
el hecho de que la mayoria de los casos de rabia
se presentaron en las zonas mas deprimidas,
las cuales se caracterizan por deficiencias en
la prestacién de servicios publicos, ausencia
de alcantarillado y de sistemas adecuados
de disposicion y recoleccién de basuras, vias

Biomédica 2009;29:424-36

publicas sin pavimentar, alta densidad de pobla-
cion canina, inadecuada tenencia de mascotas,
hacinamiento humano, analfabetismo y bajo
nivel de vida de los pobladores.

El brote objeto de estudio en el presente
articulo tuvo sus primeros casos en perros y en
humanos en el barrio Once de Noviembre de la
comuna 6 (figura 1). Esta zona es una de las

Cuadro 2. Vacunacion antirrabica canina y felina, y eliminacion de caninos en el distrito de Santa Marta 2005-2008 (enero).

Fecha Perros (%) Cobertura Perros Gatos (%) Cobertura
vacunados vacunacion eliminados vacunados vacunacion
canina anual felina anual

Enero 159 a(...) 0 1 a(...)
Febrero 191 a(...) 2 17 a(...)
Marzo 139 3(...) 3 12 a(...)
Abril 1 3(...) 0 0 3(...)
Mayo 26 3(...) 1 2 a(...)
Junio 54 a(...) 1 6 a(...)
Julio 489 3(...) 0 68 3(...)
Agosto 92 a(...) 0 14 a(...)
Septiembre 118 3(...) 2 24 a(...)
Octubre 210 3(...) 0 38 3(...)
Noviembre 5.412 a(...) 2 1.076 a(...)
Diciembre 0 a(...) 0 1.673 a(...)
Total, 2005 6.891 26,6 1 2.931 50
Enero 10 a(...) 2 3 a(...)
Febrero 54 a(...) 3 4 a(...)
Marzo 89 3(...) 4 10 a(...)
Abril 416 3(...) 4 38 3(...)
Mayo 91 a(...) 2 12 a(...)
Junio 1.156 3(...) 6 195 3(...)
Julio 1.137 3(...) 4 93 3(...)
Agosto 74 a(...) 6 6 a(...)
Septiembre 12 a(...) 6 2 a(...)
Octubre 182 3(...) 10 21 a(...)
Noviembre 5.555 3(...) 48 1.133 3(...)
Diciembre 9972 3(...) 33 1.928 3(...)
Total, 2006 18.748 72,3 128 3.445 58.7
Enero 4.146 a(...) 22 810 a(...)
Febrero 6.817 a(...) 13 1.283 a(...)
Marzo 541 a(...) 18 102 a(...)
Abril 236 3(...) 10 36 3(...)
Mayo 477 3(...) 12 104 a(...)
Junio 360 3(...) 0 75 3(...)
Julio 127 3(...) 3 47 a(...)
Agosto 440 a(...) 2 100 a(...)
Septiembre 258 a(...) 5 72 a(...)
Octubre 20.083 3(...) 4 3081 3(...)
Noviembre 3.764 a(...) 11 909 a(...)
Total, 2007 37.249 100 100 6.619 100
Enero 2008 459 3(...) 0 94 a(...)

a(...): no determinado.
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mas deprimidas del distrito de Santa Marta, con
las caracteristicas mencionadas anteriormente,
y un gran porcentaje de sus pobladores son
desplazados por la violencia de otras partes del
departamento.

Descripcién de los casos de rabia humana

Con el propésito de facilitar el seguimiento de
los casos, se les asignd un numero de acuerdo
con el orden cronoldgico en que fueron captados
por el sistema de vigilancia. Los casos de rabia
humana correspondieron a los numeros 5, 10,
18 y 21 (cuadro 1).

Caso 5. Era un paciente de 29 afios de edad, de
sexo masculino, con inicio de los sintomas el 26
de octubre de 2006 y reporte de haber sufrido
una agresion en el labio superior por una perra
de raza dalmata el 26 de septiembre del mismo
ano.

Los sintomas se iniciaron con dolor de garganta,
inapetencia, malestar general, fiebre y ansiedad.
Posteriormente, present6é agresividad e intento
de suicidioy, por ultimo, paralisis de los miembros
inferiores, salivacion y eyaculacion espontanea.
El paciente falleci6 el 5 de noviembre de 2006.

Caso 10. Era un paciente de 14 afnos de edad,
de sexo masculino, con inicio de los sintomas
el 20 de noviembre de 2006 y reporte de haber
sufrido una escoriacién en el pie izquierdo
al patear a una perra de raza dalmata en el
hocico, aproximadamente, dos meses antes. Se
establecio que la perra involucrada en los casos
5y 10 fue la misma.

Los sintomas se iniciaron con calambres y dolor
enla piernaizquierda, fiebre, escalofrios, cefalea
y ansiedad, seguidos de sialorrea, hidrofobia,
aerofobia y dificultad respiratoria. Finalmente,
presentd mirada extraviada, sed, rigidez de
nuca, contracturas musculares ocasionales
involuntarias, fascies de terror con apertura
ocular extrema, midriasis bilateral y paralisis de
las cuatro extremidades. El paciente fallecio el
25 de noviembre de 2006.

Caso 18. Era un paciente de 20 afnos de edad,
de sexo masculino, con inicio de los sintomas el
5 de enero de 2007 y reporte de haber sufrido
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una agresion leve en el brazo derecho por un
perro callejero, aproximadamente, tres meses
antes.

Los sintomas se iniciaron con dolor abdominal
de moderada intensidad, vomito y diarrea.
Posteriormente, presentd pardlisis total de las
cuatro extremidades y convulsiones. El paciente
falleci6 el 16 de enero de 2007.

Caso 21. Era un paciente de 3 afios de edad, de
sexo masculino, con inicio de los sintomas el 13
de enero de 2007 y con reporte de haber sido
agredido por un perro callejero, el cual le caus6
una herida leve en un brazo, aproximadamente,
dos meses antes.

Los sintomas se iniciaron con dificultad para
sostenerse en las piernas. Posteriormente,
presentd fiebre, convulsiones y agresividad, y
finalmente, paralisis de las cuatro extremidades
y coma. El paciente fallecié el 27 de enero de
2007.

Diagnéstico y tipificacion antigénica del
virus

Se confirmd post mértem la infeccién por virus
de larabia en 27 perros, en los cuales se detecto
antigeno rébico IFD entejido encefalico. Ademas,
se confirmd el caso 3 de rabia en perro por nexo
epidemiolégico (la perra dalmata que ocasioné
las dos primeras muertes humanas, casos 5 y
10), para un total de 28 casos confirmados de
rabia en perros en el presente estudio.

De igual manera, se confirm6 infeccién por virus
de la rabia en cuatro personas, en quienes se
detectd antigeno rabico en tejido encefalico por
técnicas de inmunohistoquimica e histopato-
logia, en los casos 5, 10, 18 y 21, e IFD y
prueba biolégica por inoculacién en ratones de
laboratorio, en los casos 10, 18 y 21 (cuadro 1).

Los cerebros de los casos humanos estudiados
por histopatologia e inmunohistoquimica mos-
traban macroscopicamente un importante grado de
edema y de congestion, correspondiente a ence-
falitis de predominio diencefalomesencefalico.
El componente inflamatorio fue particularmente
importante hacia la region hipotalamica, principal-
mente, en la franja vecina a la cubierta del
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epéndimo del tercer ventriculo y en cortes de la
parte superior del mesencéfalo, con presencia
de micronddulos gliales tipo Babes, fenémenos
de satelitosis y neuronofagia. Los corpusculos
de Negri fueron muy abundantes en todos los
niveles y, particularmente, en el I6bulo temporal
en el asta de Ammon y el cerebelo. Se observo
antigeno viral rabico en notoria proporcién en
todo el encéfalo. El caso 5 humano presento
moderada hernia simétrica tanto del uncus
del hipocampo, como de las amigdalas del
cerebelo, e internamente, los ndcleos centrales
no mostraron alteraciones morfolégicas como
tampoco en los cortes del tallo cerebral. Se
aisldé la variante antigénica 1, tipica de rabia
transmitida por perros, como la Unica variante
presente en el material encefélico de los casos de
rabia en 27 perros y 3 humanos. No fue posible
aislar los virus del caso humano 5, debido a que
el tejido encefalico fue conservado en formol, lo
cual imposibilité el procedimiento.

Vacunacién de perros y gatos

Los datos de la vacunacion y coberturas de
vacunacién en perros y gatos, asi como los de
eliminacion de perros en el distrito de Santa
Marta en el periodo 2005-2008 (enero), se
muestran en el cuadro 2. Las coberturas de la
vacunacién en perros y gatos corresponden al
porcentaje de animales que fueron vacunados
en cada mes y afo, teniendo como el 100% al
numero total de animales segun el censo 2007,
con el cual se estimaron las poblaciones caninas
y felinas del distrito de Santa Marta en 25.925 y
5.871, respectivamente.

En 2005, el nimero de perros y gatos vacunados
fue de 6.891 y 2.931, correspondientes a
coberturas anuales de vacunacion de 26,6% vy
50%, respectivamente. Entre enero y abril de
2006 (antes del registro del primer caso de rabia
canina), se vacunaron 569 perros y 55 gatos que
corresponden a coberturas de vacunacion de
2,2% vy 0,4%, respectivamente. Los programas
de vacunacién masiva de perros y gatos
tuvieron lugar en noviembre de 2006 y febrero
de 2007, con 26.490 dosis aplicadas a perros
y 5.154 aplicadas a gatos, que corresponden
a coberturas de vacunaciéon superiores al
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100% en perros y 88% en gatos. Una segunda
campafa de vacunacién masiva tuvo lugar en
octubre y noviembre de 2007, con 23.847 dosis
aplicadas a perros y 3.990 aplicadas a gatos, que
correspondentes a coberturas de vacunacion de
92% en perros y 68% en gatos.

Medicion del nivel de anticuerpos antirrabicos
neutralizantes en los perros vacunados

Se comprob6 seropositividad en 77% de
los perros de la muestra. Sin embargo, s6lo
se detectd seroconversibn de anticuerpos
neutralizantes contra la rabia superior o igual
a 0,5 Ul/ml en suero (tomado como indicativo
de una adecuada respuesta humoral a la
vacunacién y de proteccion serolégica contra
la enfermedad) en 47%. La distribucion de los
valores de concentracion de los anticuerpos
antirrdbicos no se ajusté a una curva normal
segun la prueba Kolmogorov-Smirnov; por lo
tanto, en el anadlisis estadistico se utilizaron
pruebas no paramétricas (prueba U de Mann-
Whitney y prueba post hoc-Scheffé) para
determinar diferencias de las medianas entre las
agrupaciones de perros por sexo y comuna.

Al agrupar los perros seropositivos de la muestra
por rangos de concentracién de anticuerpos
antirrdbicos neutralizantes, se obtuvo que el
mayor porcentaje de perros (29%) estuvo entre
0,1 y 0,49 Ul/ml, seguido del 17% entre 0,5y
0,99 Ul/ml, 14% entre 1,0y 1,99, 5% entre 2,0 y
2,99 Ul/mly 1% entre 3,0 y 3,99 Ul/ml. EI 53% de
las hembras presentaron proteccion serolégica,
mientras que este indicador en machos fue de
43%.

Por regresién logistica, esta diferencia no fue
significativa (p=0,112), como tampoco lo fueron
las diferencias de las medianas de los valores
de anticuerpos antirrdbicos entre machos (0,42
Ul/ml) y hembras (0,53 Ul/ml) (p=0,134-prueba
U de Mann-Whitney), ni entre las comunas del
distrito (p=0,938, prueba post hoc-Scheffé). Por
regresion logistica, se determinaron diferencias
significativas entre los porcentajes de perros
con proteccion seroldgica entre las comunas del
distrito (p=0,003) (figura 3). Asi, las comunas 1y
2 presentaron los porcentajes de proteccion mas
bajos, 27% y 29% respectivamente, mientras
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que las comunas 9 y 10 presentaron los mas
altos, 70% y 80% respectivamente.

Discusion

Se describe el brote de rabia urbana de mayor
magnitud reportado en ciudades de Colombia,
segun los datos oficiales del Ministerio de la
Proteccion Social de Colombia, y las acciones de
control de foco utilizadas. Cuatro humanos y 28
perros fueron confirmados como positivos para
rabia, para los cuales Unicamente la variante
antigénica 1 fue aislada, lo cual indica que los
virus transmitidos tuvieron origen canino.

Estudios previos han demostrado la transmisién
en Colombia de las variantes antigénicas 1 de
perro, 3 y 5 de murciélagos hematoéfagos, 4 de
murciélagos insectivoros, 8 de zorro y, ademas,
variantes antigénicas no clasificadas que son
transmitidas por murciélagos insectivoros (17).
En el Magdalena, la variante antigénica 1 ha
sido aislada exclusivamente de perros y zorros,
y la variante antigénica 3, en gatos y bovinos,
lo que demuestra nuevamente el fendmeno de
independencia en la transmision de la rabia
entre especies domésticas cercanas entre si,
como son los gatos y los perros, que se ha
observado en Colombia y el resto de paises en
Latinoamérica.

De hecho, durante el periodo que durd el brote
descrito en este articulo, ningun gato del distrito
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Figura 3. Porcentaje de proteccion serolégica contra la
rabia por comunas en el distrito de Santa Marta, Colombia,
2007. Diagrama de barras que muestra los porcentajes de
proteccion seroldgica contra la rabia como resultado de las
campafas de vacunaciéon canina en las 11 comunas del
distrito de Santa Marta, Colombia 2007. Las diferencias son
estadisticamente significativas (p=0,003 segun la prueba de
regresion logistica).
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de Santa Marta resulté contagiado con rabia. El
brote descrito en este estudio tuvo sus primeros
casos en la comuna 6, ubicada en el nororiente
del distrito de Santa Marta; posteriormente, la
transmision del virus tuvo lugar en las comunas 3
y 4, ubicadas hacia el noroccidente. Finalmente,
la transmision del virus se trasladé con direcciéon
sur alas comunas 1, 7 y 8, ubicadas en el centro
y sur del distrito, respectivamente, y hacia las
comunas 10 y 11, ubicadas en éareas rurales
(figura 1).

El ndmero real de casos de rabia ocurridos
durante el brote se desconoce. Posiblemente
existieron casos de rabia, especialmente en
perros, que no fueron diagnosticados debido
a que no fueron detectados por el sistema de
vigilancia epidemiolégica local. Esta hipétesis
se apoya en el hecho de que, durante el brote,
existieron silencios epidemiolégicos de hasta
cinco meses (figura 2), en los cuales, a pesar de
existir transmisién del virus rabico, ningun perro
fue diagnosticado como positivo para infeccién
rabica. Lo anterior resalta la fundamental
importancia que tiene el mantener una vigilancia
activa y solida, que cubra todos los sectores en
la ciudad, con un minimo de perros muestreados
que corresponda al 0,1% del total de la poblacién
canina censada (29), con el fin de ofrecer cifras
ajustadas a la realidad en cuanto a la casuistica
y caracterizacion de la verdadera magnitud de
un brote.

El estudio del material encefélico de los cuatro
casos humanos revel6 que la localizacion
anatomica de las lesiones en el cerebro,
especialmente el compromiso inflamatorio del
hipotalamo, explican algunas manifestaciones
neuropsiquiatricas observadas en casos de rabia
humana furiosa. En contraste, la rabia humana
con paresia o paralitica, la cual es transmitida
por murciélagos hematéfagos, produce lesiones
que se ubican predominantemente en las
areas motoras del tallo cerebral y del segmento
medular C1 (30).

En ninguno de los casos humanos del presente
estudio, se observé correlacion clara entre el
lugar anatomico de inoculacién del virus rabico
y el periodo de incubacion de la enfermedad.
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Como respuesta a la vacunacion, se observé una
respuesta inmune humoral antirrdbica en 77% de
los perros de la muestra estudiada. Unicamente
47% de los perros estudiados presentaron
proteccién serolégica contra la rabia, definida por
concentraciones de anticuerpos neutralizantes
en suero iguales o superiores a 0,5 Ul/ml.

Este porcentaje, aunque bajo, podria correspon-
der alo esperado en condiciones de campo, si se
tienen en cuenta algunos factores moduladores
de la respuesta inmune humoral en los perros,
como: a) que la poblacién habria recibido la
primera dosis de vacuna antirrabica sin haber
sido vacunada anteriormente; b) desnutricion
y presencia de ectoparasitos y endoparasitos;
c) fallas técnicas generadas por entrenamiento
insuficiente del personal encargado de la
vacunacion; d) rompimiento de la cadena de frio
de los bioldgicos, y e) falta de mantenimiento en
la vacunacion sistematica.

Se ha reportado proteccion serologica contra
la rabia, producto de campafas masivas de
vacunacién canina, en Brasil, Perl, Espana,
Tanez y Japdn, y se encontraron entre 34% y
77% de perros protegidos (con concentracion
de anticuerpos neutralizantes de 0,5 Ul/ml y
superiores) (31-34). Existe un solo reporte de
proteccién seroldgica contra la rabia en casi
la totalidad (97%) de los perros vacunados
después de una campafia (35).

En el presente estudio no se observaron
tendenciasdelarespuestainmune humoraldelos
perros asociada al sexo, pero si se encontraron
diferencias estadisticamente significativas aso-
ciadas a las comunas del distrito. Al respecto, las
comunas 1y 2 presentaron los porcentajes mas
bajos de proteccion, 27% y 28%, respectivamente,
mientras que las comunas 9 y 10 presentaron
los porcentajes méas altos de proteccion, 70%
y 80%, respectivamente; se desconocen las
causas de estas diferencias (figura 3).

En este articulo se muestra el riesgo que puede
llegar a tener la reduccion o suspension de las
campafias de vacunacién antirrdbica sobre
la salud publica, principalmente en grandes
ciudades, lo anterior teniendo en cuenta que
en el 2005, antes de la iniciacién del brote, la
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cobertura de vacunacién en el distrito de Santa
Marta fue de sélo 26,6%. Este porcentaje de
cobertura de vacunacién no resultd atil para
prevenir la transmision del virus de la rabia
entre los perros del distrito, y mas aun cuando el
distrito de Santa Marta presentaba el riesgo de
introduccién el virus de la rabia transmitida por
perros, considerando que por mas de unadécada
el departamento del Magdalena ha presentado
casos de rabia, con altas tasas de transmision
en los municipios de Ciénaga, Pivijay, la Zona
Bananera, Fundacién, y Aracataca. En el periodo
2000-2006, estos municipios presentaron 15,
17, 16, 10 y 6 casos confirmados de rabia en
perros, todos con la variante antigénica 1 tipica
de la rabia de origen canino (no se presentan los
datos en este estudio. Laboratorio de Virologia,
Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C.). El
departamento de Magdalena ha sido el unico
departamento de Colombia con circulacién de
virus rabico transmitido por perros durante los
ultimos 10 afos.

Por todo lo anterior, se especula que el brote de
rabia en el distrito de Santa Marta pudo haberse
iniciado por importacién del virus desde algin
municipio vecino, 0 por contacto entre perros
y zorros infectados con rabia que habitan en
cercanias de la Sierra Nevada, hip6tesis que es
apoyada por los datos de tipificacion viral (11).

Nuestro estudio resalta la gran importancia que
tiene el mantener adecuadas coberturas de
vacunacioén, que alcancen como minimo al 80%
de los perros, afo tras afio, aun cuando existan
silencios epidemiolégicos prolongados, como
en el caso del distrito de Santa Marta que fue
superior a los 20 afos; el Ultimo caso de rabia
canina en el distrito fue confirmado en 1985.

Los datos de nuestro trabajo muestran, ademas, el
impacto que tienen las campafas de vacunacion
y revacunacion intensivas sobre la reduccion en
el nUmero de casos de un brote de rabia urbana,
como el reportado en el presente trabajo. A este
respecto, nuestros datos indican que, a pesar de
haber iniciado intensas campanas de vacunaciéon
y revacunacion canina simultdneas a la
presentacion de la fase aguda del brote (figura 2),
su control definitivo se logré, aproximadamente,
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20 meses después de reportado el inicio del
brote, y 14 meses después de haberse iniciado
las campafas masivas de vacunacién. Esto da
una idea del periodo tan prolongado en que la
poblacion humana permanecioé en riesgo y de
la complejidad que presenta la eliminaciéon de
un brote de rabia en una ciudad, aun cuando el
transmisor sea exclusivamente el perro.

De lo anterior se concluye la fundamental impor-
tancia que tiene el iniciar oportunamente las
intensas campanas de vacunacion, en el
momento en que ocurre el primer caso de rabia
canina, principalmente en un asentamiento
urbano en donde perros y humanos se encuen-
tran en permanente contacto. En este sentido, es
importante mejorar la capacidad y oportunidad
de reaccion de los organismos de salud en
Colombia en respuesta ante un caso de rabia en
las ciudades y municipios.

Dados varios factores, como el que la transmisién
del virus de la rabia puede no haber sido
interrumpida totalmente en el distrito de Santa
Marta en la actualidad y que la cercania de
zorros rabiosos de la Sierra Nevada de Santa
Marta favorece un permanente contacto entre
éstos y los perros del distrito, ademas de que
el porcentaje de proteccion seroldgica contra la
rabia se encontr6 inferior al 50% en la poblacién
canina en este estudio, se hace obligatorio
mantener campafias anuales de revacunacion
y hacer mantenimiento continuo de vacunacion
de cachorros; esto con el fin de incrementar el
porcentaje de perros protegidos y reducir el de
perros susceptibles, como se ha observado en
anteriores estudios (36) y asi lograr el control
total del brote de rabia urbana. Hacia el futuro, las
mencionadas campafas anuales de vacunacion
y revacunacion tendran que continuar llevandose
a cabo mientras la rabia transmitida por perros
permanezca endémica en el departamento de
Magdalena.
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ARTICULO ORIGINAL

Supervivencia de pacientes con cancer de cuello uterino
tratadas en el Instituto Nacional de Cancerologia

Constanza Pardo’, Ricardo Cendales?
' Grupo de Vigilancia Epidemiolégica del Cancer, Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota, D.C.,
Colombia.
2 Grupo de Radioterapia Oncolégica, Instituto Nacional de Cancerologia, Bogota, D.C., Colombia.

Introduccion. El cancer de cuello uterino es el de mayor incidencia y la primera causa de
mortalidad en las mujeres colombianas. Cerca de 10% de todos los casos del pais son tratados
en el Instituto Nacional de Cancerologia. Se requiere evaluar la experiencia institucional.
Obijetivo. Describir la supervivencia global a cinco afios de las pacientes con cancer de cuello
uterino tratadas en el Instituto Nacional de Cancerologia durante el 2000.

Materiales y métodos. Andlisis de supervivencia que incluy6 todas las pacientes con cancer
de cuello uterino que fueron tratadas en el Instituto Nacional de Cancerologia en el 2000. Se
emplearon frecuencias y medidas de tendencia central y de dispersion, para resumir las variables
categoricas y numéricas, respectivamente. El andlisis de supervivencia se realizé mediante el
método de Kaplan-Meier y la regresion de Cox.

Resultados. Se trataron 651 pacientes en el 2000. Entre las 455 pacientes elegibles, 303 (66%)
estaban vivas al finalizar el periodo. El tiempo medio de seguimiento para las pacientes que no
murieron fue de 3,69 afios, con una desviacién estandar de 2,58 afios. La probabilidad acumulada
de supervivencia global a 5 afios fue de 58,8% y el tiempo medio de supervivencia fue de 4,53
afos. La Unica variable que afectd significativamente la funcién de supervivencia en el analisis
multivariado de Cox fue el estadio clinico al momento del diagndstico.

Conclusiones. Los resultados de supervivencia global son similares a los reportados en
la literatura. Se recomienda desarrollar estudios en cohortes mas grandes para aumentar la
potencia del estudio e identificar otros factores de prondstico.

Palabras clave: analisis de supervivencia, neoplasias del cuello uterino, registros de mortalidad,
mortalidad hospitalaria, vigilancia epidemiolégica, Colombia.

Survival analysis of cervical cancer patients

Introduction. Uterine cervical cancer is the first cause of incidence and mortality in Colombian
women. Nearly 10% of all the cases in the country are treated at the Instituto Nacional de
Cancerologia. Evaluation of the institutional success rates is suggested.

Objective. Patient survival over a 5 year period was summarized for those admitted for treatment
of cervical cancer at the Institute in the year 2000.

Materials and methods. All patients with cervical cancer at the Institute in 2000 were included
in the survival analysis. Frequencies, central tendencies and dispersion measures were used to
describe categorical and numerical variables. Survival analysis was performed by using Kaplan
Meier and the multivariate Cox regression model.

Results. During the study period, 651 patients with cervical cancer were treated. Among the
455 eligible patients, 303 (66%) were alive at the end of the study period. Mean survival time for
patients who did not die was 3.69 years, with a standard deviation of 2.58 years. Cumulated five
year overall survival probability was 58.8% and mean survival was 4.53 years. The only variable
that significantly affected the survival function was the clinical stage at the time of the diagnosis.
Conclusions. Overall survival results are similar to those described in other international
institutions. If larger cohort studies were used, the power of the study can be increased in order
to identify other factors associated with the prognosis.

Key words: survival analysis, uterine cervical neoplasms, mortality registries, hospital mortality,
epidemiologic surveillance, Colombia.
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El cancer de cuello uterino pasé del segundo
al primer lugar en incidencia (36,4 por 100.000
habitantes) y en mortalidad (18,2 por 100.000
habitantes) por céncer entre las mujeres
colombianas en 2002. Para Suramérica, las
tasas de incidencia y mortalidad para el mismo
afofueronde 19,1y 12,9 por 100.000 habitantes,
respectivamente (1). Durante el periodo de
1995 a 1999, fue la primera causa de muerte
relacionada con la salud sexual y procreativa
de la mujer en Colombia. La tendencia de la
mortalidad para el cancer de cuello uterino en
los ultimos quince afios se ha mantenido sin
variacién en Colombia, a pesar de que en 1991
se cred el programa nacional para su deteccion
precoz (2) y que, dentro del Sistema General de
Seguridad Social, las actividades para el control
de esta enfermedad han sido una prioridad en
salud publica (3,4).

La supervivencia libre de enfermedad y de
recaida local y regional entre pacientes con
cancer de cuello uterino, esta determinada
principalmente por el estadio clinicoy lapresencia
de compromiso ganglionar, aunque la invasién
del estromay la presencia de invasién vascular o
linfatica son también factores de prondstico para
pacientes con tumores en estadios tempranos
(5). Otros factores de pronéstico menos impor-
tantes son el tipo histolégico y el grado de
diferenciacion. La edad, el nivel socioeconémico,
la raza y los niveles de hemoglobina pierden su
efecto al incluir los demas factores en modelos
multivariados, por lo que su papel como factores
de pronéstico no esta plenamente establecido (6).

La supervivencia en cancer de cuello uterino
ha mostrado variaciones importantes entre los
paises desarrollados y los paises en desarrollo,
debido a que en estos ultimos los programas
de tamizacién son ineficaces, lo cual se

Correspondencia:

Constanza Pardo, Grupo de Vigilancia Epidemioldgica del
Cancer, Instituto Nacional de Cancerologia, Calle 1 N° 9-85,
Bogota, D.C., Colombia.

Teléfono: (571) 334 1177, 334 1111, extensién 4108; fax:
(571) 334 1353
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relaciona con los altos costos operativos que
implica la infraestructura, el recurso humano,
el tratamiento y el seguimiento de las mujeres
con anormalidades citolégicas (7); por lo tanto,
en los paises en desarrollo los canceres de
cuello uterino suelen diagnosticarse en estadios
avanzados.

En el Instituto Nacional de Cancerologia, el
cancer de cuello uterino es la primera causa
de consulta por morbilidad, con un promedio
de 713 casos por ano; la edad media es de
46,5 afios y el 98% de los casos se diagnostica
por histopatologia. En 2004, de los 739 casos
hospitalizados por cancer de cuello uterino, el
22% era in situ'y el 34,6% fue diagnosticado en
estadios | y Il (8).

El Instituto Nacional de Cancerologia es un
centro de referencia del orden nacional y cuenta
con un registro institucional de cancer que
permite identificar de manera simple y eficiente
los pacientes nuevos; también, cuenta con un
sistema de registro de mortalidad institucional.
Los registros de base hospitalaria recopilan
informacién sobre todos los casos nuevos de
cancer que ingresan a la institucion, pueden
usarse para describir la experiencia de cualquier
grupo de pacientes con cancer y permiten hacer
seguimiento de la supervivencia en subgrupos
especificos de poblacién (9).

El andlisis descriptivo de supervivencia es
una herramienta Util para la evaluacién de la
efectividad de la terapia. Sin embargo, para poder
hacer estimaciones validas de la supervivencia,
resulta imprescindible incluir el universo de
pacientes elegibles, con el fin de no incurrir en
sesgos de seleccion; este universo se puede
recopilar a partir de los registros institucionales
o de poblacion (10).

En Colombia, no hay estudios recientes
publicados en revistas indexadas que describan
la supervivencia de las pacientes con cancer
de cuello uterino. A pesar de que el Instituto
Nacional de Cancerologia es un centro nacio-
nal de referencia que ofrece tratamiento,
aproximadamente, al 10% de todos los casos de
cancer de cuello uterino en Colombia, no tiene
evaluaciones periédicas de supervivencia.
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El objetivo de este estudio es describir la
supervivencia global a cinco afios, de las
pacientes con cancer de cuello uterino que se
trataron por primera vez en el Instituto Nacional
de Cancerologia entre el 12 de enero y el 31 de
diciembre de 2000, haciendo uso de los registros
institucionales de cancer y mortalidad.

Materiales y métodos

Se incluyeron todas las pacientes que se
hospitalizaron y se trataron por primera vez en
el Instituto Nacional de Cancerologia en el 2000,
con diagnéstico de cancer de cuello uterino
hecho en la institucion o por fuera de ella y
con confirmacién histopatoldgica del tumor. Se
excluyeron las pacientes con antecedentes de
procedimientos terapéuticos previos orientados
a tratar la enfermedad neoplasica del cuello
uterino, pacientes con recidivas tumorales,
pacientes con cancer de cuello uterino como
segundo primario y pacientes que hubiesen
recibido cualquier componente del tratamiento
fuera del Instituto Nacional de Cancerologia.

Las fuentes de informacién fueron la historia
clinica, el contacto telefénico con las pacientes
o familiares, las bases de datos del registro
institucional y de mortalidad, y las bases de
mortalidad distrital y nacional consultadas a
través de la Secretaria Distrital de Salud. Para
la recoleccion de las variables, se empled un
formato especificamente disefiado para el
estudio. El seguimiento se hizo de manera
retrospectiva y, para aquellas pacientes que
no tenian la ultima visita actualizada, se inici6
el proceso de contacto telefénico con el apoyo
de una trabajadora social entrenada en el
seguimiento de pacientes con cancer.

Previo a la digitalizacién, se depuraron los datos
mediante larevisiondelosformatosdiligenciados,
con el fin de detectar los espacios en blanco y las
inconsistencias y para verificarlos con la historia
clinica, si era necesario. Los datos relacionados
con el tipo histologico se codificaron con la
Clasificacion Internacional de Enfermedades
para Oncologia, segunda ediciéon (CIEO-2). La
informacion diligenciada en el formato se digit6
en una base de datos validada en Epi-Info 2002.
Se realizaron andlisis de consistencia y validez

Supervivencia en cancer de cuello uterino

de la base de datos; los datos inconsistentes se
corrigieron a partir de la revision del formato de
recoleccion y de la historia clinica.

Se calculd la variable “tiempo de observacion” a
partir de la fecha del primer tratamiento y la fecha
del ultimo contacto o la muerte; para aquellas
pacientes que por alguna razén no recibieron
tratamiento, esta variable se calculé a partir de la
fecha del ingreso al Instituto. Aquellos casos en
los que no se logro establecer la fecha o la causa
de la defuncion, se consideraron como casos
censurados a la derecha; en consecuencia,
su estado fue el correspondiente al del dltimo
contacto. Para aquellos casos en los que no se
logré establecer la fecha de inicio del tratamiento,
se hizo una imputacion probabilistica del
tiempo transcurrido entre la fecha de inicio del
tratamiento y la fecha de ingreso a la institucion;
este tiempo se adicion6 al de la fecha de ingreso
a la institucion y esta fecha se asumié como la
fecha de inicio de tratamiento.

Para el analisis de los datos se uso6 el programa
SPSS, version 13. Se realizaron analisis
univariados para todas las variables del estudio.
Para las variables categoéricas, se calcularon
razones y proporciones, mientras que para las
variables cuantitativas se presentaron medidas
de tendencia central y dispersion. El analisis de
supervivencia global se hizo de forma descriptiva
con el método de Kaplan-Meier y se empled la
prueba de rango logaritmico para comparar
las funciones de supervivencia de aquellas
variables que tenian mas de una categoria. El
andlisis multivariado de factores de prondstico
se realizd con un modelo de regresion de
Cox. Se verificaron los supuestos de riesgos
proporcionales para cada factor y para el
modelo global en el modelo definitivo; también,
se verifico el ajuste del modelo, la ausencia de
colinearidad y la presencia de valores atipicos
influyentes. En el modelado se partié de uno
jerarquico bien estructurado y se descartaron
variables con el método paso a paso hacia atras
con un criterio de permanencia de 0,05.

Resultados

De acuerdo con el registro institucional de cancer,
entre el 1°de eneroy el 31 de diciembre de 2000,
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se atendieron 651 pacientes con cancer de cuello
uterino en el Instituto Nacional de Cancerologia.
Se excluyeron del analisis 196 pacientes: una,
por no tener confirmacién histopatolégica; 109,
por haber recibido tratamiento previo para el
cancer de cuello uterino antes de ingresar a la
institucién; 8, porque el cancer de cuello uterino
era un segundo tumor primario y 78, porque no
fueron tratadas en la institucion. Los resultados
se presentan para las 455 pacientes elegibles
para el estudio.

De las 455 pacientes elegibles, 152 habian
muerto al final del seguimiento y 303 estaban
vivas al ultimo control, por lo que se consideraron
como casos censurados. Entre las 303 pacientes
que estaban vivas en el ultimo control, 153 se
habian seguido, al menos, durante cinco afnos.
En conjunto, se logré seguir hasta la muerte o
por mas de cinco anos a 305 (67%) pacientes.

De las 152 pacientes que murieron a causa
de la enfermedad, 128 se identificaron a partir
del cruce de la base de datos del registro
institucional de cancer y las bases de datos de
mortalidad institucional y nacional. El estado
vital se actualiz6 para 131 pacientes a partir de
llamadas telefénicas exclusivamente; mediante
este mecanismo se identificaron 16 muertes
adicionales. No se actualizé el estado vital
para 12 de estos casos, dado que no se logré
establecer la fecha ni la causa de la defuncion;

Biomédica 2009;29:437-47

por lo tanto, se asumié que estaban vivas y, en
consecuencia, fueron censurados en el segui-
miento inmediatamente anterior.

Caracteristicas sociodemograficas

La poblacion de pacientes con cancer de cuello
uterino que atiende el Instituto Nacional de
Cancerologia es vulnerable, con un nivel escolar
bajo y afiliaciéon al régimen subsidiado (cuadro
1). Mas de 80% de la poblacién procede del
distrito capital y de cinco departamentos: Bogota
(34,9%), Cundinamarca (19,1%), Tolima (10,3%),
Boyaca (8,5%), Huila (5,7%) y Casanare
(4,8%). Sin embargo, en el Instituto Nacional
de Cancerologia se atienden pacientes de
practicamente todo el pais.

Caracteristicas clinicas

La mayoria de las pacientes tenia tumores de
tipo escamocelular; un poco mas de la mitad
tenia tumores mayores de 5 cm y estadios 11I1B
o superiores. Un porcentaje importante de las
pacientes no tenia informacién con respecto al
grado de diferenciacion tumoral (cuadro 2).

Caracteristicas del tratamiento

El 53,2% de las pacientes fue tratada con radio-
terapia exclusivamente; este porcentaje fue
mayor para los estadios mas avanzados. El
23% de las pacientes se trataron con cirugia
exclusivamente; este porcentaje fue mayor en

Cuadro 1. Caracteristicas sociodemograficas de las pacientes con cancer de cuello uterino tratadas en el Instituto Nacional

de Cancerologia, 2000.

Variable Niveles de la variable n %
Nivel educativo maximo alcanzado Primaria completa o incompleta 277 60,9
Secundaria completa o incompleta 84 18,5
Universitaria completa o incompleta 9 2,0
Ninguno 67 14,7
Sin informacion 18 4,0
Régimen de afiliacion Subsidiado 210 46,2
Vinculado 197 43,3
Contributivo 43 9,5
Otro 5 1,1
Edad al inicio del tratamiento De 20 hasta 35 afos 83 18,2
>35 hasta 50 afios 209 45,9
>50 hasta 65 afios 120 26,4
Mayores de 65 afos 43 9,5

440



Biomédica 2009;29:437-47

Cuadro 2. Caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer de cuello uterino tratadas en el Instituto Nacional de

Cancerologia, 2000.

Supervivencia en cancer de cuello uterino

Variable Niveles de la variable n %
Tipo histolégico Escamocelulares 415 91,2
Adenocarcinomas 26 57
Oros tipos histolégicos 14 3,1
Estadio tumoral In situ 93 20,4
1A 2 0,4
1B 55 12,1
1A 7 1,5
1]=] 74 16,3
1B 202 44 .4
IVA 10 2,2
IVB 8 1,8
Sin informacién 4 0,9
Grado de diferenciacién Bien diferenciado 40 8,8
Moderadamente diferenciado 81 17,8
Mal diferenciado 29 6,4
Indiferenciado 3 0,7
Sin informacién 302 66,4
Tamafo tumoral Tumor clinicamente indetectable 105 23,1
Tumores entre 1y 2 cm 2 0,4
Tumores mayores de 2 cm hasta 5 cm 82 18,0
Tumores entre 5y 20 cm 244 53,6
Sin informacién 22 4.8

los estadios tempranos. Las dos combinaciones
mas frecuentes de tratamiento fueron la radiote-
rapia y la quimioterapia (13%), las cuales se
emplearon con mayor frecuencia en pacientes
en estadio IIB y IlIB. La cirugia y la radioterapia
(8,1%) se emplearon con mayor frecuencia en
pacientes en estadio IB. Vale la pena destacar
cinco pacientes con canceres en estadio Il y lll, en
quienes se hizo tratamiento quirdrgico, a pesar
de lo avanzado de su enfermedad (cuadro 3).

Desenlaces clinicos

De las 455 pacientes elegibles, 303 (66%)
estaban vivas al finalizar el periodo, 144 (31,6%)
habian muerto a causa de la enfermedad
y 8 (1,8%) habian muerto por causas no
relacionadas con la enfermedad. El tiempo
medio de seguimiento para los pacientes que no
murieron fue de 3,69 afos, con una desviacion
estandar de 2,58 afnos. El tiempo medio hasta
la muerte para los pacientes que murieron a
causa de la enfermedad, fue de 1,50 afios
con una desviacion estandar de 1,29 anos. Se
observaron algunos valores atipicos para el

tiempo hasta la muerte en el grupo de pacientes
fallecidas (figura 1).

Analisis de factores de pronoéstico

Considerando que sélo ocho pacientes murieron
por causas intercurrentes, se presentan sola-
mente los resultados de supervivencia global,
pues las cifras de supervivencia por causa
especifica no tendrian mayor variacién. La
probabilidad acumulada de supervivencia global
a cinco afios fue de 58,8% y el tiempo medio de
supervivencia, de 4,53 afos.

Se consideraron el nivel educativo, el régimen
de afiliacién, el estadio de la enfermedad, el
tipo histoldgico, la edad y el diametro tumoral,
como factores de prondstico. Las curvas de
supervivencia se compararon mediante la
prueba de rangos logaritmicos; los resultados se
presentan de manera resumida para cada uno de
los factores analizados (cuadro 4). Los valores p
de la prueba de rango logaritmico demostraron
que el nivel educativo, el tamafno del tumor y el
estadio tumoral parecen afectar la funcién de
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Cuadro 3. Caracteristicas del tratamiento de las pacientes con cancer de cuello uterino tratadas en el Instituto Nacional de

Cancerologia, 2000.

Tratamientos recibidos

Estado clinico Cirugia, Radioterapia Cirugia Cirugia 'y Radioterapia y Sin
quimioterapia exclusiva exclusiva radioterapia quimioterapia  informacion
y radioterapia
n % n % % n % n % n %
In situ 111 90 9638 2 22
IA 100,0
B 2 36 8 145 13 23,6 28 50,9 4 73
1A 2 286 14,3 3 429 1143
1B 43 58,1 30 405 1 14
1B 170 84,2 2 10 24 11,9 6 30
IVA 9 90,0 1 10,0
IVB 7 875 1 125
Sin informaciéon 2 50,0 2 50,0
7 de confianza de la razén de peligro no fueron
o T si'gnifica'tivos, lo cual se at.ribuyé a que las
g o] diferencias de la supervivencia en estos grupos
EZ 5 - 8 no son muy grandes y la potencia del estudio
c 2 o yr s . .
s E o no permitié detectarlas. El riesgo de morir se
|7} . , .
28 47 incrementd en 6,2 veces para las pacientes con
[ . Y
€8 4] estadio clinico Ill, cuando se compararon con
553 aquéllas con tumores in situ. El riesgo de muerte
Q . s
8% 24 se incrementé hasta en 26,8 veces para las
e . pacientes con estadio |V, cuando se compararon
T con aquéllas con tumores in situ. Los factores
0 que previamente se habian identificado como
Vivos Muertos posibles factores de prondstico (tamarfio tumoral

Estado vital

Figura 1. Tiempo en afios hasta la muerte o el Ultimo
seguimiento en pacientes con cancer de cuello uterino
tratadas en el Instituto Nacional de Cancerologia, 2000.

supervivencia. Sin embargo, estos hallazgos se
deben analizar libres de la confusion que podrian
introducir los demas factores de prondstico a
través de un modelo multivariado.

Los resultados del modelo multivariado defini-
tivo de regresion de Cox demostraron que la
Unica variable que afectd la funcién de riesgo
significativamente fue el estadio clinico al
momento del diagndstico (figura 2). Se encontré
que el peligro de muerte es cerca de cuatro
veces mayor para los pacientes con estadio
clinicos l y I, cuando se comparan con pacientes
con tumores in situ. Sin embargo, los intervalos
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y nivel educativo) perdieron su significancia en
el modelo multivariable (cuadro 5).

Discusion

En Colombia, los estudios de supervivencia
en pacientes con cancer de cuello uterino son
escasos y, en este aspecto, la combinacion
metodologica de revision de historias clinicas,
seguimiento telefénico y revisién de bases de
datos de mortalidad, es una alternativa aplicable
ainstituciones que tengan unregistroinstitucional
de cancer o de base hospitalaria. Los estudios
internacionales hacen uso de esta metodologia
con buenos resultados (11,12).

El Instituto Nacional de Cancerologia maneja
un alto volumen de pacientes con cancer de
cuello uterino; sin embargo, la poblacién de
pacientes elegibles para el analisis se vio
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Figura 2. Funcion de supervivencia global para el estadio obtenida a partir del modelo multivariado de regresién de riesgos
proporcionales de Cox, en pacientes con cancer de cuello uterino tratadas en el Instituto Nacional de Cancerologia, 2000

Cuadro 4. Medias de supervivencia en afios por factores de prondstico evaluados en pacientes con cancer de cuello uterino
tratadas en el Instituto Nacional de Cancerologia, 2000.

Variable Niveles de la variable n Media de p*
supervivencia
en afnos

Nivel educativo maximo alcanzado Ninguno 67 3,9 0,017
Primaria completa o incompleta 277 4,6
Secundaria 0 mas 93 5,1

Régimen de afiliacion Contributivo 43 52 0,06
Subsidiado 210 4.6
Vinculado 197 41

Edad al inicio del tratamiento (afios) De 20 a 35 83 52 0,091
De 35a 50 209 43
De 35 a 65 120 4.4
Mayores de 65 43 43

Tipo histolégico Escamocelulares 415 4.5 0,159
Adenocarcinomas 26 5,5
Otros tipos histolégicos 14 3,6

Estadio tumoral In situ 93 6,6 0,000
| 57 55
Il 81 5,0
1l 202 3,4
\Y, 18 0,9

Tamafo tumoral Tumor clinicamente indetectable 105 6,5 0,000
Tumores entre 1y 5cm 84 4.8
Tumores entre 5y 20 cm 244 3,6

* Valor p de la prueba de rango logaritmico
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Cuadro 5. Razones de peligro obtenidas mediante el modelo multivariado de regresion de Cox en pacientes con cancer de
cuello uterino tratadas en el Instituto Nacional de Cancerologia, 2000.

Variable Niveles de la variable HR IC 95%
Edad De 20 a 35 afnos 1

De 36 a 50 afos 1,08 0,61-1,91

De 51 a 65 afnos 1,00 0,54 -1,87

Mayores de 65 afos 0,95 0,44 - 2,06
Nivel educativo Ninguno 1

Primaria 0,62 0,38 - 1,01

Secundaria o universitaria 0,70 0,37-1,35
Afiliacion al SGSSS Vinculados 1

Contributivos 0,47 0,22 -1,04

Subsidiados 0,95 0,66 - 1,36
Tamafio tumoral Tumor clinicamente indetectable 1

Tumores entre 1y 5 cm 3,72 0,47 -29,21

Tumores mayores de 5 cm 4,49 0,55 a 36,67
Estadio clinico In situ 1

| 4,18 0,38 - 46,38

1] 3,49 0,27 - 43,83

11 7,25 0,58 - 90,21

\Y, 27,86 2,04 - 380,46
Tipo histolégico Escamocelular 1

Adenocarcinoma 0,46 0,18-1,19

Otros 1,33 0,48 - 3,66

HR: Hazard Ratio (Razén de peligro).
IC 95%: Intervalo de confianza al 95%

reducida en 30%. Ello disminuyé la potencia que
podria tener el estudio para detectar razones
de peligro univariadas superiores o iguales a
1,5 con confianza del 95%, desde 88% hasta
77%, y de esta manera, limit6 las posibilidades
de explorar factores de prondstico, mas aun
cuando se requiere de un analisis multivariado.
Se destaca que una pérdida importante de
pacientes elegibles estuvo relacionada con la
atencion fraccionada, la cual se vio reflejada en
las que ingresaron con tratamientos previos o
en aquéllas que ingresaron y no se trataron por
causas ajenas a la institucion.

La probabilidad acumulada de supervivencia
global para el grupo de pacientes fue de 58,8%.
La supervivencia global a cinco afos para
pacientes con cancer in situ fue de 98,2%,
mientras que la reportada en la literatura es
de 100%. Para pacientes con estadios |, la
supervivencia global a cinco afnos fue de 74,5%;
la reportada varia entre 75,7% para estadio IB2
y 97,5 % para estadio I1A1. Para pacientes con
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estadio I, la supervivencia global a cinco afos
fue de 66,8%; mientras que la descrita en la
literatura varia entre 65,8% para estadio 1IB y
73,4% para estadio IlA. Los estadios Ill tuvieron
una supervivencia global a cinco afios de 37,4%;
la informada en la literatura varia entre 39,7 %
y 41,5%. Para los estadios 1V, la supervivencia
global a cinco afos fue de 0%, mientras que la
reportada en la literatura varia entre 9,3% para
el estadio IVB y 22% para el estadio IVA (13).
Esta unica diferencia entre la supervivencia
reportada y la observada puede atribuirse al
bajo tamafio de muestra de casos en estadio
IV, aunque también podria atribuirse a las
malas condiciones sociales y de salud en que
ingresan las pacientes. No se logré demostrar la
relevancia de otros factores diferentes al estadio
clinico, en la supervivencia de las pacientes.

Se destaca que la mayor proporcion de
pacientes que acuden a tratamiento tienen un
nivel escolar bajo, estan afiliadas al régimen
subsidiado o vinculado (poblacién vulnerable) y
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estan en el rango de edad entre 35 y 50 afos.
Estas caracteristicas pueden explicar el alto por-
centaje de estadios clinicos avanzados.

Un alto porcentaje de casos correspondieron
a poblacion vinculada, a pesar de que las
disposiciones legales tienden a promover la
afiliacién al régimen subsidiado en la poblacién
pobre y, al régimen contributivo, en la poblacién
con capacidad de pago (14).

La mayoria de las pacientes tenian tumores
de tipo escamocelular y 5,7% correspondia a
adenocarcinomas, lo cual es concordante con la
literatura, la cual establece que cerca de 85% de
los canceres de cuello uterino corresponden a
carcinomas escamocelulares (15,16).

La literatura reciente ha demostrado que
el uso de radioterapia concomitante con la
quimioterapia en los estadios | y I, mejora la
supervivencia global y libre de enfermedad (17).
Sin embargo, este estudio muestra una baja
practica del uso combinado de quimioterapia y
radioterapia en pacientes en estos estadios; esto
puede obedecer a que estos datos se generaron
de manera muy cercana al periodo en el cual
se incluyeron las pacientes para este estudio.
Se recomienda hacer estudios descriptivos de
fechas recientes, en los cuales se evalle el uso
concomitante de quimioterapia y radioterapia en
estadios | y Il.

Es necesario destacar algunos casos en estadio
Il'y lll, en quienes se hizo tratamiento quirurgico,
a pesar de lo avanzado de su enfermedad. Esta
terapéutica inusual estuvo relacionada con el
tipo histoldgico de estos tumores, los cuales
correspondieron en su mayoria a sarcomas de
cuello uterino (18).

A pesar de que en el andlisis de Kaplan-Meier
se encontraron como factores de prondstico el
régimen de afiliacion, el tamafo tumoral y el
estadio clinico al ingreso, el modelo multivariado
identificé en este estudio al estadio clinico como
el unico factor significativo de prondstico en la
funcién de riesgo. Es posible que un tamano de
muestra mayor hubiese mejorado la potencia
del estudio y, en consecuencia, hubiese logrado
identificar como significativos a estos factores.

Supervivencia en cancer de cuello uterino

En este estudio se logré un seguimiento hasta
la muerte o hasta los cinco afos de seguimiento
de 67% de los casos con la metodologia
descrita, lo cual resulta satisfactorio, puesto que
es un porcentaje similar al observado en series
internacionales de casos.

Vale la pena resaltar que en este estudio se
controlaron sesgos de informacién y medicion
que son frecuentes en este tipo de metodologia.
El contar con personal entrenado en metodologia
de registros institucionales de cancer y en
seguimiento de pacientes con cancer, disminuyo
estos sesgos. El aplicar la metodologia de control
de calidad empleada para los registros de cancer,
también permiti6 identificar algunos errores
tanto de informacién como de digitalizacién y
corregirlos en su totalidad.

De los resultados de la experiencia de investi-
gacion, se deben tener en cuenta algunos
aspectos que permitieron tener un mayor control
sobre el trabajo de investigaciéon. El hecho de
que la digitalizacién fuera hecha por el mismo
investigador, permitié detectar de forma mas
precisa y oportuna las inconsistencias, las
cuales se resolvieron con una nueva revision del
formato de recoleccion o de la historia clinica. La
falta de conocimiento en tépicos relacionados
con el diagnoéstico o tratamiento del tumor, se
logré superar con el apoyo de un ginecélogo
oncologo y un especialista en radioterapia.

Es importante contar con fuentes de informacion,
comolasbasesnacionales de datosde mortalidad
general, las cuales permiten actualizar el estado
vital de un nimero importante de registros. Sin
embargo, la calidad de lainformacién encontrada
en la causa basica de defuncidon no es buena, ya
que existen algunas inconsistencias. El cruce de
informacion permitio identificar, en el certificado
de defuncion, algunos casos en los que el tumor
habia sido mal identificado como un tumor de
otros sitios o de sitios mal definidos.

El contacto telefénico con las pacientes
se convierte en un proceso dispendioso
por el continuo cambio de vivienda de las
pacientes. Entre las pacientes que tienen su
residencia habitual fuera de Bogota fue dificil el
contacto, pero, también, se hizo patente que los
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teléfonos consignados en la historia clinica no
corresponden, porque la persona ya no vive alli,
la linea ha sido desactivada o quienes contestan
la llamada afirman no conocer a la persona por
la cual se est4 indagando.

El cumplimiento del tratamiento instaurado en el
Instituto Nacional de Cancerologia no fue posible,
principalmente, en las pacientes residentes fuera
de Bogota, de lo que se derivan la mayoria de
las pérdidas en el seguimiento. Esta situacion
resulta relevante en un cancer como el de
cuello uterino, el cual tiene una reglamentacién
establecida para su deteccion temprana dentro
del Sistema General de Seguridad Social. Las
dificultades mencionadas ameritan una revision
de las causas existentes en la cobertura,
oportunidad y autorizacién de los tratamientos,
por parte de las aseguradoras.

Los resultados obtenidos permiten recomendar
el desarrollo de estudios en cohortes mas
grandes y de fechas mas recientes, de tal
manera que permitan determinar el efecto de la
implementacionde laquimioterapiay radioterapia
concomitantes, y aumentar la potencia del
estudio, para asi poder identificar otros factores
de prondstico que no fueron significativos en
este estudio, probablemente por el tamafo de
la muestra.
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In vitro susceptibility of Trypanosoma cruzi strains
from Santander, Colombia, to hexadecylphosphocholine
(miltefosine), nifurtimox and benznidazole
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Introduction. The current chemotherapy for Chagas disease is unsatisfactory with only two
drugs available for treatment. Research to discover new drugs for Chagas disease is urgent.
Hexadecyl-phosphocholine (HPC, miltefosine) has been demonstrated to have in vitro activity
against Trypanosoma cruzi parasites, but its activity on different Colombian T. cruzi strains is not
known.

Objective. To evaluate the in vitro susceptibility of T. cruzi strains isolated from humans and
vectors in Santander, Colombia. to miltefosine, nifurtimox and benznidazole.

Materials and methods. Eight T. cruzi Colombian strains and three reference strains (Esmeraldo,
SilvioX10 and Y) were studied. Drug activities against extracellular epimastigotes and intracellular
amastigotes were determined by microscopic counting. The results were expressed as the
concentrations that inhibited 50% and 90% growth (IC_ and IC,).

Results. For miltefosine a similar range of drug activity was observed against all the Colombian
strains, all parasites being more susceptible to miltefosine than to the reference drugs. The
intracellular amastigotes were more susceptible to miltefosine (IC,, 0.08 to 0.63 pM and IC,,
0.21 to 2.21 pM) than extracellular forms (IC, <0.92 to 2.29 pM and IC,; 1.38 to 4.76 pM). For
reference drugs, parasites were more susceptible to nifurtimox than to benznidazole and some
differences in activity of benznidazole between T. cruzi strains was observed.

Conclusions. The results showed the significant in vitro activity of miltefosine against T. cruzi
stages, and the expected results for the reference drugs. Further in vivo studies with miltefosine
are planned.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, miltefosine, benznidazole, nifurtimox, drug
therapy, Colombia.

Susceptibilidad in vitro a hexadecilfosfocolina (miltefosina), nifurtimox y benznidazole de
cepas de Trypanosoma cruzi aisladas en Santander, Colombia

Introduccidn. Los tratamientos actuales para la enfermedad de Chagas son insatisfactorios y sélo
existen dos medicamentos disponibles. La busqueda de alternativas terapéuticas es prioritaria.
La hexadecilfosfocolina (miltefosina) ha mostrado actividad in vitro contra Trypanosoma cruzi.
Sin embargo, su actividad en aislamientos de T. cruzi obtenidos en Colombia aun no ha sido
reportada.

Obijetivo. Evaluar la susceptibilidad in vitro a miltefosina, nifurtimox y benznidazole de cepas de
T. cruzi aisladas de humanos y vectores en Santander, Colombia.

Materiales y métodos. Se evalu6 la susceptibilidad de los tres medicamentos en ocho cepas
colombianas de T. cruziy tres cepas de referencia: Esmeraldo, Silvio X10 y Y. La actividad de
los compuestos fue determinada en epimastigotes extracelulares y amastigotes intracelulares,
por conteo microscopico. Los resultados se expresaron en concentraciones inhibitorias 50 y 90

(Clgyy Clgy).
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Resultados. Para la miltefosina, se observaron rangos similares en la actividad del medicamento
entre las cepas colombianas; todos los parasitos fueron mas susceptibles a la miltefosina que
a los medicamentos de referencia. Los amastigotes intracelulares fueron mas sensibles a la
miltefosina (Cl,, 0,08 a 0,63 uM y Cly, 0,21 a 2,21 pM) que las formas extracelulares (Cly,, <0,92
a2,29 pMy Cl,, 1,38 a 4,76 uM). En los medicamentos de referencia, los parasitos fueron més
susceptibles al nifurtimox que al benznidazole. Se observaron algunas diferencias en la actividad
del benznidazole en las cepas estudiadas de T. cruzi.

Conclusiones. Los resultados obtenidos de la actividad in vitro de miltefosina y de los
medicamentos de referencia contra aislamientos de T. cruzi son satisfactorios y seran
considerados en estudios posteriores in vivo.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, miltefosina, benznidazol, nifurtimox,

Miltefosine, nifurtimox, benznidazole activity on Trypanosoma cruzi

quimioterapia, Colombia.

Chagas disease, caused by the protozoan
parasite Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), constitutes one of the largest
parasitic disease burdens in Latin America
where approximately 13-15 million of people
are affected (1). Trypanosoma cruzi strains
are divided into two main well-defined groups
called T. cruzi | and T. cruzi ll; five subgroups
have been identified inside the T. cruzi Il group
(la, lb, llc, lld and lle) (2). In Colombia, 5%
of the population is infected in endemic areas
and the predominance of T. cruzi | has been
reported (3-7). The Santander Province is one
of the territorial divisions where the prevalence
of infection is highest (8,9). No vaccines are
available, and the chemotherapy remains
precarious with only two available drugs, the
nitrofuran derivative, nifurtimox (Lampit, Bayer)
and 2-nitroimidazole benznidazole (Radanil,
Roche). Both are restricted mainly to the
treatment of the acute phase or the congenital
infection (10,11). Currently, these drugs have
severe limitations, including high frequency
of undesirable side effects, long protocols of
treatment, and limited efficacy and availability
(12,13). The research to discover new drugs for
the treatment of Chagas disease is imperative.

Hexadecylphosphocholine (HPC; miltefosine),
an alkylphosphocholine developed initially as an
anticancer drug, constitutes the first oral treat-
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ment for visceral and cutaneous leishmaniasis
(14,15). It shows a broad spectrum of drug
activity on several types of parasites such as
Leishmania spp., T. cruzi and Entamoeba
histolytica (16). In T. cruzi models, it is active
against free and intracellular live forms of
parasites as well as strains with different levels
of susceptibility to benznidazole (17,18). lts
mechanism of action is not clear, but parasite
membranes are probably the primary target,
possibly by interference with lipid metabolism
(18,19). Additionally, synergism of miltefosine or
edelfosine (another alkyl-phospholipid drug) in
combination with ketoconazole has also been
demonstrated (18-20).

The purpose of the current study was to evaluate
the in vitro activities of miltefosine, nifurtimox and
benznidazole against Colombian T. cruzi strains,
as well as against the Silvio X10, Esmeraldo and
Y reference strains.

Materials and methods
Parasites

Eight strains of T. cruzi, isolated from various
hosts by hemoculture and xenoculture, were
used (Luna KP, Jaramillo CL, Gutierrez R,
Esteban L, Angulo VM. Aislamiento de T. cruzien
pacientes en fase crénica de la enfermedad de
Chagas por medio de hemocultivo y xenocultivo.
Biomédica. 2003;23 (Supl.1):119). They have
been previously characterized by amplification
of the mini-exon gene nontranscribed spacer
(Gutierrez R, Luna KP, Angulo VM, Fernandes
O. Eficiencia de los métodos parasitolégicos de
diagnostico y caracterizacion de poblaciones
de Trypanosoma cruzi en un area endémica de
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Chagas. Biomédica. 2003;23 (Supl.1):119-20).
Parasites originated from the domestic cycle in
the biogeographical area of Santander, Colombia
(Table 1). In addition, T. cruzi reference strains
Silvio X10 (T. cruzil) Esmeraldo and Y (T. cruzi
II) were used. The parasites were maintained
by serial passage in Liver Infusion Tryptose
(LIT) medium supplemented with 10% heat
inactivated fetal calf serum (hiFCS, Gibco, USA)
and hemin (10 mg/L, Sigma) at 28 °C. They were
used within four passages of isolation.

Drugs

Hexadecylphosphocholine (HPC, miltefosine)
was obtained from A.G Scientific, INC, nifurtimox
from Bayer (Germany) and benznidazole from
Roche (Switzerland). Nifurtimox and benznida-
zole weredissolvedindimethyl sulfoxide (DMSO).
The final DMSO concentration did not exceed 1%
(v/v). Miltefosine was dissolved directly in culture
medium. Working solutions were prepared in LIT
or RPMI 1640 culture media immediately before
the assays.

Epimastigotes assay

Parasites were harvested during the exponential
growth phase, diluted in LIT to 5x10° parasites/
mL and incubated in a three-fold dilution series
of miltefosine (0.92-25.0 pM), nifurtimox (1.1-
261 pM) and benznidazole (1.2-288 pM) in 96
well multiwell plates (Becton Dickinson, New
Jersey, USA), for 72 h at 28 °C. Each drug

Table 1. Trypanosoma cruzi parasites strains used in this
study.

Parasite strains Classification? Host

215 Z3 Human

209 T. cruzil Human

204 T. cruzil Human

132 T. cruzil Human

070106 T. cruzil Rhodnius prolixus
320101 T. cruzil R. prolixus
421102 T. cruzil Triatoma dimidiata
187401 T. cruzil T. dimidiata

Silvio X10 T. cruzil Human
Esmeraldo T. cruzill Human

Y T. cruzill Human

2 Classification from amplification of mini-exon gene non-
transcribed spacer by Fernandez, et al., 2001 (Gutiérrez, et
al., 2003)
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concentration was evaluated in triplicate and
control cultures were maintained without drug.
Parasite inhibition was determined microscopic-
ally by counting parasite numbers in a Neubauer
haemocytometer.

Intracellular amastigotes assay

Vero cells, diluted to 3 x 10° cells/mL in RPMI
1640 medium plus 10% hiFCS, were plated in
16-well Lab-tek™ tissue culture chamber slides
(Life Technologies, Paisley,UK) and allowed
to adhere for 24 h at 37 °C in a 5% CO,-95%
air mixture. Adherent cells were infected with
tissue derived trypomastigotes (TDT) at a ratio
of parasites to cells of 10:1. The cultures were
maintained in a 5% CO,-95% air mixture at
37 °C. TDT were obtained by successive serial
infections in Vero cells with released parasites
from culture supernatants. Reference strains and
the 215 strain were not tested in the amastigote
assay due to a failure to generate sufficient TDT
to infect cells. After 24 h, free parasites were
removed by washing and infected cultures were
incubated for 72 h with three fold dilution series
of miltefosine (0.04 to 3.30 pM), nifurtimox (0.3-
87.0 pM) and benznidazole (1.2 to 96.0 uM) for
72 h at 37 °C, in a 5% CO,-95% air mixture.
The cultures were then fixed with methanol and
stained with Giemsa. Each drug concentration
was evaluated in quadruplicate and control
cultures were maintained without drug. Drug
activity was determined by the percentage of
infected cells in treated and untreated cultures.

Statistical analyses

The drug activities were expressed as the drug
concentration needed to inhibit to 50% or 90%
of parasite growth (IC,; and IC,). They were
calculated by sigmoidal regression analysis
(MsxIfit™; 1D Business Solution, Guildford, UK).
Results were expressed as mean * standard
deviation (SD) and statistical significance was
determined by Student t test. Values of p <0.05
were considered significant. Each experiment
was repeated twice.

Results

The activities of miltefosine, nifurtimox, and
benznidazole against T. cruzi epimastigotes are
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shown in table 2. All Colombian T. cruzi strains
were more susceptible to miltefosine (IC,, <0.92
t02.29 £ 1.08 uM and IC,, 1.38 £ 0.08 t0 4.76
1.54 pM) and nifurtimox (IC, 2.25 + 0.34 to 5.05
+1.70 pM and IC,, 12.80 + 1.24 to 26.38 + 2.09
uM) than to benznidazole (IC,, 9.34 £ 0.78 to
27.30 £ 1.81 pM and IC,, 60.00 + 29.05 to >288
pM). Reference strains showed considerable
variation in drug sensitivity: Esmeraldo was the
least susceptible to miltefosine (IC,; 3.92 + 0.51
uMand IC,; 7.13 £ 0.70 pM) and Y was the least
susceptible to benznidazole (IC,,20.35 + 3.04 uM
and IC,, >288 uM). The results were reproducible
in the two independent experiments.

The activity range of miltefosine, nifurtimox
and benznidazole against T. cruzi intracellular
amastigotesis shownintable 3. All T. cruzistrains
were highly susceptible to miltefosine (IC,, 0.082
+0.01 to 0.63 £ 0.13 pM and IC,,0.21 + 0.70
to 2.21 = 0.07 pM). Nifurtimox and benznidazole
were also active against intracellular amastigotes
but with lower values than miltefosine.

Variation in the activity of miltefosine against
each life cycle stage was observed. Intracellular
amastigotes were more sensitive than
epimastigotes (p=0.0000) (tables 2 and 3).
Additionally, comparisons of values of IC,, and
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IC,, between genetic groups (T. cruzi | and T.
cruzill) showed no significant difference, with one
except for nifurtimox which showed significant
differences in IC,, values (p=0.0001) (figure 1).

1000

100

log (uM)

ol F

MTF NIF BENZ
O T.cruzil (IC,)  ET. cruzil (1C,,)
W T cruzill (IC,)  MT. cruzill (ICy)

Figure 1. Susceptibilty of T. cruzi | and T. cruzi I
epimastigotes to miltefosine, nifurtimox and benznidazole.

MTF: miltefosine; NIF: nifurtimox, BENZ: benznidazole, IC,,
and IC,: drug concentration to inhibit 50 or 90 percent of
epimastigotes. The each bar represents the mean + SD
obtained from triplicate wells of a representative experiment.
Values of p for each case were: IC,;: MTF (p=0.68)
NIF (p= 1.00) BENZ (p= 0.09) and IC,, MTF (p=0.46)
BENZ (0.1989) NIF (p=0.0001). p <0.05 were considered
statistically significant.

Table 2. In vitro activities of miltefosine, nifurtimox and benznidazole against extracellular epimastigotes of Trypanosoma

cruzi parasites.

UM = SD
Parasite Miltefosine Nifurtimox Benznidazole
code IC,, IC,, IC IC,, IC,, IC,,
215 1.17+0.04 2.06+0.14 <3.2 26.38+2.09 27.30+1.81 >288
209 1.75+0.19 3.60+0.27 5.05+1.71 16.06+£2.94 21.03+3.55 >288
204 0.93+0.01 2.36+0.05 4.24+0.32 17.56+1.85 20.39+1.22 >288
132 0.96+0.04 2.3610.16 3.81£1.91 15.11+2.47 11.65+4.15 114.46+29.76
070106 <0.92 1.38+0.08 2.25%0.34 21.60+2.04 11.40+0.43 66.70£11.51
320101 2.29+1.08 4.22+1.29 2.47+0.50 18.76+7.67 9.48+2.31 60.00£29.05
421102 1.96+0.67 4.76+1.54 3.80+1.22 12.80+1.24 11.34+3.31 >288
1874-01 1.97%0.09 4.61+£0.38 2.31+£0.27 14.39+1.08 9.34+0.78 61.48+5.92
SilvioX10 1.85+0.28 3.82+0.48 1.56+0.40 10.58+0.71 7.33+1.53 27.39+3.72
Esmeraldo 3.92+0.51 7.13+0.70 <3.2 38.84+7.50 12.12+0.49 277.91£43.12
Y 1.73+0.16 3.50+0.26 3.50+0.58 35.28+9.47 20.35+3.04 >288

IC,, and IC,: drug concentration to inhibit 50 or 90 percent of epimastigotes growth. Data are displayed as mean + SD of
two independent experiments performed in triplicate. Miltefosine was more effective against epimastigotes of T. cruzi than

nifurtimox (p=0.004) and benznidazole (p<0.001).

451



Luna KP, Hernandez IP, Rueda CM, et al.

Biomédica 2009;29:448-55

Table 3. In vitro activities of miltefosine, nifurtimox and benznidazole against intracellular amastigotes of Trypanosoma cruzi
parasites infecting Vero cells.

MM £SD

Parasite Miltefosine Nifurtimox Benznidazole
code No. Exp % inf IC,, IC,, IC,, IC,, IC,, IC,,
209 1 43.6 0.16+£0.005 0.44%0.06 >1.1 7.35%4.52 3.66+0.10 23.09+5.94

2 43.9 0.22+0.07 0.45+0.08 1.31£0.37 6.82+4.04 5.90+0.81  23.72+16.73
204 1 66.8 0.213+0.04  0.98+0.22 1.80+0.48 9.63%x7.15 8.16+x1.77  46.46123.64

2 66.5 0.22+0.003  0.72+0.09 1.43+0.26  5.03+2.95 6.32+1.38  74.14%15.14
132 1 47.3 0.10+0.006  0.34%+0.13 1.82+0.35 6.63+1.91 5.98+0.76 25.37+8.58

2 66.5 0.34+0.08 2.12+0.11 1.52+0.43 8.94+5.02 11.49+3.26 66.92+21.68
070106 1 97.9 0.63+0.13 0.91+0.07 2.62+0.48 9.98+3.67 7.72+1.47  58.60+13.60

2 89.7 0.082+0.01 0.21+0.07 1.45+0.28 5.17+3.12 5.73+1.10 38.61+£17.40
320101 1 45 0.09+0.02 1.31+0.16 ND ND 5.93+£1.43 >96

2 70 0.21+0.003  0.43+0.05 3.44+0.43 11.37+1.50 6.16+x1.14  29.18+14.55
421102 1 38.8 0.33+0.03 0.51+£0.19 1.63+0.51 44.83+12.30 3.33+0.424  30.69+1.98

2 69.6 0.13+0.03 1.99+0.87 3.23+1.72 >87 13.38+5.21 >96
187401 | 1 72.7 0.44+0.08 1.56+0.80 3.55+2.05 22.90+8.71 22.03%+8.07 >96

2 78.4 0.13+0.03 1.00£0.43 0.47+0.24 28.34+4.23 6.81+£3.70 14.00+8.80
Y* ND 0.7+£0.2 ND 2.7 ND ND ND

% inf: percent of infection before drug treatment; No. Exp: number of experiment; IC,; and IC, : drug concentration to inhibit
50 or 90 percent of parasite growth; ND: not determined. *Croft S, et al. 1996 (24).

Data are displayed as mean * SD, as obtained from quadruplicate wells. Miltefosine was more effective against intracellular
amastigotes of T. cruzi than nifurtimox (p= 0.0003) and benznidazole (p<0.0001)

Discussion

Differences in the drug susceptibility of T. cruzi
strains according to genetic group, host and
geographical origin have been described (21-23).
However, investigations performed to date have
mainly evaluated susceptibilities to benznidazole
and nifurtimox. Both of these standard drugs
have limited efficacy in the chronic form of
Chagas disease and they produce toxic side
effects (12). Therefore, there is an urgent need
for studies that evaluate the activity of new anti-
trypanosomal drugs.

This is the first study that shows the in vitro
susceptibility to miltefosine of T.cruzi strains
isolated from humans and vectors in a Colombian
endemic area. All the parasites strains and stages
tested were highly susceptible to miltefosine.
Similar results were obtained by other authors
using T. cruzi reference strains confirming the
broad activity of this drug (17-19,24). Miltefosine
was significantly more active against intracellular
amastigotes than epimastigotes (p<0.001) (table
3). This has been demonstrated in earlier studies
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as well (17,19). Initially, phospholipid-derived
drugs were discovered as a new class of
biological response modifiers, with therapeutic
activity in cancer mediated by an increase in the
cytotoxic properties of macrophages (25).

Saraiva et al. (2002) observed that miltefosine
may activate macrophages in vitro and the
antiparasitic activity of this compound on intra-
cellular amastigotes was independent of nitric
oxide production (17). The participation of some
cytokines was suggested. However, the host cell
mechanisms involved in the inhibition or parasite
killing after miltefosine treatment is still unclear.

Against Leishmania parasites, a significant
variation of the in vitro susceptibility to miltefosine
has been described for several species of
Leishmania (26). In patients with cutaneous
leishmaniasis, it is more effective in lesions
caused by L. panamensis as compared to those
by L. braziliensis (27). In contrast with the results
obtained in the present study, miltefosine was
found to be more active against promastigotes
of Leishmania than against intracellular
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amastigotes infecting bone marrow derived
macrophages (26).This difference with T. cruzi
may be due to intrinsic differences of both
parasites. However, Croft (2003) proposed that
in comparative studies between extracellular
and intracellular stages one must consider that:
(i) the effective drug concentration in host cells
may be higher or lower than that outside the
cells, (ii) the division rates of the stages differ, or
(iii) the assay temperatures may differ (16).

In experimental in vivo models, miltefosine has
also proved to be active against Leishmania
and T. cruzi when it was administered orally
(17,21,28,29). Unfortunately, only two studies
with T. cruzi have been reported; both showed
a suppressive effect against T. cruzi on BALB/
c-infected mice, although they used different
protocols of treatment and infection (17,21).
Further research in a murine or another more
appropriate in vivo model is necessary to
determine aspects such as pharmacokinetic
properties, dose-response relationship and
protocols of treatment.

We also investigated the susceptibility of T.
cruzi strains to two nitroheterocyclic compounds
(nifurtimox and benznidazole). Although all
strains were susceptible to both drugs, we
noted that nifurtimox was more active than
benznidazole both in epimastigotes (p<0.001)
and intracellular amastigotes (P=0.0004). Benzni-
dazole showed greater variation in its activity
against different Colombian T. cruzi strains. This
could be related to the different mechanisms
of action of both drugs (30,31). Additionally, in
contrast to the results obtained with miltefosine,
the epimastigotes of strains isolated from vectors
were more susceptible to nifurtimox (p=0.03)
and benznidazole (p= 0.01) than those isolated
from humans (table 2). Several studies have
reported a wide variation in the susceptibility
of a large number of T. cruzi strains isolated
from different hosts and geographic areas to
these nitroheterocyclic compounds (22,23,32-
34). The existence of predominant strains with
particular levels of susceptibility to these drugs
in specific geographical areas has been also
reported (22,23). In these cases, the parasite
drug susceptibility before clinical treatment must
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be considered as a factor. Moreover, for a better
understanding of the response to drugs, the local
strains should be characterized genetically and
biologically, as completed in this study (Luna KP,
Jaramillo CL, Rueda CM, Hernandez IP, Zorro
MM, Angulo VM, et al. Biological and genetic
characteristics of Trypanosoma cruzi isolates
from an endemic area of Santander, Colombia.
Bol Malariol Sal Amb. 2007;47 (Supl 1):139-40).

Many authors have explored possible links
between the phylogenetic diversity of T. cruzi
and biological properties (24,35-38). Correlations
between the susceptibility to benznidazole and
genetic groups of T. cruzi have been described
(24,38). However, in the current study, no
significant differences were observed in the drug
susceptibility in vitro between T. cruzi | and T.
cruzi | strains (figure 1). This is in agreement
with Villareal et al. (2004) (39), although due to
the low number of strains analyzed in the current
work, the results obtained must be considered
as preliminary data.

In conclusion, the current in vitro study described
the susceptibility to miltefosine, nifurtimox and
benznidazole of T. cruzi strains isolated from
humans and vectors in the same transmission
area of Chagas disease in Colombia. Miltefosine
showed greater activity than the used reference
drugs and no differences in the susceptibility
according to host origin were observed. These
were considered promising results. Further
investigation with these strains in murine models
of experimental Chagas disease will be necessary
to establish the potential of miltefosine for the
treatment of human Chagas disease before
undertaking clinical studies.
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Evaluacion de los efectos del glifosato y otros plaguicidas en la
salud humana en zonas objeto del programa de erradicacion
de cultivos ilicitos
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Introduccidn. El Programa de Erradicacion de Cultivos llicitos con Glifosato se ejecuta dando
cumplimiento a lo establecido en el Plan de Manejo Ambiental.

Obijetivo. Explorar los posibles efectos del glifosato y otros plaguicidas sobre la salud humana
como resultado de las aspersiones aéreas.

Materiales y métodos. Se realizd6 un estudio descriptivo en 112 individuos procedentes de
las areas asperjadas de los departamentos de Huila, Tolima, Putumayo, Guaviare, Santander,
Antioquia, Magdalenay La Guajira, durante 2005 y 2006. Se aplicé una encuesta y se recolectaron
muestras de orina para la determinacién de glifosato, y de sangre, para la determinacién de
acetilcolinesterasa y organoclorados. Se llevd a cabo un andlisis simple y se exploraron las
posibles asociaciones.

Resultados. El 50,0% (56 individuos) de la poblacién manifest6 el uso de plaguicidas en su
trabajo. El tiempo que llevaban utilizando los plaguicidas fue de 84,8 meses y refirieron aplicar
plaguicidas 5,6 horas al dia. El predominio de los plaguicidas usados fue extremadamente toxico.
De 39,6% de los individuos a quienes se les cuantificé glifosato, 64,3% reportaron su uso en
actividades agricolas. Se encontré una relacién estadisticamente significativa entre el uso de
glifosato terrestre (manual) y los niveles de este herbicida en orina (OR=2,54; 1C95% 1,08-
6,08).

Conclusion. No hubo hallazgos concluyentes entre la exposiciéon a glifosato empleado en
la erradicacion de cultivos ilicitos y los efectos en la salud, debido a que se hallé6 exposicion
ocupacional concomitante por la misma sustancia y por otras de mayor toxicidad que el
glifosato.

Palabras clave: plaguicidas, herbicidas, exposicién a plaguicidas, exposicion a riesgos
ambientales, riesgo, toxicidad.

Effects of aerial applications of the herbicide,glyphosate and insecticides on human
health

Introduction. The herbicide glyphosate is administered aerially by the Program to Eradicate lllicit
Crops Program and is undertaken in rigorous compliance with the Environmental Management
Plan.

Objective. The effects of the glyphosate herbicide and other aerially applied insecticides were
measured to determine possible impact on human health.

Materials and methods. In 2006-2006, a survey was taken of 112 individuals living in herbicide-
treated areas of the Colombian provinces of Huila, Tolima, Putumayo, Guaviare, Santander,
Antioquia, Magdalena and La Guajira. Samples of blood were examined for presence of
acetylcholinesterase and organochlorine insecticides; urine was analyzed for glyphosate and its
metabolites.

Results. Fifty percent (50%) of the individuals sampled acknowledged the use of control chemicals
as part of their work. The mean exposure time to the chemicals was 84.4 months, with a mean
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daily exposure of 5.6 hours. The most commonly used pesticides were of category |--extremely
hazardous. In individuals sampled for glyphosate (39.6% of the total), 64.3% indicated the use
of this herbicide at ground level in agricultural work. A statistically significative relationship was
found between the use of glyphosate at ground level, and the concentration levels of glyphosate
in the urine samples (odds ratio=2.54, 95% Cl: 1.08 to 6.8).

Conclusion. These data did not show a relationship between the aerial sprayings of glyphosate
for illicit crops eradication and an impact on human health, nor with occupational exposure to this
and other chemicals (insecticides) with a high levels of toxicity.

Key words: pesticides, herbicide, pesticide exposure, environmental exposure, toxicity

En enero de 1992, el Consejo Nacional de
Estupefacientes autorizé la aspersién aérea
controlada de cultivos ilicitos, mediante el
empleo del agente quimico glifosato, después
de haber evaluado diferentes herbicidas vy, en
noviembre de 2001, mediante la Resolucidon
1065, en ese entonces el Ministerio del Medio
Ambiente, impuso el Plan de Manejo Ambiental
a la Direccion Nacional de Estupefacientes,
ejecutandose a partir de la Resolucion 1054 del
2003 con el fin de dar seguimiento a todas la
actividades objeto del Programa de Erradicacion
de Cultivos llicitos con Glifosato .

El inicio de las aspersiones trajo consigo
innumerables quejas, las cuales se referian
a afectaciones de los cultivos licitos, de los
animales, del ambiente y de la salud humana.
Aunque la evaluacion de riesgo del herbicida
y su clasificacién toxicolégica (1) mostraba
el bajo riesgo de su uso, el Ministerio de la
Proteccién Social, como autoridad competente
en el tema, propuso un estudio el cual se
llevé a cabo en forma conjunta con el Instituto
Nacional de Salud, para recolectar evidencias
epidemiolégicas que permitieran una mejor
comprension sobre los efectos agudos que se
podrian estar ocasionando como consecuencia
de la aplicacion de la mezcla utilizada.

En relacion con los plaguicidas empleados en el
pais, la Direccién Nacional de Estupefacientes y
la Seccion de Asuntos Narcéticos de la Embajada
de los Estados Unidos publicaron, en 1999, un
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informe en el que se reportd que 98,7% de los
cultivadores utilizaban insecticidas y fungicidas
para controlar las plagas y enfermedades; 92,5%
utilizabafertilizantes quimicosy 95,5% controlaba
la competencia de otras plantas con herbicidas
(Uribe S. Proyecto sobre rendimientos de las
plantaciones de coca en Colombia, Informe de
progreso N2 5. Bogota, octubre 25 de 1999). Por
otro lado, la investigacién del Instituto Amazonico
de Investigaciones Cientificas (SINCHI) muestra
que los productores, al contrario de lo que
acostumbran a hacer con su produccion de pan
coger, se esmeran por realizar labores agricolas
como desyerbar en sus cultivos ilicitos, al igual
que acostumbran a controlar quimicamente los
insectos y plagas (2).

Otro reflejo del gran uso de plaguicidas es el
reporte de intoxicaciones a través del Sistema de
Vigilancia en Salud Publica Nacional (SIVIGILA),
en el que se reportaron, para el 2006, un total de
8.777 intoxicaciones por sustancias quimicas,
de las cuales, 5.219 (59,5%) correspondieron
a intoxicaciones por plaguicidas y, para el
2007, se presentaron 12.848 intoxicaciones
por sustancias quimicas, 47,8% (6.141) de las
cuales fueron por plaguicidas (3).

En relacién con la aplicacién operativa de la
estrategia de aspersion aérea, ésta es ejecutada
por la Direccién Antinarcéticos de la Policia
Nacional.

En ese sentido, el Programa de Erradicacion de
Cultivos llicitos con Glifosato se ejecuta segun
lo establecido en el Plan de Manejo Ambiental
(4, Seccion Asuntos Narcoticos, Direccidén de
Antinarcéticos, Policia Nacional. Acercamiento
a la actividad agronémica y la problematica
ambiental de los cultivos de coca en Colombia.
Documento técnico, 2005) y en el Decreto 1843
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de 1991 del Ministerio de Salud, que reglamenta
el uso y manejo de plaguicidas en el territorio
nacional (5). La verificacion del cumplimiento
del Plan de Manejo Ambiental la realiza el
Ministerio del Medio Ambiente y Vivienda
Territorial, mediante visitas de seguimiento a las
diferentes areas donde se adelantan las labores
de aspersién (6)

El herbicida empleado para la erradicacién de
los cultivos ilicitos es el patentado por la casa
Monsanto con la marca comercial Roundup®,
el cual estd compuesto por 480 g/L de la
sal isopropilamina de N-fosfonometilglicina.
El glifosato es uno de los plaguicidas mas
ampliamente utilizados en todo el mundo; su uso
incluye manejo agricola, industrial, de jardineria
ornamental y de malezas en las residencias, la
formulacién se encuentra registrada en mas de
cien paises y es usado en 60 cultivos agricolas,
aproximadamente (4).

En el pais, el glifosato es uno de los herbicidas
mas utilizados. Se emplea para madurar la cafa
de azucar en el Valle del Cauca hace mas de
30 afos y, como herbicida, en cultivos de café,
banano, arroz, cacao, palma africana y citricos.
Igualmente, es el herbicida empleado en el
Programa de Erradicacion de Cultivos llicitos (2).
Sin embargo, el uso de glifosato en el programa
de aspersion de coca y amapola representa una
fraccion relativamente pequefa del total de su
uso en Colombia (7).

El glifosato es un herbicida de amplio espectro,
no selectivo y posemergente, cuya férmula
empirica es C,H,NO,P, que corresponde a un
acido organico débil formado por una molécula
de glicina y otra de fosfonometilo. Su forma
fisica es un polvo cristalino, blanco, inodoro,
con un peso especifico de 1.704, soluble en
agua e insoluble en solventes organicos y no
tiene volatilizacién significativa (8). Ejerce su
mecanismo de accién por inhibicion de la enzima
5-enolpiruvil-shikimato-3-P sintetasa, esencial
en el proceso de sintesis de los aminoéacidos
aromaticos en las plantas (9,10).

El glifosato es adsorbido rapida y fuertemente
por las particulas del suelo, lo cual impide su
movilidad y su lixiviacién, y lo inhabilita para
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ser absorbido a través de las raices. Uno de
los principales productos de la degradacién por
la accion bacteriana es el &cido amino-metil-
fosfonico, el cual es biodegradable y tiene una
vida media de 30 dias, aproximadamente. Al
alcanzar el agua, el glifosato es absorbido por
particulas en suspension o en sedimentacion
para luego ser degradado, lo cual ocurre méas
lentamente que en los suelos, a causa del menor
ndimero de microbios; alcanza una vida media
de 7 a 10 semanas en aguas naturales (11).

Los plaguicidas que contienen glifosato, como
el Roundup®, estan registrados en Colombia en
la categoria toxicolégica IV, ligeramente téxicos,
basados en la dosis letal 50 (DL,,) por via oral
del ingrediente activo en ratas, considerada
mayor de 5.000 mg/kg. Por tener toxicidad oral
aguda y dérmica relativamente baja, ha sido
clasificado por la Environmental Protection
Agency, (EPA) en la categoria Il (ligeramente
toxico) y en el grupo E de oncogenicidad como
no carcinogénico para humanos (12).

La toxicidad aguda (DL,) para el glifosato
comercial por via oral y cutanea es mayor de
5.000 mg/kg, y por inhalacién, mayor de 3.400
mg/L (13). Los estudios toxicocinéticos en
animales de experimentacion muestran una
absorcién de 30% a 36% en el tubo digestivo y
una escasa absorcion por via cutanea. Una vez
absorbido, se distribuye ampliamente en todo el
organismo; 15% a 29% se excreta por la orina,
2% por el aire espirado y el 70% restante por
las heces. Su metabolismo es escaso y 97% de
la dosis oral se elimina como glifosato; su Unico
metabolito es el &cido amino-metil-fosfénico, con
una vida media de dos dias, aproximadamente
(7,8).

Entre las manifestaciones clinicas porinhalacion,
puede causarirritacion leve de lanarizy garganta,
y al contacto con los ojos desencadena irritacion
ocular intensa, y con la piel, sensibilizacién,
irritacion leve y fotosensibilizacion (8).

Paraelcasode laintoxicacidnagudaporingestion
de glifosato como producto comercial, los
sintomas aparecen segun la dosis ingerida. Con
laingestién de 5 a 150 ml se presentan sintomas
leves, principalmente gastrointestinales, como
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nauseas, vomito, diarrea y dolor abdominal,
que se resuelven en el lapso de 24 horas. Con
ingestion de 20 a 500 ml, se presentan sintomas
moderados gastrointestinales que duran mas de
24 horas, como hemorragias gastrointestinales,
esofagitis o gastritis verificables por endoscopia,
y ulceracién oral e hipotensiéon. En las intoxi-
caciones graves se puede presentar disfuncion
respiratoria, falla renal, falla cardiaca, coma y
muerte (13-15).

El glifosato no fue mutagénico en ensayos de
células mamiferas en sistemas in vitro e in
vivo. Se ha informado sobre efectos nocivos
en estudios de linfocitos humanos, los que
mostraron que el glifosato produce cambios en
el ADN de croméatides hermanas (15,16) y, como
principio activo, es mucho menos citotoxico para
las células mononucleares de sangre periférica
que la formulacion comercial (16).

En cuanto a la teratogénesis y toxicidad para
el embrién, en dosis superiores a 3.500 mg/kg
diarios de glifosato, enratas, se observé toxicidad
para el desarrollo en forma de pérdida de la
osificacion del esterndn y disminucién del peso
corporal total. Estas dosis también fueron toxicas
para las madres: el nivel de no efecto observable
(NOEL) para el desarrollo y la toxicidad materna,
fue de 1.000 mg/kg diarios. En un estudio sobre
la reproduccion en tres generaciones de ratas, a
diferentes dosis, el hallazgo téxico significativo
fue dilatacién tubular en los rifiones de los recién
nacidos de la primera generacion de las madres
que recibieron las dosis mas altas (30 mg/kg
diarios); el NOEL para este efecto fue de 10 mg/
kg diarios (17-19).

Aunque ninguno de los estudios sobre
mutagénesis requeridos para el registro del
glifosato ha mostrado accién mutagénica, los
resultados son diferentes cuando se realizan con
formulaciones comerciales a base de glifosato.
Por ejemplo, en estudios de laboratorio con
varios organismos, se encontrd que el Roundup®
incrementd la frecuencia de mutaciones letales
recesivas ligadas al sexo en la mosca de la
fruta. También, se ha reportado dafio al ADN
en pruebas de laboratorio con tejidos y 6rganos
de ratdén (20-22) y, de igual forma, no se ha

Efectos del glifosato sobre la salud

asociado con incidencia de cancer (23). Como
antecedentes de investigacion en el tema en
Colombia, se tiene informacion de tres estudios
descriptivos.

Uno fue realizado por Revelo et al. (24), “Efectos
de la fumigacién con glifosato en los municipios
de Valle de Guamuez, San Miguel y Oirito,
Putumayo-Colombia, diciembre 2001”, en el cual
se hizo un analisis de la informacion consignada
en los formatos de quejas, presentadas en la
Personeria Municipal de los municipios de Valle
del Guamuez, San Miguel y suministrada por la
Unidad de Asistencia Técnica de Orito.

En éste se encontr6 que 1.153 (80%) de las
1.443 quejas presentadas ante las personerias
de Valle del Guamuez, San Miguel y Orito hacen
referencia a problemas de salud atribuidos a la
aspersién. La frecuencia de sintomas referidos
fue: brotes en piel (524), fiebre (516), cefalea
(469), infeccidn respiratoria aguda (454),
diarrea (373), vomito (281), dolor abdominal
(221), malestar general (179), mareos (137),
angustia, miedo y panico (64), dolor de garganta
(41), conjuntivitis (32) y otros sintomas (30).
Los porcentajes de cambio calculados en la
morbilidad atendida en los meses de enero
y febrero de 2000, comparados con el 2001,
en el Hospital de La Hormiga, reportan un
incremento estadisticamente significativo para
eventos como fiebre, diarrea, dolor abdominal,
infeccion respiratoria aguda e infecciones de
piel (p<0,005) (24).

El segundo estudio fue realizado por Uribe et
al. y consistié en la revision de las denuncias
presentadas por la comunidad de Aponte en el
noroccidente de Narifio, durante las aspersiones
realizadasenel2000.Delas29quejasreportadas,
se obtuvieron 21 historias clinicas que estaban
disponibles en el Puesto de Salud de Aponte,
en las cuales se encontraron diagnésticos de
enfermedades de origen infeccioso o por otras
causas no relacionadas con intoxicacion por
glifosato (25).

El tercer estudio, también llevado a cabo
por Uribe et al., se realizd6 en los municipios
del departamento del Putumayo, donde se
practicO aspersién controlada de glifosato
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en diciembre de 2000 y febrero de 2001. En
el estudio se observaron y midieron retros-
pectivamente los posibles efectos sobre la
salud humana atribuibles a la exposicion al
glifosato y los posibles efectos por exposicion
a otros plaguicidas empleados para cultivar
coca. Se encontré que los problemas de salud
observados en los municipios objeto del estudio
tuvieron una tasa de prevalencia similares a las
encontradas en los reportes epidemiol6gicos de
los afos previos al inicio de las aspersiones. Las
enfermedades referidas con mayor frecuencia
por la poblacion fueron gastrointestinales,
cutaneas, oculares y respiratorias; sin embargo,
las quejas en salud no se relacionaron con la
localizacion de los sujetos en el momento de
la aspersién. Igualmente, se encontré que los
sintomas manifestados pueden tener su origen
en la exposicion cronica de la poblacion a los
multiples productos agroquimicos empleados
en los cultivos de coca en el departamento del
Putumayo (25).

En ninguno de los estudios mencionados
anteriormente se pudo establecer un nexo
de causalidad entre los problemas de salud
reportados y el Programa de Erradicacion de
Cultivos llicitos con Glifosato. Por ejemplo,
muchos de los cuadros clinicos reportados
no coinciden con las fechas en las que se
efectuaron las aspersiones, mientras que las
condiciones de salud reportadas corresponden
con las condiciones endémicas de estas zonas.
Por otra parte, los estudios realizados fueron de
tipo retrospectivo, lo cual no permite establecer
ni descartar una relacion entre la exposicion
a una sustancia dada y las manifestaciones
clinicas debidas a su exposicién (24,25).

El presente estudio tuvo como objetivo explorar
los posibles efectos del glifosato y otros
plaguicidas sobre la salud humana, como
resultado de las aspersiones aéreas, mediante la
deteccién de los posibles casos de intoxicacion
aguda por plaguicidas que se presenten en
forma concomitante con la aplicacion aérea de
glifosato, la descripcion de las manifestaciones
clinicas de la exposicién humana al glifosato, la
caracterizacién de la exposicién de la poblacion
de las areas asperjadas a otros plaguicidas y la
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exploracion de algunas actitudes de la poblacion
frente a las aspersiones aéreas.

Es de anotar que, en este estudio, no se
evaluaron los impactos sociales, politicos,
econdémicos ni ambientales de la medida, que
podrian contribuir a la explicacion de la gran
mayoria de quejas.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio descriptivo de corte
transversal, en 112 individuos procedentes de
las areas asperjadas de los departamentos de
Huila, Tolima, Putumayo, Guaviare, Santander,
Antioquia, Magdalena y Guajira, que consultaron
espontaneamente o se detectaron por busqueda
activa en los primeros cinco dias de aplicada la
medida, durante los afios 2005-2006.

No se buscé en los departamentos objeto del
proyecto un marco estadisticamente represen-
tativo, por dos razones fundamentales: la
primera, porque el disefio del estudio no
pretendia establecer relaciones de causalidad
y, la segunda, por las dificultades operativas
para la recoleccion de las muestras en los
departamentos objeto del proyecto, dado que
no se podia determinar con antelacion cuéntas
personas podrian estar expuestas y, aunque se
podian conocer las zonas asperjadas, pocas
eran accesibles y seguras para el equipo
investigador. La finalidad de esta investigacion
era documentar evidencias epidemiolégicas y
tomar decisiones futuras frente a las necesidades
identificadas de desarrollar otros estudios.

Se incluyeron los casos que consultaron espon-
taneamente o que fueron referidos o detectados
mediante busqueda activa y que cumplieron con
los siguientes criterios.

Casos confirmados
Criterios:

Clinico-epidemiolégico: individuos procedentes
de las zonas del Programa de Erradicacién de
Cultivos llicitos con Glifosato que presentaron
durante los cinco dias siguientes a la aspersion
aérea, un cuadro clinico sugestivo de exposicidn
a plaguicidas, diagnosticado por un médico y
con claros antecedentes de exposicion.
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De laboratorio: casos con indicadores biol6gicos
de exposicién o de efecto alterado debido a plagui-
cidas, con manifestaciones clinicas evidentes o
sin ellas.

Dictamen médico-legal: persona fallecida con
diagnostico de intoxicacién por plaguicida, confir-
mado mediante procedimientos médico-legales,
exceptuando los casos de muerte intencional por
suicido u homicidio.

La deteccion de los individuos se inicié en el
momento en que se aplicd la medida de la
aspersion aérea. Los casos se captaron por medio
de dos estrategias: la pasiva, que fueron los que
consultaron a las Instituciones Prestadoras de
Servicios de Salud y a las Empresas Sociales del
Estado, y la basqueda activa, realizada en campo
directamente por el equipo de investigadores.

Se aplicdé una encuesta con la cual se obtuvo
informacion demografica, antecedentes ocupa-
cionales, toxicoldgicos, clinicos y percepcién de
los individuos ante el Programa de Erradicacion
de Cultivos llicitos con Glifosato. Se recolectaron
muestras de orinay de sangre, maximo dentro de
los primeros cinco dias después de realizada la
aspersion aérea. A cada individuo se le tom6 una
muestra de orina (aproximadamente, 50 ml), para
la determinacién de glifosato y de &cido amino-
metil-fosfonico, en frascos de polipropileno con
tapa rosca, la cual se preservé congelada hasta
su envio. Estas determinaciones se realizaron
en el Centro Toxicolégico de Quebec, Canada.
Asimismo, se recolecté una muestra de sangre
(10 ml) la cual se fraccion6 tomando 9,5 ml sin
anticoagulante; esta muestra se centrifugé y el
suero separado se transvas6 a un tubo pyrex
o similar, cuya boca se cubrid6 con papel de
aluminio antes de enroscar, para analisis de
plaguicidas organoclorados. Los sueros perma-
necieron refrigerados hasta su envio. Los 0,5 ml
restantes se envasaron en tubos eppendorf con
heparina sodica como anticoagulante, para la
determinacion de la enzima acetilcolinesterasa.
Estando las muestras en el laboratorio, se
codificaron nuevamente con el fin de minimizar
el sesgo del analista.

La determinacion de acetilcolinesterasa y organo-
clorados se llevd a cabo en el Grupo de Salud
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Ambiental-Investigacién del Instituto Nacional
de Salud. La determinacién de organoclorados se
realiz6 por extraccion en fase sélidaendiscos C18
(SPED) en muestras de suero; posteriormente,
se cuantificé por cromatografia de gases con
detector de micro-captura de electrones (GC/
MECD), utilizando una columna cromatografica
HP-5. La enzima acetilcolinesterasa se determind
por la técnica de Limperos y Ranta (26,27).

Los criterios de inclusion estuvieron definidos
por los individuos que aceptaron participar
voluntariamente y que refirieron presentar mani-
festaciones clinicas de exposicién a plaguicidas,
maximo dentro de los cinco dias posteriores a
las aspersiones aéreas, al igual que la aplicacion
de la encuesta y la toma de muestras bioldgicas
dentro de este mismo periodo.

Se excluyeron del estudio: los individuos que
interpusieron quejas cuya exposicion ocurrié en
un municipio de un departamento diferente a
los incluidos en el proyecto; los que consultaron
cinco dias después de haber ocurrido las
aspersiones en la zona; aquéllos seleccionados
en el estudio, cuyas muestras no pudieron ser
enviadas dentro de los cinco dias posteriores ala
toma; todos los individuos que voluntariamente
no quisieron participar, y los individuos cuyas
muestras llegaron al Instituto Nacional de Salud
en neveras que estaban abiertas, con la cinta
de enmascarar rota o cuyo contenido se habia
derramado por mal empaque en el transporte.

Se llevé a cabo el estudio piloto en el 10%
del total de la poblacién de estudio. Durante
éste, se puso a prueba la encuesta, se valord
la pertinencia de las variables planteadas y se
incorporaron las sugerencias dadas, haciendo
los ajustes necesarios, tanto de instrumentos
como de tiempos y movimientos. Las personas
participantes en el estudio piloto no formaron
parte de la poblacion seleccionada en el
estudio.

Antes de iniciar la recoleccién de la informacion
y de las muestras biolégicas, se les informo
los objetivos del estudio, su importancia y los
beneficios que les traeria el participar. Una vez
aceptaron voluntariamente su participacion,
firmaron un consentimiento escrito.
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Se construy6 una base de datos en el programa
Epi-Info, version 6.04, y se realizd el andlisis
univariado de las variables de importancia
epidemioldgica. Igualmente, se emple6 el pro-
grama Stata, version 6.0, tanto para el andlisis
univariado como para el bivariado. Para este
ultimo, se cruzaron las principales variables que
caracterizan la exposicidn con los resultados del
seguimiento bioldgico. Con el fin de asegurar
la calidad de la informacion, el 100% de las
variables incluidas en la encuesta fueron
revisadas para eliminar cualquier inconsistencia
que se hubiera presentado en la fase inicial de
digitalizacién.

En el cruce de las variables, se consideraron
tablas de contingencia y se exploraron posibles
asociaciones cuando fue de interés particular,
mediante la prueba de ji al cuadrado o, en su
defecto, mediante la prueba exacta de Fisher.

Este estudio fue aprobado por el Comité Técnico
de Investigacion y el Comité de Etica del Instituto
Nacional de Salud.

Resultados

Se incluyeron en el estudio 112 personas
habitantes de zonas donde fue aplicado el
Programa de Erradicacion de Cultivos llicitos con
Glifosato, en 12 municipios de 8 departamentos.
A las 112 personas entrevistadas se les realizd
una encuesta y se les recolectaron muestras
biolégicas. Durante el transporte, 6 muestras de
orina recolectadas por el grupo de investigadores
se perdieron por derrame de las mismas, con una
pérdida de 5,4%, por lo que el total de muestras
analizadas para glifosato y acido amino-metil-
fosfénico fue de 106.

A algunos individuos captados de manera
esponténea endiferentes unidades hospitalarias,
no les fueron tomadas las muestras de sangre
para el analisis de plaguicidas organosforados,
carbamatos y organoclorados, por lo cual se
tuvo una pérdida de 7,1% y se analizaron en
total 104 muestras.

El 92,9% (104) de las muestras fueron obtenidas
directamenteporelgrupoinvestigadordelInstituto
Nacional de Salud, mediante desplazamientos
a las areas asperjadas. En el departamento
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de Putumayo, se recolectaron 46 muestras
(41,1%); en Guaviare, 20 (17,9%); en Antioquia,
18 (16,1%); en La Guajira, 17 (15,2%), y en
Magdalena, 3 (2,6%), con el acompafiamiento
de funcionarios de las respectivas direcciones de
salud. El 7,1% (8) restante fueron captadas de
manera esponténea en algunas de las unidades
hospitalarias, se recolectaron 3 muestras (2,7%)
en el departamento del Huila, 2 (1,7%)en
Santander, 2 (1,7%) en Magdalena y 1 (1,0%)
en Tolima. 2

El 99,0% de los casos del estudio procedian del
area rural; s6lo un caso (1,0%) manifesto vivir en
la zona urbana, aunque todas las exposiciones
fueron rurales. El 56,3% (63) eran hombres,
quienes en una mayor proporciéon estuvieron
expuestos a la medida de aspersién aérea
por su vinculacién a las actividades agricolas.
El restante 43,7% (49) pertenecian al sexo
femenino y fueron expuestas de forma casual.

El promedio de edad fue de 32 afos (rango, 2 a
78; DE=16) para los dos sexos; no se encontrd
una diferencia estadisticamente significativa
entre la edad y el sexo (p=0,141). La poblacion
estudiada fue predominantemente joven y se
concentré en tres grupos, el de 30 a 34 afos
(16,1%), el de 35 a 39 anos (13,4%) y el de 15
a 19 afos (11,6%). La proporcién mas baja de
la poblacion fue la menor de 15 afios y la mayor
de 50 anos representd el 13,5%. La principal
ocupacion de la poblacién fue la agricola, 51,0%
(57), seguida de las actividades domésticas,
32,0% (36), y en tercer lugar estuvieron los
estudiantes, 8,0% (9). El 37,5% (42) de la
poblaciéon se habia empleado como jornaleros
enlos 15 dias anteriores a la entrevista, el 32,1%
(36) realizaba oficios de la casa, el 10,7% (12)
eran empleados, el 8,1% (9) eran trabajadores
independientes, el 7,1% (8) eran estudiantes y
el restante 4,5% (5) se dedicaba a actividades
recreativas.

El 45,0% (51) de la poblacion estudiada se
encontraba afiliada al régimen contributivo del
Sistema General de Seguridad Social en Salud,
el 36,0% (40) no tenia ninguna afiliacion, el
18,0% (20) correspondia al régimen subsidiado
y s6lo un 1,0% (1) refiri6 ser atendido en salud
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de manera particular. Se encontr6 una poblacion
joven que en el 50,0% (56) no habia terminado la
educacion primaria y sélo el 25,0% (28) la habia
completado; hubo porcentajes muy bajos de
educacion secundaria: el 2,6% (3) no la termind
y el 4,5% (5) era bachiller; tan sélo el 1,8% (2)
tenia una educacioén universitaria. El porcentaje
de poblacion analfabeta fue de 16,1% (18).

Caracterizacion de la exposicion

Se indagd sobre la exposicion de los individuos
en el momento en que se llevaron a cabo las
aspersiones aéreas con glifosato. El 71,4%
(80) de los casos manifestd que la forma de
exposicion fue por el aire y el 38,4% (43) refirio
que tuvo contacto directo con la mezcla al caerle
durante la aspersion; el 5,4% (6) restante tuvo
exposicion por alguna fuente de agua. No se
hallé exposicion por alimentos u otra fuente.

En relacién con el abastecimiento de agua para
consumo humano, se encontré que 24,1% (27)
recogia el agua lluvia, el 19,6% (22) la obtenia
de un pozo o aljibe, el 50,0% (56) del rio o
quebrada, el 1,0% (1) del acueducto y el 5,3%
(6) restante de otras fuentes, incluidos pequefios
acueductos, lo cual indica la ruralidad de la
poblacion estudiada y la carencia de sistemas
de acueducto en las zonas.

El 25,9% (29) de los individuos incluidos en el
estudio informaron que en el momento de la

Efectos del glifosato sobre la salud

exposicion se hallaban realizando actividades
propias del hogar, el 20,5% (23) en actividades
recreativas, el 17,0% (19) cultivando, el 11,6%
(13) en el trabajo habitual, el 7,1% (8) caminando
por la zona asperjada y el 17,9% (20) restante
realizando diferentes labores.

Historia ocupacional

El 50,0% (56) de la poblaciéon refirié el uso de
plaguicidas en su trabajo, y se encontraron 45
nombres comerciales de agroquimicos. En el
cuadro 1 se citan los 10 mas utilizados, con un
promedio de uso de 3,6 plaguicidas por persona.
El tiempo que llevaban utilizando los plaguicidas
fue, en promedio, de 84,8 meses (rango, 2 a
480; DE=105,3) y refirieron aplicar plaguicidas
en promedio 5,6 horas al dia (rango, 1 a 12;
DE=2,8).

En relacién con las labores realizadas durante el
periodo que no estan empleando plaguicidas, 23
(41,1%) individuos refirieron estar desyerbando,
19 (33,9%) cultivando, 9 (16,1%) realizando
oficios del hogar y 5 (8,9%) en diferentes
actividades.

Los principales nombres comerciales de los
plaguicidas empleados fueron: Gramoxone®,
Tamaron®, Roundup®, Anikil®, Panzer®,
Furadan®y Metil-paration®, entre otros. La dosis
letal 50 de los ingredientes activos de los diez
plaguicidas mas utilizados reportados por los

Cuadro 1. Distribucién de plaguicidas empleados por nombre comercial, categoria toxicolégica, organismos que controla y

grupo quimico, Colombia 2006.

Nombre Categoria Tipo de organismo Grupo quimico N %
comercial® toxicologica que controlan
Gramoxone | Herbicida Bipiridilo 29 25,9
Tamaron | Insecticida Organofosforado 20 17,9
Roundup \% Herbicida N-fosfonometil- glicina 18 16,1
Anikil 1] Herbicida Clorofenol 8 71
Panzer I\, Herbicida N-(fosfonometil) glicina 7 6,3
Furadan | Insecticida Carbamato 7 6,3
Metil paration | Insecticida Organofosforado 7 6,3
Glifosato \Y, Herbicida N-fosfonometil- glicina 6 54
Manzate ] Fungicida Ditiocarbamato 5 4.5
Gramafin | Herbicida Bipiridilo 5 45
Total 112 100

Fuente: Encuesta individual, Instituto Nacional de Salud, 2006
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Cuadro 2. Dosis letal 50 (DL50) de los plaguicidas reportados por los individuos del estudio, Colombia, 2006.

Nombre comercial®

Ingrediente activo

DL50
cutanea

Gramoxone Paraquat

Tamaron Metamidofos
Roundup Glifosato

Anikil 2,4-D (éster butilico)
Panzer Glifosato

Furadan Carbofuran

Metil paration Metil paration
Glifosato Glifosato

Manzate Mancozeb
Gramafin Paraquat dicloruro

236 mg/kg para conejos
130 mg/kg para ratas
5.000 mg/kg para conejos
>2.000 mg/kg para conejos
5.000 mg/kg para conejos
>3.000 mg/kg para ratas
50 mg/kg para ratas

5.000 mg/kg para conejos
>5.000 mg/kg para conejos
236 mg/kg para conejos

Fuente: United States Environmental Protection Agency (30)

individuos del estudio, se muestra en el cuadro
2. El 45,0% (90) fueron herbicidas; 44,0% (88),
insecticidas, y 11,0% (22), fungicidas.

Los plaguicidas usados por la poblacion de
estudio fueron de categoria I, extremadamente
toxicos, 45,5% (92), seguidos de los de la
categoria 1ll, moderadamente téxicos, 22,8%
(46), la categoria 1V, ligeramente toxicos, 19,3%
(39) vy, por ultimo, la categoria I, altamente
toxicos, 12,4% (25).

La distribucion de los plaguicidas por categoria
toxicologica se presenta en el cuadro 3. Entre
los plaguicidas de categoria toxicolégica IV,
ligeramente téxicos, el herbicida glifosato
fue el mas utilizado, tal como se reporta en la
literatura mundial. Todos los productos con los
nombres comerciales anotados en el cuadro
3 para esta categoria, tienen como principio
activo N-fosfonometil-glicina. En general, la
poblacion no reconoce que las sustancias que
usan contienen el mismo ingrediente activo que
se emplea en las aspersiones aéreas, es decir,
el herbicida glifosato.

Pese a que los organoclorados fueron prohibidos
en el pais, se reportd el uso de los insecticidas
tionil y tiodan. Los organofosforados fueron el
grupo quimico de mayor uso en la poblacién de
estudio, 29,2% (59), y éste es el grupo que mas
intoxicaciones agudas causa en el pais (28,29).

En segundo lugar, la N-fosfonometil-glicina,
19,3% (39), seguida de los bipiridilos, 16,8%
(34), y los carbamatos, 10,4% (21), entre otros.
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Cuadro 3. Distribucién de plaguicidas empleados por
categoria toxicolégica, Colombia, 2006

Categoria Nombre No. %
toxicologica comercial®

| Gramoxone 29 31,5

Tamaroén 20 21,7

Metil paratién 7 7,6

Furadan 7 7,6

Gramafin 5 5,4

Il Aniquil 8 14,3

Puntouno 4 7.1

Cipermetrina 3 54

Paredon 2 3,6

Latigo 1 1,8

Elsan 1 1,8

1] Manzate 5 10,9

Lorsban 5 10,9

Sevin 4 8,7

Malation 4 8,7

\% Glifosato 4 10,7

Roundup 12 32,1

Panzer 5 12,5

Faena 3 71

Socar 1 3,6

Estelar 1 3,6

Fuente: Encuesta individual, Instituto Nacional de Salud,
2006

Respecto a la capacitacién sobre el manejo
seguro de los plaguicidas, s6lo 11 (19,6%) de
los que utilizaban plaguicidas refirieron haberla
recibido alguna vez en su vida.

Entre las 56 personas que utilizaban plaguicidas,
55,4% (31) tenia la costumbre de almacenarlos
fuera de la casa, 23,2% (13) lo guardaba
dentro de la casa y 21,4% (12) disponia de un
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area exclusiva para su almacenamiento. Los
recipientes fueron destinados para almacenar
agua, 1,8% (1); quemados, 35,7% (20); ente-
rrados, 16,1% (9); utilizados para guardar otros
plaguicidas, 7,1% (4); botados a campo abierto,
35,7% (20), y un porcentaje bajo, 1,8% (1),
arrojados al agua.

La proteccion personal era precaria. Del total de
personas que utilizaban plaguicidas (56), 96,4%
(54) no empleaba uniforme en esta actividad; la
labor de fumigacién la realizan con la misma ropa
de uso diario. No se reportd proteccién ocular
con visores o0 monogafas; solo el 5,4% (3) usaba
proteccién en los miembros superiores (guantes
cortos), 7,2% (4) refirié tener alguna proteccion
respiratoria con tapabocas o mascarilla y, para
la proteccion del cuerpo, 5,4% (3) empleaba
camisa; el elemento mas utilizado fueron las
botas de cafa alta y cafia baja, 66,1% (37).

En relacion con las medidas de higiene, 64,3%
(36) utilizaba para las aplicaciones la misma
ropa de trabajo que empleaba en sus actividades
habituales y 91,1% (51) se cambiaba la ropa y
se bafaba al finalizar la jornada laboral; 89,3%
(50) se cambiaba diariamente, 8,9% (5) dos
veces a la semana y el resto, una vez a la
semana. La mitad de la poblacién que trabajaba
con plaguicidas lavaba la ropa contaminada
en sus casas y el restante 50% la lavaba en
cafos, quebradas y rios. El 48,2% (27) la lavaba
mezclada con el resto de la ropa de la familia.

Respecto a los habitos, 46,4% (26) de los
trabajadores se alimentaba en el cultivo; de
éstos, 65,4% (17) lo hacia siempre y 34,6% (9)
ocasionalmente. El 73,1% (19) se lavaba las
manos siempre antes de ingerir los alimentos,
15,4% (4) lo hacia ocasionalmente y 11,5% (3)
de los entrevistados nunca lo hacia. Del total
de personas incluidas en el estudio, 19 (17,0%)
fumaba y 46 (41,1%) consumia licor; de las que
fumaban, 9 (47,4%) lo hacia dentro del cultivo,
con una frecuencia de 6 a 10 cigarrillos al dia.
De los individuos que reportaron consumir
licor, 19,6% (9) lo hacia una vez a la semana
y el mismo porcentaje refirio ingerirlo dos
veces al mes; igualmente, 43,5% (20) lo hacia
ocasionalmente.

Efectos del glifosato sobre la salud

De las 112 personas entrevistadas, 12,5% (14)
manifestd haberse intoxicado con plaguicidas
alguna vez en su vida; 57,2% (8) de éstas, utilizd
remedios caseros, 35,7% (5) consulté al médico
y 7,1% (1) no hizo nada al respecto. El plaguicida
reportado como el que mayores intoxicaciones
causo, fue el Furadan® (37,5%), seguido por
el Tamaron® (28,6%), el Lannate® (14,3%), el
Lorsban® y el Metavin® (7,1%).

Actitud frente al Programa de Erradicacioén
de Cultivos llicitos con Glifosato

De igual forma, se indagd sobre la percepcién
individual del Programa de Erradicaciéon de
Cultivos llicitos con Glifosato. Se reporté que
sblo 7,1% (8) creia que es una politica de
Estado que debe realizarse. El 68,7% (77) de
los encuestados pensaba que las aspersiones
podian producir efectos sobre la salud,
67,0% (75) que afectaban los cultivos licitos;
52,7% (59), el medio ambiente; 51,8% (58),
los animales; 42,9% (48), la economia, y un
porcentaje minimo no respondieron (0,9%).
Igualmente, se les pregunté de sus sentimientos
acerca de las aspersiones, y se obtuvo que la
mayor impresion fue la tristeza (61,6%), seguido
de la desesperanza (25,0%), las ganas de
irse (23,2%), el rechazo (15,2%), el miedo y la

depresién (14,3%).
Manifestaciones clinicas

En el cuadro 4 se describen los sistemas en los
cuales previamente se agruparon los sintomas
reportados por los individuos que conformaron
el estudio. La mayoria de sintomas reportados
se relacionan principalmente con alteraciones
neurolégicas y de piel. En cuanto a las
alteraciones neuroldgicas, 82,2% (92) manifesto
algun sintoma, y los principales fueron cefalea,
37,5% (42), mareo, 9,8% (11), y sudoracion
profusa y vision borrosa, 7,1% (8). Entre las
manifestaciones de piel, 71,5% (80) refirié alguna
de ellas; el prurito, 35,7% (40), y el eritema,
20,5% (23), fueron las mas mencionadas.

Los otros sistemas implicados en la mayoria de
las manifestaciones clinicas fueron el sistema
digestivo, 68,8% (77), y los organos de los
sentidos, 42,9% (48). Es importante aclarar
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que cada persona pudo haber mencionado mas
de una manifestacion clinica al momento de
realizarle la encuesta.

Biomarcadores de exposicion y efecto

Respecto a los biomarcadores de exposicion
y de efecto que se emplearon en el estudio,
en el cuadro 5 se muestran los resultados
para glifosato y su metabolito, acido amino-
metil-fosfénico, teniendo en cuenta el limite
de deteccion y de cuantificacion del método
cromatografico. Es de aclarar que el limite de
deteccion para glifosato es 0,5 ug/L, es decir,
por debajo de este limite el equipo no tiene
la capacidad de detectar concentraciones de
glifosato. Por encima de este limite, se puede
detectar que existe alguna concentracion de
glifosato, pero no siempre se puede cuantificar.
El limite de cuantificacién para glifosato es de 2
Mg/L, por debajo del cual se puede detectar pero
Cuadro 4. Manifestaciones clinicas reportadas por los

individuos incluidos en el estudio agrupadas por sistemas,
Colombia, 2006.

Sistemas N %
Neuroldgico 92 82,2
Piel 80 71,5
Digestivo 77 68,8
Organos de los sentidos 48 42,9
Respiratorio 25 22,3
Hematopoyético 24 21,5
Cardiovascular 10 9,0
Urinario 4 3,6

Fuente: Encuesta individual, Instituto Nacional de Salud,
2006
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no cuantificar, y por encima de este limite se
puede cuantificar y, por lo tanto, hay la certeza
de que se encuentra glifosato en la muestra de
orina analizada. Lo mismo sucede con el acido
amino-metil-fosfonico, cuyo limite de deteccién
es de 1 yg/L y el de de cuantificacion es de 15

Ma/L.

El valor promedio de las concentraciones de
glifosato en orina fue de 7,6 ug/L, con un rango
de 0 a 130 pg/L y una desviacion estandar (DE)
de 18,6, y para acido amino-metil-fosfénico, el
promedio fue de 1,6 ug/L, con un rango de 0 a
56 ug/L y una DE de 8,4.

En relacién con el glifosato, se encontré que en
60,4% (64) de las muestras de orina analizadas
no se detecté este herbiciday en 39,6% (42) si se
detectd. La totalidad de muestras en las cuales
se detecto glifosato fue igualmente cuantificada.
Para el &acido amino-metil-fosfénico, 96,2%
(102) de las muestras no fueron detectadas y
3,8% (4) fueron detectadas; asimismo, el total
de muestras detectadas fueron cuantificadas.

De los 42 individuos que tuvieron niveles de
glifosato cuantificables, 4 (9,5%) presentaron
niveles de acido amino-metil-fosfonico cuantifi-
cables; estos ultimos tenian niveles de glifosato
de 58,8 pg/L en promedio, con un rango de 28
a 130 pg/L.

Del total de individuos con niveles cuantificables
de glifosato, 27 (64,3%) reportaron el uso de
este herbicida con cualquiera de sus diferentes
nombres comerciales en actividades agricolas

Cuadro 5. Resultados de glifosato y acido amino-metil-fosfonico en orina de los individuos incluidos en el estudio, Colombia,

2006.
Glifosato Valores N %
Limite de deteccién: 0,5 pg/L No detectado 64 60,4
Detectado 42 39,6
Limite de cuantificacion: 2 pg/L Detectado no cuantificado 0
Cuantificado 42 39,6
Acido amino-metil-fosfénico Valores N %
Limite de deteccién: 1 pg/L No detectado 102 96,2
Detectado 4 3,8
Limite de cuantificacion: 15 pg/L Detectado no cuantificado 0
Cuantificado 4 3,8

Fuente: Centro Toxicolégico de Québec (Canadéa), 2006
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y, de los 4 con niveles cuantificables de acido
amino-metil-fosfonico, 2 (50%) reportaron el uso
de glifosato como ingrediente activo en labores
agricolas.

El departamento de Putumayo presenté el mayor
numero de individuos a quienes se les detectd
tanto glifosato (23) como acido amino-metil-
fosfonico (4) en orina, seguido por Guaviare
(10), La Guaijira (5) y Antioquia (4).

Ladeterminaciéndelaenzimaacetilcolinesterasa
se empled como biomarcador de efecto por
exposicidon a plaguicidas organofosforados vy
carbamatos. De todos los individuos participantes
en el estudio, 91,3% (95) present6 valores
mayores o iguales a 75%, y 8,7% (9), valores
menores a 75%, de los cuales, 7,1% (8) tuvieron
valores de 62,5% y un solo individuo presenté un
valor de inhibicién de la acetilcolinesterasa del
50%. Todos los trabajadores que tuvieron valores
anormales se encontraron en un rango de 50% a
62,5%, que indica probable sobreexposicion; no
se encontrd ningun valor entre 25%y 37,5%, que
representa una sobreexposicién seria, ni entre
0% y 12,5%, que muestra sobreexposicion muy
seria y peligrosa. Por la técnica de Limperos y
Ranta, los porcentajes iguales o mayores de 75%
deinhibicién de la enzima acetilcolinesterasa son
normales y los menores a 75% se consideran
anormales. De todo el grupo de estudio, en 8 no
fue posible tomar la muestra de sangre para la
determinacion de acetilcolinesterasa.

Putumayo fue el departamento que presentd
el mayor porcentaje (77,8%) de individuos con
inhibicién de la acetilcolinesterasa._

Igualmente, se realizaron las determinaciones
para 13 plaguicidas organoclorados en suero.
Es importante aclarar que los derivados clorados
tienen diferentes estructuras quimicas que se
pueden clasificar de la siguiente manera:

DDT y compuestos analogos: DDT, DDE,
metoxicloro y dicofol, entre otros.

Hexacloro ciclohexano y compuestos analogos:
HCB y el lindano.

Ciclodienos: aldrin, dieldrin, endrin,
telodrin y endosulfan.

isodrin,

Efectos del glifosato sobre la salud

Lindenos clorados: clordano,
nonaclor.

heptacloro y

Terpenos o canfenos policlorados: toxafeno y
strobane (28)

Hay que tener en cuenta que una persona
puede tener mas de un metabolito. De todos
los plaguicidas analizados, el heptacloro fue el
que se presentd con mayor frecuencia, 64,3%
(72), seguido del 4,4-DDE (metabolito del DDT),
17,0% (19); el aldrin, 14,3% (16); el gamma-
hexaclorobenceno, 10,7% (12), y el alfa-
hexaclorobenceno, 8,9% (10). Teniendo en cuenta
la cantidad encontrada de estos plaguicidas al
ser analizados en suero, el heptacloro mostro el
promedio més alto, 9,1 ng/L, y un rango de 0
a 43,8, seguido por el 4,4-DDT, 5,9 ng/L, y un
rango de 0 a 284,9. El departamento con mayor
frecuencia de casos con niveles de plaguicidas
organoclorados en suero fue Putumayo, seguido
por Guaviare y La Guajira.

Analisis bivariado

Serealizoé el andlisis bivariado entre los diferentes
valores de los biomarcadores empleados y las
variables incluidas en la encuesta.

La edad fue estratificada en tres grupos de 2 a
14 afios, de 15 a 44 anos y de 45 a 78 anos; se
hall6 que en el grupo de 15 a 44 afos estuvo
el mayor porcentaje (40,2%) de individuos que
trabajaba con plaguicidas, con una asociacion
estadisticamente significativa (p<0,005).

Relaciéon de variables con los niveles de
glifosato y su metabolito, acido amino-metil-
fosfonico, en orina

Los resultados de glifosato y acido amino-metil-
fosfonico cuantificado fueron relacionados con
los elementos de proteccion personal y las
medidas de higiene industrial, como cambio de
ropa y ducharse el cuerpo al finalizar la jornada
laboral, lavarse las manos antes de ingerir los
alimentos y consumir alimentos en el sitio de
trabajo, entre otras. Aunque son 56 las personas
que refirieron el uso de plaguicidas, a tres de
ellas no fue posible analizarles glifosato y el
acido amino-metil-fosfénico en orina, por lo que
el analisis se efectuo con 53 personas. No se
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encontré ninguna asociacion estadisticamente
significativa entre elementos de proteccion
personal y las medidas de higiene industrial
(p>0,005), y los niveles de glifosato en orina.
Para la determinacién del acido amino-metil-
fosfonico cuantificado en orina se encontré una
asociacion entre esta variable y el no uso de
tapabocas desechable (p=0,001), al igual que
con el uso de camisa manga larga (p<0,005).

Los resultados de los niveles de glifosato y
acido amino-metil-fosfonico cuantificados y la
sintomatologia reportada en las encuestas, no
mostraron una asociacion estadisticamente
significativa (p>0,005). Sin embargo, los sin-
tomas que con mayor frecuencia reportaron
los individuos que tenian valores de glifosato
y é&cido amino-metil-fosfénico cuantificables
fueron cefalea, seguida por ardor ocular,
fiebre, mareo y sequedad en la piel. Teniendo
en cuenta que no se encontré una asociacion
estadisticamente significativa entre cada una
de las manifestaciones clinicas y los niveles de
glifosato y acido amino-metil-fosfonico cuanti-
ficados, se agruparon los sintomas por sistemas,
y tampoco se hallé relacion.

No se encontré6 asociacion estadisticamente
significativa entre antecedentes toxicolégicos,
como fumar, consumir licor o haberse intoxicado,
con los niveles de glifosato (p>0,005); pero, en
cambio, el antecedente de intoxicacion con
plaguicidas y niveles de &cido amino-metil-
fosfénico cuantificados en orina si presento
asociacion (p=0,027).

Tal como se observa en el cuadro 6, se encontrd
una relacion estadisticamente significativa entre
el uso de glifosato terrestre (manual) y los niveles
de este herbicida en orina (OR=2,54; IC95%
1,08-6,08), mientras que para el acido amino-
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metil-fosfénico no hubo una relacion significativa
(OR=0,24; 1C95% 0,02-4,47).

En relacion con la via de exposicion, 33 (78,6%)
de los individuos que tenian glifosato cuantificado
refiieron como via de exposicién la aérea
(p=0,346) y 16 (38,1%), la dérmica (p=0,294).
Las mismas vias se reportaron en quienes
se detectd el metabolito acido amino-metil-
fosfonico, 4 (100%) por via aérea (p=0,222) y 2
(50%) por via dérmica (p=0,816). Sin embargo,
no se encontrd asociacién entre estas variables
(p>0,005).

Relaciéon de variables con los niveles de
acetilcolinesterasa en sangre

Se estudio larelacién de las variables edad, sexo
y via de exposicién a plaguicidas con los niveles
de acetilcolinesterasa, sin que se encontrara
una asociacion significativa (p>0,005).

En cuanto al uso de elementos de proteccién
personal y las medidas de higiene industrial con
los niveles de acetilcolinesterasa, no se encontro
una diferencia significativa entre los que tienen
dichos niveles normales y anormales.

La cefalea (39,5%) y el ardor ocular (23,7%)
fueron las manifestaciones clinicas que con
mayor frecuencia reportaron los individuos con
niveles de acetilcolinesterasa anormal. Soélo
se encontr6 una asociaciéon estadisticamente
significativa entre el aumento de los valores
de acetilcolinesterasa y la resequedad de piel
(p=0,046) y el ardor ocular (p=0,003).

Relacion de las diferentes variables con
los niveles en suero de los plaguicidas
organoclorados

Al relacionar el uso de elementos de proteccion
personal y las medidas de higiene industrial

Cuadro 6. Relacion entre los niveles de glifosato y AMPA'y el uso de este herbicida terrestre (manual), Colombia, 2006.

Niveles de glifosato

Niveles de acido amino-metil-fosfénico

Si No
Uso de glifosato Si 27 29
No 15 41

(OR=2,54; 1C95% 1,08-6,08)

Si No
Uso de glifosato Si 2 54
No 2 16

(OR=0,24; IC95% 0,02-4,47)

Fuente: Encuesta individual, Instituto Nacional de Salud, 2006
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con la presencia de organoclorados en suero,
no se encontr6 asociacion entre estas variables
(p>0,005). Sin embargo, un alto porcentaje de los
individuos con organoclorados en las muestras
de suero, trabajaba con la ropa de calle (85,7%),
la cambiaban al finalizar la jornada laboral
(80,3%) y se duchaban al terminar la misma
(82,1%), pero no empleaban ningun elemento
de proteccion personal al usar este tipo de
plaguicidas altamente liposolubles.

La presencia o ausencia de organoclorados se
relacioné con cada una de las manifestaciones
clinicas reportadas en el estudio; sin embargo,
no se encontrd asociacion con ninguna de ellas,
ni tampoco cuando las manifestaciones se
agruparon por sistemas.

Discusion

Los estudios en poblaciones humanas expuestas
a agentes ambientales nocivos para la salud,
constituyen en la actualidad el objeto de nume-
rosas investigaciones epidemiolégicas y toxicolo-
gicas, partiendo del hecho de que cualquier
exposicion a productos potencialmente peligrosos
debe ser evitada en la medida de lo posible; sin
embargo, no hay que desconocer que numerosos
individuos por razones de su trabajo estan en
contacto directo con productos quimicos, en
quienes se incrementa la probabilidad de sufrir
efectos adversos sobre su salud (29).

El herbicida glifosato se utiliza ampliamente en
la agricultura y para la erradicacion de la coca
y la amapola. En Colombia se estima que de
10% a 14% del uso total es para el programa
de erradicacion (7). Los hallazgos de esta
investigacion corroboran los resultados de otros
estudios (7) sobre la amplia utilizacién de los
plaguicidas y de otras sustancias empleadas,
tanto en la produccién de coca y amapola como
en la agricultura; y, mas alla del objetivo mismo,
el estudio permitié confirmar el amplio uso del
glifosato en la poblacion y tener un panorama
real de la problematica del uso indiscriminado
de plaguicidas en ocho departamentos del pais.

Todos los individuos (112) incluidos en el estudio
vivian en zonas donde fue aplicado el Programa
de Erradicacién de Cultivos llicitos con Glifosato,
y Putumayo fue el departamento donde se
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recolecté el mayor nimero de muestras. El
99,0% de los individuos del estudio procedia
de la zona rural y s6lo una persona manifesté
vivir en zona urbana, aunque la exposiciéon a
glifosato se produjo en el area rural; de éstos, el
mayor porcentaje pertenecia al sexo masculino
(56,3%), con un rango de edad muy amplio que
oscilo entre los 2 y los 78 afnos. En el grupo de
edad de 30 a 34 afos se presenté el mayor
porcentaje de los individuos estudiados, lo que
indica que es poblacién laboralmente activa
y que son los adultos jovenes los que mas se
emplean en las actividades de cultivos ilicitos.

La tercera parte de los individuos manifesté no
tener ninguna afiliacién al SGSSS (36,0%). Lo
anterior puede deberse a que la mayoria de
trabajadores labora informalmente y no tiene
un contrato de trabajo. El 45,0% de la poblacion
refirio estar afiliada al régimen contributivo, lo
que les permite acceder a la atencion en salud.

La proporcion de poblacion afiliada al régimen
contributivo (45,5%) fue mayor a la que no tenia
ninguna afiliacién al SGSSS (36,0%) y, aunque
no se puede explicar lo primero, lo segundo es
un indicador de la condicién de informalidad
laboral. El porcentaje restante (17,8%) pertenece
al régimen subsidiado y sélo 0,9% es atendido
de forma particular.

Entre los individuos encuestados se encontrd
un porcentaje alto de poblacién que refirié ser
analfabeta, cifra que super6 al promedio nacional
que es del 13,0%. Es importante resaltar que
50,0% de la poblacién no habia terminado la
educacion primaria.

Un alto porcentaje de las personas que confor-
maron la muestra manifestaron que la forma
como se expusieron al glifosato fue por el aire,
seguida por el contacto directo que tuvieron con
el herbicida en el momento de la aspersion.
Lo anterior se confirma ya que la poblacion
menciond haber estado realizando actividades
como cultivar y caminar por la zona asperjada,
lo que evidencia la exposicién durante las
aspersiones aéreas.

El 51,0% de la poblacién estudiada realiza
actividades agricolas, 50,0% utiliza plaguicidas y
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37,5% se habia empleado como jornalero en los
15 dias anteriores ala entrevista, oficio en el cual
puede haber mayor probabilidad de exposicién
a plaguicidas; por lo tanto, la exposicion de
estos individuos no es exclusivamente por las
aspersiones aéreas que realiza el Programa de
Erradicacionde Cultivos llicitos con Glifosato, sino
por exposicion ocupacional. Estos trabajadores
agricolas se dedican a varios tipos de cultivos,
entre ellos la coca; por ende, las necesidades en
funcién del control de plagas y enfermedades del
cultivo son diferentes y conlleva a la utilizacion
de gran cantidad de productos, incluso al empleo
de mezclas complejas de diferentes compuestos
sin atender ninguna férmula o medida. Lo anterior
se corrobora con el hallazgo de 45 nombres
comerciales de agroquimicos y que 50,0% de
la poblacion refirio el uso de plaguicidas en
su trabajo por un tiempo prolongado que, en
promedio, fue de 7 afos y 8 meses, lo que se
considera como una exposicidon crénica que
pudiera desencadenar efectos a largo plazo.

Los herbicidas fueron el principal grupo de
plaguicidas utilizado por la poblacion que
realiza actividades agricolas, seguido por los
insecticidas y fungicidas, datos que concuerdan
con los productos registrados por el Instituto
Colombiano Agropecuario como de mayor
comercializacién en el pais (30).

Es importante resaltar que el mayor porcentaje
de los plaguicidas empleados por la poblacién
de estudio pertenecen a la categoria toxicologica
I, extremadamente téxicos, seguido por la
categoria Ill, medianamente téxicos.

El plaguicida mas frecuentemente utilizado
fue el Gramoxone® (paraquat (1,1-dimetil,4,4-
bipiridilo), clasificado como extremadamente
toxico.

Es importante resaltar que los encuestados
informaron el uso de plaguicidas organoclorados,
los cuales se encuentran prohibidos en el
pais desde 1993 por el Ministerio de Salud
(Resolucién 10255/93).

Entre los plaguicidas de categoria toxicolégicallV,
el glifosato fue el mas utilizado, lo que concuerda
con informado en la literatura mundial (7), y se
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encontraron seis nombres comerciales cuyo
ingrediente activo es N-fosfonometil- glicina. Sin
embargo, la poblacién no reconoce que estos
plaguicidas contienen glifosato.

Al ordenar los plaguicidas mencionados por los
individuos del estudio teniendo en cuenta la
DL,, se encontrd que los plaguicidas con una
menor DL, fueron aquéllos que tienen como
ingrediente activo el metamidofos, monocrotofos
y paraquat, es decir, son los de mayor toxicidad.
El glifosato fue el plaguicida con la mayor DL ,
lo que indica menor toxicidad.

Un porcentaje muy bajo de las personas que
utilizan plaguicidas recibieron capacitacion sobre
uso y manejo de los mismos alguna vez en
su vida, razén por la cual la mayoria de los
encuestados desconoce los posibles efectos
que puede desencadenar la exposicion a
plaguicidas, y no tiene informacion sobre los
elementos de proteccion y las medidas de
higiene industrial que deben seguir cuando
estan trabajando con estas sustancias quimicas.
Aunque varias de las personas (55,4%) refieren
almacenar los plaguicidas fuera de la casa,
23,2% menciond guardarlo dentro de la misma,
lo cual puede ocasionar un incremento potencial
de la exposicién a plaguicidas, no solo para el
trabajador que lo utiliza sino para su familia,
como estéa reportado en otros estudios (31).

Un aspecto critico identificado es la forma como
se almacenan y disponen estas sustancias y sus
desechos. Los recipientes de los plaguicidas son
reutilizados para almacenar agua y otros son
quemados, enterrados, botados a campo abierto
o arrojados al agua, lo que esta ocasionando
contaminacion del medio ambiente.

En relacion con los elementos de proteccién
personal, se encontr6 que realizan las labores
de aplicacion de plaguicidas con la ropa de uso
diario y no utilizan elementos de proteccion en
cara, tronco ni manos; el uso de botas fue el
Unico elemento que present6 una frecuencia
importante; sin embargo, su uso se debe mas a
unaprotecciéndetipofisicoporlascondicionesdel
terreno en donde se labora que a una proteccién
especifica por el empleo de plaguicidas.
Los individuos del estudio refirieron que no
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tienen uniforme o ropa especial para el trabajo
con plaguicidas y, ademas, lavan esta ropa
mezclada con el resto de ropa de la familia,
exponiéndose los miembros de la familia al
riesgo de intoxicacién por dichas sustancias.

Esta situacion explica como 12,5% de estas
personas manifestaron haber sufrido en su
vida alguna intoxicacion con plaguicidas,
especificamente con Furadan®, Tamaron®,
Lannate® y Metavin®, todos de categoria
toxicologica | y pertenecientes al grupo de los
organofosforados y carbamatos, los cuales
son todavia los insecticidas mas usados en el
mundo y los que producen el mayor numero de
intoxicaciones agudas en nuestro pais.

Cuando se presenté alguna sintomatologia
de intoxicacién, sélo un pequefio porcentaje
refirid consultar al médico y el resto prefirié
tomar remedios caseros, lo que dificulta el
correcto diagnéstico y tratamiento del paciente
intoxicado, como también la notificacion del
caso al SIVIGILA. En consecuencia, se podria
plantear la hipétesis de que existe un subregistro
de los casos de intoxicacion por plaguicidas
reportados al SIVIGILA.

Por otro lado, al indagar sobre la actitud frente
al Programa de Erradicacion de Cultivos
llicitos con Glifosato, s6lo 7,1% reconoce que
es una politica de Estado que debe llevarse a
cabo, pero la mayoria de ellos piensan que las
aspersiones producen efectos sobre la salud,
el medio ambiente, los animales, afectan la
economia y los cultivos licitos. Como se ha
expresado en otras publicaciones, se encuentran
diferentes posiciones respecto a esta medida,
las cuales son irreconciliables y ninguna puede
considerarse irrefutable (32).

Entre las manifestaciones clinicas informadas,
la mayoria de los sintomas se relacionan
con alteraciones neurologicas y de piel. Las
alteraciones neuroldgicas, como cefalea, mareo,
sudoracién profusa y vision borrosa, se
pueden relacionar con el uso de plaguicidas
organofosforados y carbamatos, mientras que
las alteraciones en piel pueden desencadenarse
con el empleo de cualquier sustancia quimica,
incluidos los plaguicidas como glifosato, organo-
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fosforados y carbamatos (33). Igualmente, las
manifestaciones del sistema digestivo, como
vémito, nauseas, dolor abdominal y diarrea, se
pueden presentar por la ingestion de multiples
sustancias quimicas, pero también pueden tener
origen bacteriano y viral, entre otras causas.

Del 39,6% de los individuos con glifosato
cuantificable, 64,3% reporté el uso de este
herbicida en sus actividades agricolas vy, del
3,8% que presentaron el metabolito acido amino-
metil-fosfénico, 50% igualmente lo empleaban
en labores agricolas. Es decir que el porcentaje
restante de individuos que no lo empleaban
directamente, pudieron haber tenido exposicién
por cercania a los lugares donde se aplica el
herbicida de forma manual o por las aspersiones
aéreas con glifosato.

Se detectd que el departamento con el mayor
numero de individuos con glifosato y acido
amino-metil-fosfénico fue Putumayo, seguido
por Guaviare, los cuales tienen amplia actividad
agricolay de cultivosiilicitos; por tanto, son zonas
objeto del programa Programa de Erradicacién
de Cultivos llicitos con Glifosato.

Al relacionar los resultados cuantificados de
glifosato y acido amino-metil-fosfonico con los
elementos de proteccién personal y las medidas
de higiene industrial, aunque no se encontré
ningunaasociacionestadisticamentesignificativa,
si se describe el bajo uso de elementos de
proteccion personal para ojos, via respiratoria,
tronco y miembros superiores e inferiores.

La sintomatologia reportada en las encuestas
relacionada con los niveles de glifosato y acido
amino-metil-fosfonico cuantificados, no dio
tampoco asociaciones estadisticamente significa-
tivas. Los sintomas que con mayor frecuencia
reportaron fueron cefalea, seguida por ardor
ocular, fiebre, mareo y sequedad en la piel.
Tanto la cefalea como el ardor ocular y la
sequedad en la piel son manifestaciones que se
pueden presentar por la exposicion a glifosato;
sin embargo, son muy inespecificas y ocurren por
exposicion a multiples sustancias quimicas (34).

Al agrupar las manifestaciones clinicas por
sistemas, los sintomas de piel, 6rganos de los
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sentidos y neurolégicos se relacionaron con
niveles de 2 pg/L o mayores. Los sintomas en
piel, como eritemay prurito, se pueden presentar
por exposicion a glifosato, al igual que los de los
organos de los sentidos, como enrojecimiento
de los ojos y ardor ocular, ya que este herbicida
tiene accién irritante sobre piel y mucosas.
Respecto al sistema nervioso, el glifosato no lo
afecta; el sintoma mas frecuente fue la cefalea,
la cual puede desencaderse por innumerables
causas.

Antecedentes toxicoldégicos como fumar o con-
sumir licor, no se relacionaron con los niveles
cuantificados de glifosato y de acido amino-
metil-fosfénico. Especificamente, el habito de
fumar no incrementa la absorcién por esta
via, debido a que este plaguicida no es una
sustancia volatil que ingrese facilmente por
inhalacion. En relacion con la via de exposicion,
los individuos que tenian glifosato cuantificado
refirieron la respiratoria y la dérmica, las cuales
estan relacionadas con el ingreso del herbicida,
tanto por las aspersiones aéreas como por su
uso en actividades agricolas.

La exposicion a plaguicidas con glifosato como
ingrediente activo en actividades agricolas, no
produjo un aumento significativo de los niveles
cuantificables de glifosato y acido amino-metil-
fosfonico en orina; es decir que el hecho de
ser agricultor laboralmente expuesto a tales
compuestos no se refleja en la deteccion de
glifosato en orina o de su metabolito; esto se
debe a la rapida excrecion de este herbicida por
el organismo (7-9).

Respecto al biomarcador de efecto, como
es la determinacion de la acetilcolinesterasa
para evaluar la exposicibn a plaguicidas
organofosforados y carbamatos (28), sélo el
8,7% de los que refirieron emplear estos
plaguicidas presentaron valores anormales, a
pesar de que fue el grupo quimico mas utilizado.
Una limitacién de nuestro estudio es que el
valor de la actividad de la acetilcolinesterasa
debe establecerse antes de la exposicion a
estas sustancias quimicas y, al menos, con
un seguimiento en las 72 horas siguientes a
la terminacién de la exposicién. Por lo tanto,
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el bajo porcentaje de individuos con valores
anormales, puede deberse a que la muestra
para la determinacion de este biomarcador se
tomd al mismo tiempo que se recolectaron las
muestras para la determinacion de glifosato y
organoclorados, por o que no se tuvo en cuenta
el tiempo transcurrido entre la Ultima exposicién
a organofosforados y carbamatos y la toma de
la muestra. Esta debe tomarse dentro de las
primeras 72 horas después de terminada la
exposicion a este grupo de plaguicidas, debido a
que la enzima comienza a regenerarse una vez
cesa la exposicion.

En los plaguicidas organoclorados, igualmente,
se refleja la falta de uso de elementos de
proteccionpersonalyladeficienciadelasmedidas
de higiene industrial. Aunque no se encontrd
una asociacion estadisticamente significativa
con las manifestaciones clinicas reportadas
y su agrupacién por sistemas, si se evidencio
que las manifestaciones del sistema nervioso
(47,3%) fueron las que con mayor frecuencia
mencionaron los individuos con organoclorados
en suero, seguidas por las de piel, 40,2%. Esto
se explica porque son plaguicidas altamente lipo-
solubles, que se almacenan en 6rganos ricos en
tejido graso, como el cerebro, y producen graves
efectos neurotdxicos en el ser humano (28).

Aunque todos los plaguicidas organoclorados
fueron prohibidos en el pais a partir de
19983, por su alta persistencia, capacidad de
biomagnificarse y por sus efectos neurotoxicos,
los individuos del estudio reportaron el uso del
tionil y el tiodan con endosulfan como ingrediente
activo. Se encontraron en suero niveles de diez
plaguicidas organoclorados; esto puede deberse
a que son plaguicidas altamente persistentes y a
que fueron ampliamente usados en nuestro pais
por 40 afnos, aproximadamente. Es importante
resaltar que los individuos del estudio reportaron
el uso actual de estos plaguicidas.

Los resultados de este trabajo ponen de
manifiesto todos los riesgos asociados al uso
de plaguicidas y la necesidad de fortalecer la
vigilancia en salud publica sobre los potenciales
efectos adversos sobre la salud que pueden
producir estas sustancias quimicas.
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Se hace necesario que se capacite tanto a los
trabajadores como a sus familias sobre los
posibles efectos que puede desencadenar la
exposicién a plaguicidas y sobre las practicas
de manejo seguro de estas sustancias y, de
esta manera, dar cumplimiento a lo establecido
en el Decreto 1843 de 1991 acerca de las
disposiciones sanitarias sobre uso y manejo de
plaguicidas. También, se les debe sensibilizar
con el objeto de que hagan un empleo racional
de estos productos y de que reduzcan de manera
significativa el uso de plaguicidas de categoria
toxicologica I y 1.

Es indispensable que se capacite al trabajador
en el uso de elementos de proteccion personal
y de medidas de higiene industrial, con el fin de
que empleen ropa ligera de trabajo que recubra
la mayor parte de la superficie corporal cuando
se vaya a mezclar o aplicar plaguicidas, asi
como cuando limpien el equipo y los recipientes
vacios o evaclen los restos del plaguicida
utilizado. Ademas, deben emplear guantes, botas
y mascarillas adecuadas para la manipulacion
de los plaguicidas.

Se hace necesario un esfuerzo conjunto de los
organismos de salud, entidades educativas,
secretarias de salud y organismos de proteccion
ambiental, con el objeto de desarrollar progra-
mas de vigilancia epidemioldgica para los
trabajadores del sector informal y para sus
familias. Las secretarias de salud deben
reforzar la implementacion del protocolo de
Vigilancia en Salud Publica de las Intoxicaciones
por Plaguicidas, establecido por el Ministerio de
la Proteccién Social y el Instituto Nacional de
Salud.

El hallazgo de plaguicidas organoclorados evi-
dencia el trafico ilegal de estos productos pese a
que, en la mayoria de paises, han sido prohibidos
0 severamente restringidos, y su presencia deja
ver la debilidad de los organismos de control
estatal. Ante esta situacion y el desconocimiento
de la comunidad sobre los graves riesgos para
la salud humana, animal y del ambiente, es
necesario emprender campafas de divulgacion
masiva para advertir a la poblacion sobre las
implicaciones de su empleo.

Efectos del glifosato sobre la salud

Parte de las medidas de intervencion de la
problematica es el fomento del suministro de
elementos de proteccion personal, particular-
mente en los trabajadores independientes o
informales que no tienen recursos para adquirir
dichos elementos.

No se encontr6 asociacién con la deteccion
de biomarcadores y el uso de alguna medida
de proteccion personal, debido a que los
trabajadores agricolas expuestos a plaguicidas
que participaron en el estudio no utilizan el
conjunto de medidas de proteccion personal
nesesarias para la manipulacion de los plagui-
cidas; su analisis se hizo de manera individual,
con variaciones que van desde su ausencia
hasta una utilizacién de 50% o menos de ellos.
Es de anotar que muchos de los elementos
referidos no son utilizados como medidas de
proteccidn en si, sino que son de uso rutinario u
obedecen a otras condiciones, como el empleo
de las botas.

La metodologia de este estudio permitio so6lo
la valoracién de los efectos agudos. Después
de hacer el andlisis de la informacién, no se
encontraron hallazgos concluyentes sobre
la exposicion al glifosato empleado en la
erradicacion de cultivos ilicitos y los efectos
en la salud, debido a que se hallé exposicién
ocupacional (uso agricola) concomitante por la
misma sustancia y por otras de mayor toxicidad
que el herbicida empleado en el Programa de
Erradicacién de Cultivos llicitos con Glifosato.
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Presencia de anticuerpos contra neurorreceptores cardiacos de
acetilcolina muscarinicos tipo Il en pacientes con enfermedad
de Chagas e implantacion de marcapasos
Nubia Catalina Tovar', Maria Clara Echeverry’, Guillermo Mora?

' Laboratorio de Parasitologia, Departamento de Salud Publica, Facultad de Medicina, Universidad
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Introduccion. En diferentes tipos de afecciones cardiacas, incluida la enfermedad de Chagas,
se ha descrito la presencia de anticuerpos que reconocen neurorreceptores cardiacos. La
respuesta mas frecuente es contra receptores de acetilcolina del tipo muscarinico subtipo Il
(anti-m2MAChHR), que reconocen este receptor.

Objetivo. El objetivo del presente estudio fue establecer la frecuencia de anticuerpos anti-
m2MAChR en un grupo de pacientes cardidépatas con implantacién de marcapasos y enfermedad
de Chagas.

Materiales y métodos. Cincuenta y dos pacientes con enfermedad de Chagas e implantacién
de marcapasos cardiaco fueron pareados por diagnéstico de implantacion con 52 individuos
con marcapaso Y sin enfermedad de Chagas. La presencia de anticuerpos anti-m2MAChR fue
estimada mediante ELISA e inmunoblot.

Resultados. El 32,7% de los casos presentaban anticuerpos contra el segundo dominio
extracelular del receptor versus 3,8% de los controles (p<0,001). El 51,9% de los casos
presentaron anticuerpos contra el tercer dominio intracelular del receptor versus 19,2% de los
controles (p<0,001). No se encontraron diferencias clinicas entre los pacientes que presentan y
los que no presentan anticuerpos anti-m2MAChHR.

Conclusion. El odds ratio (OR) del presente estudio muestra una mayor probabilidad de
presentar anticuerpos anti-m2MAChR en pacientes con implantacién de marcapaso e infeccién
por Trypanosoma cruzi, que en aquéllos con implantaciéon que no presentan infecciéon por el
parasito. La presencia de anticuerpos anti-m2MAChR no esta relacionada con ningln tipo de
manifestacion clinica de las evaluadas en este estudio.

Palabras clave: enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, receptores muscarinicos,
marcapaso artificial, anticuerpos, corazon.

Presence of antibodies to cardiac neuroreceptors in patients with Chagas disease

Introduction. The presence of antibodies against cardiac neuroreceptors has been established
in several kinds of heart diseases as well as in Chagas disease. The antibody type most
frequently identified is that which recognizes the muscarinic acetyl choline receptor type Il (anti-
m2MAChHR).

Objective. The frequency of the anti-m2MAChR was determined in a group of Colombian patients
with permanent pacemaker implantation and Chagas disease.

Materials and methods. Fifty-two patients with Chagas disease and permanent heart pacemaker
implantation were matched by implantation diagnosis with 52 individuals that required pacemaker,
but without Chagas disease. The presence of antibodies that recognized the m2MACh was
assessed in the two groups by ELISA and Western blot by using two peptide sequences of the
(m2MAChR), the second extracellular domain (2e) and the third intracellular domain (3i).
Results. Serological response frequency against 2e-m2MACHR in Chagas patients was 32.7%
compared with 3.8% (p<0.01) in the controls; response against 3i-m2MAChR was 51.9%
compared with 19.2% (p<0.01) for the controls. No clinical differences were observed between
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individuals that presented anti-m2MAChR and those who did not.

Conclusion. The frequency of anti-m2MAChR was higher in patients with Chagas disease for
two of the receptor domains. Furthermore, patients with pacemaker therapy are more likely to
have anti-m2MAChR and infection by Trypanosoma cruzi. The anti-m2MAChR response is not
associated with any discernable clinical manifestation in this group of patients.

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi; receptors, muscarinic; pacemaker, artificial;

antibodies, heart.

La regulacién de la frecuencia y el inotropismo
cardiaco la ejerce el sistema nervioso auténomo.
Mediante este sistema, el gasto cardiaco respon-
de a las condiciones fisiolégicas variables del
organismo. Las terminales del sistema nervioso
auténomo del miocardio tienen neurorreceptores
adrenérgicos (a y b adrenérgicos) y colinérgicos
(muscarinicos) (1) que se encuentran presentes
en cardiomiocitos y células ganglionares en
proporciones diversas (2,3). Estos son del tipo de
receptores acoplados a proteinas G (G-protein
coupled receptors, GPCR), en los cuales el sitio
de interaccién con el agonista se encuentra en
el segundo dominio extracelular y, el acople a la
proteina G, en el tercer dominio intracelular (4).

En pacientes con enfermedad de Chagas con
cardiopatia crénica y en fase indeterminada, se
ha descrito la presencia de anticuerpos circu-
lantes que reconocen los neurorreceptores
B -adrenérgicos y colinérgicos muscarinicos
cardiacos del tipo Il (anti-m2MAChR) que tienen
actividad funcional en modelos in vitro e in vivo
(5-11).

La reactividad de los anticuerpos anti-m2MAChR
ha sido descrita contra el tercer dominio
intracelular del receptor (12), pero la mayoria
de estudios se han centrado en la reactividad
dada por el reconocimiento de una secuencia
de 25 aminoécidos correspondiente al segundo
aro extracelular del m2-MAChR (6,8,11,13)
(figura 1). En ensayos in vitro, se ha evaluado
la capacidad funcional de este reconocimiento
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y se ha demostrado que el acople del receptor
con los anticuerpos produce una respuesta
fisioloégica similar a la del ligando natural, dada
por la disminucién en la fuerza de contraccién
del tejido cardiaco (14), la variacion en los
niveles intracelulares de AMPc y GMPc (5,8-10),
la supresion de corrientes de calcio (15,16) y la
pérdida de la sensibilizacion del receptor (11).

Esto ha permitido postular una posible asocia-
cion entre el desarrollo de la cardiopatia y
la presencia de anticuerpos que interactuan
con los neurorreceptores. No obstante, la
evidencia al respecto es contradictoria. Mientras
algunos estudios concluyen que la presencia de
anticuerpos anti-m2MAChR en pacientes con
cardiopatia chagasica crénica esta asociada
a manifestaciones clinicas de bradicardia (5),
disfuncion del nervio vago (17), fibrilacion
auricular (13), enfermedad del nédulo (18) y
arritmias ventriculares (19), otros demuestran
que no existe disfuncion cardiaca en los
pacientes que presentan altos titulos de estos
anticuerpos (20).

Extracelular

Membrana celular

Intracelular
COOH

Figura 1. Diagrama del receptor muscarinico de acetilcolina
tipo II. El nimero 2 sefiala el segundo aro extracelular del
receptor; el nimero 3 sefiala el tercer aro intracelular de
receptor.
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No obstante, la significancia de estos anticuerpos
durante la infecciébn por Trypanosoma cruzi,
su grado de asociacion con la enfermedad de
Chagas y su utilidad pronéstica, permanecen sin
ser aclarados.

El objetivo del presente estudio fue determinar la
frecuencia de anticuerpos contra el tercer domino
intracelular (tdi-m2MAChR) y el segundo dominio
extracelular del receptor (sde—m2MAChR), en
una poblacion de pacientes con cardiopatia
chagasica cronica e infeccién por T. cruzi, en
comparacion con pacientes con cardiopatia de
otro origen.

Materiales y métodos
Pacientes

El presente estudio corresponde a un estudio
descriptivo, retrospectivo, con disefio de casos
(52 pacientes serologicamente positivos para T.
cruzi) y 52 controles (con serologia negativa),
apareados por el diagnéstico clinico que se hizo
para adelantar la implantacion del marcapasos.

Los pacientesfueron seleccionados de un estudio
previo en el que se les practicaron pruebas
serolégicas para T. cruzipor las técnicas de IFl y
ELISA, y se clasificaron clinicamente (21). Para
la realizacion del estudio, se cont6 con el aval del
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional de Colombia y la firma
del consentimiento informado de cada uno de
los pacientes, de acuerdo con lo reglamentado
por la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio
de Salud.

Materiales

Péptidos: se sintetizd un péptido correspondiente
a la secuencia de aminoacidos del segundo aro
extracelular del receptor de 168-VRTVEDGECY!I
QFFSNAAVTFGTAI-192, cuya identidad fue
confirmada por espectrometria de masas ESl en
la Emory University, PSN: 4653. Una proteina
recombinante conformada por una proteina de
fusion GST y un dominio correspondiente al
tercer dominio intracelular del m2MAChR: 225-
VEDGECYIQFFSNAAVTFGTAIAAFYLPVIIMTV
LYWHISRASKSRIKKDKKEPWANQDPVSPSLV
QGRIVKPNNNNMPSSDDGLEHNKIQNGKAPR
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DPVTENCVQGEEKESSNDSTSVSAVASNMRD
DEI-356 (Acceso P08172)referencia AB5166 de
la casa comercial Chemicon.

Los anticuerpos primarios correspondieron a
un anticuerpo monoclonal contra el m2MAChR
(22) y un anticuerpo policlonal contra el tdi-
m2MAChHR, referencia AB5166 marca Chemicon.
Los anticuerpos secundarios se obtuvieron de
la casa comercial ZIMED ref. 62-6520 y 62-
7120. Kit Vector VIP (Vector Laboratories Ref:
SK-4600). Los materiales de electroforesis y
Western blot fueron suministrados por Biorad vy,
los demas reactivos, por SIGMA.

Determinacién de anticuerpos contra el
tercer dominio intracelular m2MAChR
(tdi-m2MAChR) por Western blot

La proteina recombinante, referencia AB5166,
descrita previamente y que contenia el tdi-
m2MAChR, fue sometida a SDS-PAGE en un
gel de poliacrilamida al 10% usando 100 ng
por carril. Luego de la transferencia a papel de
nitrocelulosa, se llevd a cabo el inmunoblot. La
membrana fue bloqueada con una solucion de
TTBS (Tris-HCI 100 mM pH 7,5, 0,9 % (w/v)
NaCl, 0,1 % tween 20) con suplemento de leche
descremada al 5% e incubada por una hora a
temperatura ambiente.

Como control positivo se utilizé un anticuerpo poli-
clonal contra el m2MAChR diluido 1:200en TTBS
con suplemento; los sueros de los pacientes
fueron diluidos 1:20 en la misma solucion.

El anticuerpo primario se incubd por 18 horas
a 4°C con agitacién constante, seguido de tres
lavados con TTBS, de 10 minutos cada uno. El
anticuerpo secundario anti-humano marcado
con peroxidasa de rabano, fue diluido 1:3000 en
TTBS con suplemento e incubado por una hora
a temperatura ambiente con agitacién constante;
luego de lavada la membrana, la reaccion se
revelo colorimétricamente usando como sustrato
el estuche Vector VIP para peroxidasa.

Como controles negativos se utilizaron sueros de
cinco donantes sanos y con serologia negativa
para T. cruzi. Se consider6 como resultado posi-
tivo la aparicién de una banda a la misma altura
del control positivo (50 kDa) (figura 1y 2).
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Determinacién de anticuerpos contra el
segundo dominio extracelular m2MAChR
(sdi-m2MAChR) por ELISA

Se dispusieron 50 pl de una solucion del péptido
correspondiente al segundo aro extracelular del
m2MAChR, a una concentracién de 50 pg/ml
en solucion tampén de 100 mM de Na, CO, pH
11,3, en cada pozo en una placa de 96 pozos.
Se incub6 18 horas a 4°C. Luego de una hora de
blogqueo (PBS: 10 mM de fosfatos, 140 mM de
NaCl pH 7,3; con suplemento de tween al 0,2%,
1% de BSA), las placas se incubaron 18 horas
con los sueros de los pacientes diluidos 1:60 en
solucién de bloqueo a 4°C.

Después de los lavados, se incub6 el anticuerpo
secundario anti-humano marcado con peroxi-
dasa de rabano diluido 1:3000 en solucion de
bloqueo e incubado una hora a temperatura
ambiente. La reaccion colorimétrica se genero
utilizando como sustrato TMB y la absorbancia
se midi6 mediante un espectrofotobmetro con

70 KDa

60 kDa

50 kDa

40 kDa

30 kDa
25 kDa

20 kDa
15 kDa

10 kDa

1 2 3 45 6 7

8 9 10 N

Figura 2. Determinacion de anticuerpos contra el tercer
dominio intracelular m2MAChHR (tdi-m2MAChR) por inmuno-
blot; se presenta una fotografia de una membrana cuya
reaccion se ha revelado por el método colorimétrico, con
reaccion considerada como positiva contra el tdi-m2MAChR
para el suero probado en el carril 6. En los carriles se
encuentran los resultados de: 1, marcador de peso
molecular; 2, control negativo; 3, control positivo, y 4-11,
sueros de pacientes.
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longitud de onda de 450 nm (9). Como controles
negativos se utilizaronlos mismos delinmunoblot.
Se consider6 como positiva la absorbancia 2,5
veces mayor que el promedio de la absorbancia
de los controles negativos (13).

Analisis estadistico

Laevaluacion estadistica se hizo porla prueba de
ji al cuadrado con un nivel de confianza del 95%,
analizando la distribucion de anti-m2MAChR
entre casos y controles. Se compararon las
variables demograficas y clinicas entre casos
y controles, y entre individuos con anticuerpos
anti-m2MAChR para alguno de los dominios
del receptor e individuos que no presentaron
respuesta. La informacién se analizé mediante
las herramientas dispuestas en Epi-Info, version
3.3.2.

Resultados

El grupo de estudio estuvo conformado por
61,5% mujeres, con un promedio de edad
de 60 y 59 afios para los casos y controles,
respectivamente, y un 38,5% de hombres, con
un promedio de edad de 56 y 58 afios para casos
y controles, respectivamente. La distribucién
geografica de la poblacion en estudio fue
heterogénea; en el grupo de casos, la mayoria
provenia del departamento de Boyaca y, en
el grupo de controles, la mayoria pertenecia
al departamento de Cundinamarca (no se
presentan los datos).

Se evidencié que el mayor porcentaje de
pacientes presentaron diversos tipos de
bloqueos auriculo-ventriculares como motivo
para la implantacion del marcapasos. En el
grupo de los casos, el sintoma mas frecuente
antes de la implantacién del marcapaso fue la
disnea, mientras que, en el de los controles,
fue el sincope. La enfermedad asociada mas
frecuentemente en el grupo de casos fue la
hipertension arterial sistémica y, en grupo de
controles, fue la dislipidemia (cuadro 1). No
hubo diferencias estadisticamente significativas
en la distribucion de estas variables comparando
casos y controles, ni comparando los pacientes
que presentaron anticuerpos m2MAChHR con los
que no los presentaron.
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La evaluacién de la presencia de anticuerpos
contra los dominios funcionales del m2MAChR
(figura 1) se adelant6 por el método de inmuno-
blot, para identificar reacciones contra el tercer
dominio intracelular; en el carril 6 de la figura 2 se
aprecia un ejemplo de lo que se consideré como
una reaccion positiva en esta prueba. El método
ELISAse utilizé para identificar reacciones contra
el segundo dominio extracelular. En la figura
3 se presentan los valores de las densidades
Opticas obtenidas por ELISA. Debido a que se
determinaron como positivos aquellos sueros
que presentaron un valor de absorbancia 2,5
veces mayor que el promedio de los controles
negativos de cada ensayo, en la figura se aprecia
cémo algunos de los puntos que se consideran
como negativos tienen densidades O&pticas
mayores que las de la mayoria de los positivos.

En el grupo de los casos, 51,9% (27 pacientes)
presentd una reaccion positiva contra el tercer

Biomédica 2009;29:476-84

dominio delreceptor versus 19,2 % (10 pacientes)
de los controles (cuadro 2). En los casos, 32,7%
(17) de los pacientes presentd anticuerpos contra
el segundo dominio extracelular del receptor
Vs. 3,8% (2) de los controles. El 15,4% (8) de
los casos presentaron anticuerpos para los
dos dominios evaluados versus 1,9% (1) de los
controles (cuadro 2). Se encontr6 una mayor
probabilidad de presentar simultaneamente
anticuerpos anti-m2MAChR contra los dos
dominios en los casos que en los controles,
como se muestra en el cuadro 2.

Debido a que el grupo de pacientes correspondia
a quienes se les habia implantado marcapasos
por causas diversas, para evitar sesgos en el
analisis por el diagnéstico de implantacién del
marcapaso, el grupo fue pareado por este factor.
La distribucion de esta variable evidencia que
71,1% de los pacientes tenia bloqueo auriculo-
ventricular como causa de la implantacion

Cuadro 1. Variables demogréficas y clinicas de la poblacién de estudio. Se describen las frecuencias simples para cada una
de las variables evaluadas. Esta distribucién de frecuencias no presenta significancia estadistica en casos Vs. controles v,
tampoco, en presencia Vs. ausencia de anticuerpos anti-m2MAChR.

Variables demograficas Enfermedad Controles Valor p
y clinicas de Chagas (n=52)
(n=52)
n % n %
Sexo Femenino 32 61,5 32 61,5 0,32
Masculino 20 20 0,32
Edad (afios) Mediana 61 61 0,6
Variables clinicas
Diagnostico de implantacion del Blogueo AV 37 71,1 37 71,1 0,33
marcapasos FA bloqueada 4 7,7 4 7,7 1,0
Enfermedad del nédulo 4 7,7 4 7,7 0,08
Hipersensibilidad carotidea 1 1,9 1 1,9 0,61
Muerte subita 6 11,5 6 11,5 0,32
Sintomas previos a la implantacién  Asintomatico 5 9,6 4 7,7 0,90
Disnea 23 442 15 28,8 0,90
Palpitaciones 4 7,7 8 15,4 0,60
Pre-sincope 21 40,4 12 23,1 0,50
Sincope 19 36,5 19 36,5 0,43
Enfermedades asociadas HTA 22 423 24 46,2 1,0
Diabetes mellitus 7 13,5 5 9,6 0,80
Dislipidemias 18 34,6 26 50 0,10
Tabaquismo 13 25 17 32,7 0,32
Enfermedad coronaria 10 19,2 15 28,8 0,50

Blogqueo AV: bloqueo auriculo-ventricular completo o de segundo grado.
FA bloqueada: fibrilacién auricular con bloqueo auriculo-ventricular.
HTA: hipertension arterial; p>0,05 para la comparacion entre grupos de cada una de las variables.
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Figura 3. Dispersion de las densidades épticas de las muestras evaluadas por ELISA para el sde-m2MAChR. Los rombos
representan los valores de absorbancia de los sueros considerados como negativos vy, los cuadros, los de los considerados
positivos. Se establecieron como muestras positivas aquéllas que tuvieran un valor de absorbancia 2,5 veces mayor que el

promedio de los controles negativos de cada ensayo.

Cuadro 2. Comparacion de la distribuciéon de anticuerpos anti-m2MAChHR entre casos y controles.

Enfermedad de Controles p’ OR
Chagas (n=52) (n=52)
% n % n
Anti- tdi-m2MAChR + 51,9 27 19,2 10 0,0004 4,54
Anti- sde-m2MAChR + 32,7 17 3,8 2 0,0001 12,14
Anti- tdi-m2MAChR y
Anti- sde-m2MAChR + 15,4 8 1,9 1 0,01 9,2

Anti-sde-m2MAChR: anticuerpos anti-m2MAChR que reconocen el segundo dominio extracelular del receptor.
Anti-tdi-m2MAChR: anticuerpos anti-m2MAChR que reconocen el tercer dominio intracelular del receptor.

p corregida por Fisher, intervalos de confianza del 95%

del dispositivo de marcapaso cardiaco. No
se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia de anticuerpos
anti-m2MAChR y el diagnéstico de implantacién
de marcapasos (no se presentan los datos).

La presencia de anticuerpos contra el m2MAChR
no se encontré relacionada en ningln grado con
las variables de persona (edad, sexo), lugar
(procedencia), anormalidades clinicas previa
implantacion del marcapaso y funcionamiento
del marcapasos.

Discusion
El presente estudio se basé en la comparacion

de la frecuencia de presentacion de anticuerpos
anti-m2MAChR en dos grupos de pacientes

cardidpatas con y sin cardiopatia chagasica
cronica. El disefio experimental de casos y
controles con pareo basado en el diagnédstico
de implante del marcapaso, evidencié una
mayor probabilidad de presentar anticuerpos
anti-m2MAChR en pacientes cardidépatas con
infeccién por T. cruzi.

Los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas realizadas sugieren que las personas
con cardiopatia e infeccibn por T. cruzi
tienen una mayor probabilidad de presentar
anticuerpos anti-m2MAChR. El presentar anti-
cuerpos anti-m2MAChR contra el tercer dominio
intracelular, es 4,5 veces mas probable en
casos de cardiopatia chagasica cronica que en
pacientes con cardiopatia de otro origen, y es
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12,1 veces mas probable presentar anticuerpos
anti-m2MAChR que reconocen el segundo
dominio extracelular del receptor en casos de
cardiopatia chagasica crénica que en pacientes
con cardiopatia no asociada a la infeccién por
T. cruzi.

En el andlisis de la sintomatologia previa a
la implantacion del marcapasos, los perfiles
demogréficos y los diagndsticos de implante,
no se presentd ninguna diferencia significativa
entre quienes presentaban anticuerpos anti-
m2MAChR y aquéllos que no los presentaban
(no se presentan los datos). Asimismo, es
importante anotar que, a pesar del OR (odds
ratio) alto para anticuerpos anti-m2MAChR e
infeccién por T. cruzi, no todos los pacientes
cardi6patas seropositivos para T. cruzi, presen-
taban estos anticuerpos. Por lo tanto, es
controversial su relevancia como marcadores de
pronostico de desarrollo de cardiopatia por la
infeccién con T. cruzi.

Los resultados obtenidos en el presente estudio
no estan en total concordancia con los de
otros autores. Altschiller et al. informaron,
recientemente, que mediante un modelo de
regresion lineal en 67 pacientes con cardiopatia
chagasica cronica se evidencié interdependencia
entre la presencia de anticuerpos anti-m2MAChR
y la disfuncién del nédulo sinusal (18). Cabe
anotar que en el presente estudio sélo 7,7%
de los pacientes presentaban disfuncién
sinusal; de éstos, ninguno presento6 anticuerpos
anti-m2MAChR, mientras que en el estudio
mencionado el 46% de los pacientes presentaba
este diagnostico. Otros autores han sugerido que
la presencia de anticuerpos anti-m2MAChR tiene
un efecto inhibitorio sobre la funcién del nervio
vago (13). No obstante, en este mismo estudio
se concluye que éstos no estan asociados con
el nivel de disfuncién ventricular y, por lo tanto,
su relevancia fisiopatolégica y prondstica en el
desarrollo de la cardiopatia chagasica continta
sin establecerse. Esta conclusién esta acorde
con lo planteado recientemente por Talvani,
quien sustenta la imposibilidad de asociar la
presencia de los anticuerpos anti-m2MAChR
con el grado de disfuncion cardiaca en ensayos
clinicos (20).
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En los trabajos realizados hasta la fecha, la
frecuencia de anticuerpos contra el segundo
dominio extracelular del m2MAChR en pacientes
con enfermedad de Chagas, es mucho mayor
que la encontrada en el presente estudio: 53%
(en 32 pacientes) (19) y 78% (en 52 pacientes)
(20), en comparacién con el 32,7% (en 52
pacientes) informado aqui. Las frecuencias
descritas por otros autores corresponden a
pacientes de Argentina y Brasil.

Como algunos autores lo han postulado y como
lo podria sugerir el OR (cuadro 2) encontrado en
este trabajo, el parasito puede ser el causante de
la produccion de estos anticuerpos. No obstante,
esta idea continda siendo motivo de discusion.

Diversos autores sostienen la hip6tesis de que la
respuesta contra el sde-m2MAChR es producto
de la reactividad cruzada entre regiones de
proteinas ribosémicas del parasito que, por
su homologia en la secuencia primaria y la
presencia de aminoacidos de carga negativa,
producen IgG con capacidad de interaccion con
los receptores m2MACHR y B-adrenérgicos (23).
Esto estd en concordancia con la observacion
de la desaparicion del efecto biolégico sobre el
tejido cardiaco por parte de anticuerpos anti-
m2MAChHR, cuando éstos son preincubados con
regiones peptidicas de origen parasitario (24).
En este mismo sentido, anticuerpos producidos
contra el mayor antigeno de superficie del T.
cruzi- cruzipain reaccionan contra la secuencia
peptidica del sde-m2MAChR y compiten por el
sitio de unién en el receptor con su antagonista
quinuclidinil benzilato (25). Cremanschi informd,
en el 2004, la produccion de un anticuerpo
monoclonal contra T. cruzi que reconocia tanto
receptores B-adrenérgicos como m2MAChHR en
el tejido cardiaco de ratén (23).

En el presente estudio, a pesar de la mayor
frecuencia de anticuerpos en casos de cardio-
patia chagésica cronica, la hipotesis de que
la génesis de estos anticuerpos es producto
de la reactividad cruzada entre T. cruzi y el
receptor no estaria en concordancia con el
hallazgo de que 3,8% de los pacientes del grupo
control presentaron anticuerpos anti-m2MACHR.
Teniendo en cuenta que estos pacientes nunca
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han entrado en contacto con el parasito (21),
existe la posibilidad de que los anticuerpos sean
generados por razones ajenas a la infeccion.

En estudios independientes se ha informado
que 40% de los pacientes con cardiomiopatia
dilatada idiopatica (19) y 7,5% de pacientes con
fibrilacion auricular idiopatica (14) presentan
anticuerpos contra el sde-m2MChR. Esto es
consistente con lo revisado por Fu (26), quien
describid, afinales de los ochenta, lapresenciade
anticuerpos contra el sde-m2MChR en pacientes
con cardiomiopatia dilatada. Esta variable no fue
evaluada en el presente estudio; por lo tanto, no
se puede descartar que el comun denominador
entre los pacientes que presentaron anticuerpos
anti-m2MAChR contra el segundo dominio, sea
la cardiopatia dilatada.

En el presente estudio se determind la frecuen-
cia de los anticuerpos contra el tercer dominio
intracelular del m2MAChR, por Western blot,
utiizando como antigeno una proteina de
fusién de 50 kDa que contiene la parte central
del tercer dominio intracelular del m2MAChR
(25). Los resultados obtenidos por este método
mostraron una frecuencia de anticuerpos contra
tdi-m2MAChR en el grupo de los casos de
51,9% vy, en el de los controles, de 19,2%, con
una diferencia estadisticamente significativa.
El tercer dominio intracelular del receptor es
importante porque confiere especificidad para
el acople de la proteina G y, ademas, porque
es un sitio blanco de la fosforilacidén por cinasas
(23). Retondaro, en 1996 (27), con un disefio
similar y menor numero de pacientes, describid
una frecuencia de 48% de reactividad entre
pacientes con cardiopatia chagasica crénica y
asociacion débil entre la presencia anticuerpos
anti-m2MAChHR vy el grado de compromiso car-
diaco. La respuesta contra las secuencias
peptidicas del tercer dominio intracelular del
receptor también ha sido explicada por algunos
autores por reactividad cruzada, gracias a la
carga negativa de los aminoacidos (27).

No obstante, el hecho de que en el grupo control
la frecuencia de los anticuerpos contra el tercer
dominio intracelular sea seis veces mayor que
la frecuencia de anticuerpos contra el segundo

Anticuerpos antineurorreceptores e infeccién por T. cruzi

dominioextracelular (cuadro 2), permitiriasuponer
que esta respuesta corresponde a una respuesta
inespecifica de destruccion de cardiomiocitos
por causas diversas, y el hecho de que sea 4,5
veces mas probable encontrar estos anticuerpos
en infeccién por T. cruzi estaria explicado por el
alto grado de destruccién de tejido que conlleva
la infeccién por este parasito (28).
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REVISION DE TEMA

Las metacaspasas y su rol en la vida y muerte de los parasitos
protozoarios humanos
Iveth J. Gonzélez
Departamento de Bioquimica, Universidad de Lausana, Epalinges, Suiza.

Las metacaspasas son proteasas de cisteina similares estructuralmente a las caspasas y cuyos
genes estan presentes en organismos carentes de caspasas, tales como plantas, levaduras y
parasitos protozoarios.

El bien conocido papel de varias caspasas en la apoptosis de células de mamiferos, ha motivado
el estudio del posible rol de las metacaspasas en la muerte celular programada de los organismos
en los cuales se expresan. Asi, por ejemplo, las metacaspasas de los parasitos protozoarios
humanos de los géneros Trypanosoma y Leishmania han sido implicadas en muerte celular
programada. Sin embargo, algunos estudios en T. brucei sefialan que estas proteinas podrian
estar involucradas en otras funciones bioldgicas tales como procesos de reciclaje. Los parasitos
del género Plasmodium también expresan metacaspasas, pero aun se sabe poco sobre su
funcion.

La presencia de mas de una metacaspasa en algunos de estos microorganismos, ha llevado a
especular que estas proteinas podrian tener funciones fisiolégicamente redundantes o diferentes
de acuerdo con su localizacion e interaccion con otras moléculas. Los estudios recientes han
demostrado que la especificidad catalitica de las metacaspasas difiere de aquélla de las
caspasas. Esta caracteristica, sumada a la ausencia de sus genes codificadores en el genoma
de mamiferos, hace de las metacaspasas y de sus mecanismos de activacion un area interesante
de investigacién en la identificacién de nuevos blancos terapéuticos en los parasitos causantes
de tripanosomiasis, leishmaniasis y malaria.

La presente revision resume la informacion disponible sobre las metacaspasas y busca motivar
la generacion de masa critica en este tema en los paises hispanohablantes.

Palabras clave: caspasa, apoptosis, Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma, malaria.
Metacaspases and their role in the life cycle of human protozoan parasites

Metacaspases are caspase-related cysteine-proteases that are present in organisms devoid of
caspases such as plants, yeast, and protozoan parasites. Since caspases are important effector
molecules in mammalian apoptosis, the possible role of metacaspases in programmed cell death
has been evaluated in the organisms where they are expressed. In some species of the human
protozoan parasites Trypanosoma spp. and Leishmania spp., metacaspases have been involved
in programmed cell death, although a role of metacaspases in recycling processes in T. brucei
has also been suggested. Metacaspases are also expressed in Plasmodium spp., however their
role in these organisms is still unknown. More than one metacaspase gene is present in some
of these parasites, which suggests that these proteins are physiologically redundant or have
different functions depending on their localization and protein interactions. The catalytic activity
of metacaspases is different from that of caspases—again noting that metacaspase genes are
absent in mammals. These characteristics make metacaspases and their activating mechanisms
interesting subjects of research in the development of new drug targets for the treatment of
trypanosomiasis, leishmaniasis, and malaria. A summary of the literature on metacaspases
is provided, and Latin American researchers are encouraged to more actively explore the
metacaspase potential.

Key words: caspases, apoptosis, Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma, malaria.
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Las metacaspasas son un grupo de proteinas
recientemente identificadas, similares a las
caspasas (1). Las caspasas son una familia de
proteasas de cisteina especificas de aspartato,
importantes en los procesos inflamatorios y
en el tipo de muerte celular programada,
llamada apoptosis de células de mamiferos
(2). Se caracterizan por ser expresadas como
cimégenos cataliticamente inactivos y requerir
de la escision especifica de sus subunidades
p20y p10, por si mismas (autoprocesamiento de
las caspasas iniciadoras) o por otras caspasas
(caspasas efectoras) para polimerizarse y
alcanzar su maxima actividad enzimatica (3).

En laapoptosis, las caspasas son activadas tanto
en la via intrinseca como en la via extrinseca de
induccion de muerte celular.

En la via intrinseca, en la cual la apoptosis
puede ser inducida, entre otros factores, por
estrés ambiental o por la ausencia de factores
de crecimiento, se produce la liberacion del
citocromo C de la mitocondria, el cual, al
interactuar con el factor 1 activador de proteasa
apoptética o APAF1, estimula la formacion
del apoptosoma vy la posterior activacion de la
caspasa iniciadora, caspasa 9.

En la via extrinseca, en la cual la apoptosis se
inicia a partir de la interaccién de un ligando
extracelular con su respectivo receptor de super-
ficie celular perteneciente a la superfamilia del
factor de necrosis tumoral (FNT), se produce
el reclutamiento de factores citosélicos para la
formacion del complejo de sefializacién inductor
de muerte, o DISC (death-inducing signaling
complex), y posterior activacién de la caspasa
iniciadora, caspasa 8 (4). Las caspasas 9y 8
activadas inician la cascada de activacion de las
caspasas efectoras 3, 6 y 7, las cuales cortan
sus substratos y producen las caracteristicas
clésicas de la apoptosis.
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Las caspasas y sus proteinas homdlogas han
sido descritas en especies tan diversas como el
nematodo Caenorhabditis elegans (5) y el diptero
Drosophila melanogaster (6) y son esenciales
para casi todas las formas de apoptosis de los
metazoos. Sin embargo, no se han encontrado
genes que codifiqguen caspasas en plantas,
levaduras, protozoos y procariotes, organismos
en los cuales se han descrito algunas de
las caracteristicas morfolégicas tipicas de
la apoptosis de mamiferos, tales como la
condensacion de la cromatina, la compactacion
del citoplasma y el ndcleo celular, la ruptura
internucleosémica del ADN y la formacion de
cuerpos apoptdsicos (7). En estos organismos,
en cambio, se encuentran las metacaspasas,
proteinas que fueron identificadas a partir de
un analisis de secuencia de genes en busca de
moléculas similares a las caspasas (1,8).

Estructuralmente, las metacaspasas son simi-
lares a las caspasas en la presencia de la
subunidad p20 y de la diada catalitica histidina/
cisteina (H/C) conservadasentodaslascaspasas
(figura 1) (1). La composicién de aminoacidos
de las metacaspasas ha permitido clasificarlas
en dos grupos principales: las metacaspasas
tipo I, las cuales tienen pro-dominios con
motivos repetitivos ricos en prolina y dedos de
cinc, y las metacaspasas tipo Il, que carecen
de pro-dominios pero presentan una insercion
de alrededor de 200 aminoacidos en el extremo
C-terminal de la subunidad p20 (9).

En forma similar a las caspasas, algunas
metacaspasas de plantas, levaduras y para-
sitos del género Leishmania, requieren de su
autoprocesamiento para ser activas enzima-
ticamente (10-12). Sin embargo, a diferencia de
las caspasas que cortan sus substratos después
de un residuo aspartato, las metacaspasas lo
hacen después de los residuos arginina o lisina
(10,12,13). Al parecer, esta especificidad de las
metacaspasas esta determinada por la presencia
de varios residuos aspartato en el sitio catalitico,
los cuales favorecen el reconocimiento selectivo
de aminodacidos basicos en el substrato (9).
El descubrimiento de las metacaspasas en
organismos en los cuales no hay genes de
caspasas, y sus similitudes con estas ultimas,
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Figura 1. Diagrama esquematico de la estructura de las metacaspasas de parasitos protozoarios humanos. Los dominios
constitutivos de las metacaspasas de Plasmodium falciparum (PfMCA1-PfMCAS3), Plasmodium vivax (PvMCA1-PvMCAS3),
Trypanosoma brucei (TOMCA1-TbMCAS5), Trypanosoma cruzi (TcMCA3 y TcMCAS), Leishmania donovani (LdMC1 y LAMC2),
Leishmania major (LmjMCA), Leishmania braziliensis (LbMCA) y Leishmania infantum (LIMCA), se muestran en comparacién
con la caspasa-1 humana y dos metacaspasas, una tipo | (Atmc1) y una tipo Il (Atmc?7), de la planta Arabidopsis thaliana.
Entre paréntesis se encuentra la identificacion y la longitud en aminoacidos (aa) de cada proteina. Las lineas verticales denotan
la posicion de la diada catalitica de histidina (H) y cisteina (C). Las substituciones de estos dos aminoacidos por tirosina
(Y), treonina (T), lisina (K) y serina (S) estan indicadas en las metacaspasas correspondientes. La presencia de algunos
dominios proteicos en la estructura de estas metacaspasas, se ha propuesto a partir de sus secuencias de aminoacidos.
Dominio CARD: dominio de reclutamiento de caspasas. Dominio C2: médulo de direccidon a membranas dependiente de
calcio. Péptido sehal: secuencia de aminoacidos que define la localizacion intracelular de proteinas. Proteina SecE/proteina
Sec61y: complejo proteico involucrado en el transporte intracelular de proteinas.

Esta figura esta basada en secuencias de aminoacidos de dominio publico disponibles en UniProtKB/Swiss-Prot (http:/www.
expasy.org/sprot/), The Arabidopsis Information Resource (http://www.arabidopsis.org/) y GeneDB (www.genedb.org).

han motivado su estudio con el fin de dilucidar una funcién similar a la de las caspasas en la
su posible vinculacién con procesos apoptosicos  muerte celular programada. Por un lado, en la
en organismos menos evolucionados. ameba de vida libre Acanthamoeba castellani,
se recuper6 una metacaspasa de tipo | de
una biblioteca de expresion de proteinas de
membrana celularimplicadas en enquistamiento,
Algunos andlisis en diferentes organismos han un proceso que ha sido considerado como
sugerido que las metacaspasas podrian tener homélogo de la apoptosis (14).

Evaluaciéon de la funcién bioldgica de las
metacaspasas

487



Gonzélez IJ

Por otro lado, en el fitoplancton Emiliana huxleyi,
la infeccidn litica viral aumenté la expresién de
la metacaspasa EhMC de manera concomitante
con la induccién de la lisis celular, también
considerada una forma de muerte celular
programada (15). De manera similar, la induc-
cién de especies reactivas de oxigeno en el
dinoflagelado marino Pyrocystis lanula, estimuld
la expresion del gen de metacaspasa de manera
simultanea con un detrimento de la supervivencia
celular (16).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la pro-
teina codificada por el inico gen de metacaspasa
presente ensugenoma,laYCA1, hasidoimplicada
en la muerte programada de células envejecidas
(11,17) y de células defectuosas en algunas
funciones bioldgicas, como la “deubicuitinacién”
(18), el recambio de ARNm (19), la replicacion
de ADN (20) y la regulacion de la expresion de
genes (21). La YCA1 también se ha asociado
con la muerte celular programada de células de
levadura expuestas a diferentes tipos de estrés
ambiental, como concentraciones toxicas de
peroxido de hidrégeno (H,0,), acido acético y
cloruro de sodio (11,22,23), choque térmico (24),
hiperosmosis (25) y toxinas virales (26).

Enalgunasplantas, las metacaspasashanestado
involucradas en muerte celular programada en
procesos como la embriogénesis del abeto rojo
Picea abies (27) y en la infeccion por hongos de
la planta del tomate (28). Ademas, se utilizaron
células de levadura, en las cuales se habia
eliminado el gen de la metacaspasa enddgena,
para demostrar que las metacaspasas Atmc1
(o AtMCP1b) y Atmc4 (o AtMCP2b) de la planta
Arabidopsis thaliana cumplian el mismo rol de
la YCA1 en la muerte celular programada de
levaduras después de la exposicion a H,O, (29).

En contraste con estos resultados, algunos
estudios han demostrado un posible rol de las
metacaspasas en la supervivencia de hongos
filamentosos. Por ejemplo, células de Aspergillus
fumigatus, en las cuales se suprimieron los
dos genes de metacaspasas (AcasA/AcasB),
no crecieron en presencia de compuestos
que alteraban la homeostasis del reticulo
endoplasmatico, lo cual sugiere que estas
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metacaspasas podrian ser importantes en el
crecimiento celular en condiciones de estrés del
reticulo endoplasmatico (30).

Metacaspasas de parasitos protozoarios

Los parasitos protozoarios humanos de los géne-
ros Plasmodium, Leishmania y Trypanosoma
poseen también genes que codifican metacas-
pasas (1). Estos pueden estar presentes de
manera redundante en sus genomas, como
sucede en Plasmodium spp. (ifres genes por
genoma), en Trypanosoma spp. (cinco genes en
T. bruceiy dos genes en T. cruzi, uno de ellos en
multiples copias) y en Leishmania donovani (dos
genes), 0 como genes Unicos, como sucede
en otras especies de Leishmania (L. major, L.
braziliensis y L. infantum) (figura 1).

En Plasmodium spp. s6lo se han evaluado
hasta el momento las metacaspasas 1 de P.
falciparum (PfMCA1) y de P. berghei, parasito
de malaria de roedores, (PbMC1) (31,32). De la
metacaspasa PfIMCA1 se sabe que, como las
caspasas, se autoprocesa y posee un domino
de reclutamiento de caspasa, o CARD (caspase
recruitment domains), en su porcion amino-
terminal (31). Por otro lado, parasitos de P.
berghei en los cuales la secuencia codificadora
de PbMC1 fue reemplazada por la proteina verde
fluorescente (green fluorescent protein, GFP),
permitieron demostrar que la metacaspasa
PbMC1 se expresa en gametocitos femeninos y
en estadios pre-eritrociticos, pero no en estadios
sanguineos del parasito, y que la supresién del
gen que codifica esta metacaspasa no produce
ningun fenotipo especial en los parasitos
siendo éstos todavia infectivos (32). A pesar
de que no hay informacion adicional sobre la
actividad enzimédtica y la funcién bioldgica de las
metacaspasas de Plasmodium spp., se podria
especular que la presencia de méas de un gen de
metacaspasa en estos parasitos garantizaria una
redundancia funcional de estas proteinas con la
capacidad de que unas puedan reemplazar a
otras durante el ciclo de vida de los mismos.

En los parasitos responsables de las leishma-
niasis, sélo se han estudiado las metacaspasas
de L. majory L. donovani. La Unica metacaspasa
de L. major, LmjMCA, fue expresada en células
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de levadura en las cuales el gen endégeno de
metacaspasa habia sido suprimido (AYCAT)
(12). Tal como se mencioné anteriormente, la
presencia del gen YCAT es necesaria para que
suceda la muerte celular programada en las
levaduras expuestas a estrés oxidativo (11).
Los experimentos con LmjMCA en levadura
permitieron demostrar, no s6lo que esta meta-
caspasa cumple el mismo rol que YCA1, sino
también, que la LmjMCA se autoprocesa de
manera similar a las caspasas. La actividad
enzimatica de la LmjMCA expresada y puri-
ficada de levaduras fue evaluada con substratos
sintéticos fluorescentes, con el fin de determinar
su especificidad de aminodacido. Estos experi-
mentos permitieron demostrar que esta
metacaspasa no tiene actividad de caspasa
(no es especifica de aspartato), sino que, como
las metacaspasas de la planta A. Thaliana, la
LmjMCA es especifica para arginina (12).

Algunos estudios desarrollados en L. major han
permitido demostrar que la LmjMCA se expresa
tanto en promastigotes como en amastigotes
y que los intentos dirigidos a la generacion
de promastigotes con supresién del gen de
LmjMCA han sido fallidos lo cual sugiere que
este gen es esencial para la supervivencia
del parasito (33). La LmjMCA fue localizada
en diferentes compartimientos intracelulares
del parasito dependiendo de la fase del ciclo
celular en el cual se encontraba. Asi, por
ejemplo, esta proteina se encontr6 en vesiculas
citoplasmaticas no identificadas durante la
interfase y asociada al cinetoplasto y al nucleo
durante la mitosis (33). Ademas, el extremo
N-terminal de LmjMCA posee un péptido senal
cuya funcion de localizacién mitocondrial fue
confirmada por medio de la expresién de este
fragmento fusionado con GFP en parasitos.
Por otro lado, el aumento de la expresion de
LmjMCA en promastigotes de L. major produjo
un importante retardo en el crecimiento de los
parasitos con defectos en la citocinesis y la
generacion de parasitos con diferentes ploidias
(33). Estos resultados sugieren que la LmjMCA
podria tener mas de una funcién en diferentes
compartimientos celulares y estar asociada al
ciclo celular de los parasitos de L. major, siendo

Metacaspasas de parasitos protozoarios

importante tanto en la vida como en la muerte
de los mismos.

En L. donovani se identificaron dos genes
de metacaspasa que codifican dos proteinas
que comparten el 96% de la identidad de la
secuencia de aminoacidos (LdMC1 y LdMC2)
(13). Ambas se expresan de manera constitutiva;
sin embargo, los niveles de expresion de LAMC1
fueron mayores en amastigotes axénicos que
en promastigotes. En forma semejante a la
LmjMCA, las metacaspasas de L. donovani no
reconocen substratos sintéticos de caspasas,
pero cortan substratos después de los residuos
arginina o lisina, actividad que aumenta cuando
los parasitos estan expuestos a estrés oxidativo.
Ademas, los parésitos en los cuales se indujo
la expresion exagerada de estas metacaspasas,
fueron significativamente mas sensibles a la
induccion de la muerte celular programada
con H,O,, en comparacion con los parasitos de
fenotipo salvaje, lo cual sugiere un posible rol de
LdMC1y LdMC2 enlamuerte celular programada
de L. donovani. A diferencia de LmjMCA,
estas metacaspasas no se autoprocesaron,
incluso después de la induccion de la muerte
celular programada de los parasitos con H,O,,
y se localizaron en vesiculas citoplasmaticas
correspondientes a los acidocalcisomas del
parasito, tanto en promastigotes como en
amastigotes axénicos (13).

El genoma de Trypanosoma cruzi, el protozoario
causante de la tripanosomiasis americana o
enfermedad de Chagas, posee dos genes de
metacaspasa: TcMCAS3, presente en 16 copias,
y TcMCAS5, presente como copia Unica (34).
La proteina TcMCAS se expresa en los cuatro
principales estadios del desarrollo del parasito
(epimastigotes, tripomastigotes metaciclicos,
tripomastigotes celulares 'y amastigotes),
mientras que la TcMCA5 se expresa so6lo en
epimastigotes (34). Ambas metacaspasas se
localizaron en el citoplasma de epimastigotes
en cultivo; sin embargo, su translocacion hacia
el nucleo se detect6 luego de la induccion de
la muerte celular programada de los parasitos
con suero humano fresco, lo cual sugiere
una funcién nuclear. Ademas, la expresion
exagerada de la TcMCA5 en epimastigotes
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produjo un aumento de la sensibilidad de estos
parasitos a la induccion de la muerte celular
programada con suero humano, al compararse
con parasitos que expresaban la proteina en
niveles fisioldgicos (34). Estos resultados son
una evidencia indirecta del posible rol de las
metacaspasas de T. cruzi en la muerte celular
programada. Sin embargo, hasta la fecha no
se han publicado hallazgos adicionales con
respecto a estas metacaspasas.

Se han descrito cinco genes de metacaspasa
en T. brucei, el parasito responsable de la
tripanosomiasis africana o enfermedad del suefio
(85). Una de las primeras aproximaciones en el
estudio de la funcién de las metacaspasas de T.
brucei fue su expresién en células de levadura,
en las cuales el gen endégeno de metacaspasa
fue suprimido (36). De las cinco metacaspasas,
s6lo la metacaspasa 4 (TbMCA4) produjo
manifestaciones fenotipicas detectables, como
retardo del crecimiento, disfuncion mitocondrial
y muerte clonica de las levaduras. Al igual que
la metacaspasa enddgena YCA1, la ToMCA4
también fue localizada en el nicleo de las levadu-
ras, con lo cual los autores de este estudio
sugirieron que estas metacaspasas podrian
controlar la traduccién de genes en el nlcleo, afec-
tando la biogénesis de las mitocondrias (36).

Las metacaspasas TbOMCA2, ToMCA3 y ToMCA5
también han sido estudiadas en el parasito
(37). La expresién de la TbMCA5 se detecto
in vitro, tanto en las formas prociclicas como
en las formas sanguineas, mientras que
TbMCA2 y TbMCA3 se detectaron solamente
en las formas sanguineas de T. brucei. Las
tres proteinas estuvieron asociadas de manera
parcial a endosomas de reciclaje positivos para
la proteina RAB11, los cuales estan implicados
en la degradacion de la glicoproteina variante de
superficie, o VSG (variant surface glycoprotein)
(37). Con el finde evaluar su funcion, la expresion
de estas tres metacaspasas fue reducida por
medio de la induccion de ARN de interferencia
(ARNi) especifico para cada gen y eliminada
con la generacién de parasitos en los cuales
los tres genes habian sido suprimidos (37). La
induccion de ARNi de manera simultanea para
los tres genes produjo defectos en la citocinesis

490

Biomédica 2009;29:485-93

y posterior muerte de los parasitos. Sin embargo,
la inducciéon de ARNi y la supresion de los
genes de estas tres metacaspasas de manera
secuencial no fueron letales, lo cual sugiere la
presencia de mecanismos de adaptaciéon a la
falta progresiva de dichas proteinas o la gradual
sustitucion funcional de las mismas por las otras
dos metacaspasas de T. brucei, TOMCA1 y
TbMCA4.

La reduccion de la expresion de TbMCAZ2,
TbMCA3 y TbMCA5 no afectdé la funcién
biologica de los endosomas de reciclaje positivos
para RAB11 en los cuales se localizan, lo que
indica que estas metacaspasas podrian tener
una funcién asociada a ellos, pero diferente
a los procesos de reciclaje conocidos hasta
el momento. Con el fin de evaluar el rol de
estas tres metacaspasas en la muerte celular
programada, los parasitos en los cuales se
suprimieron sus respectivos genes, se trataron
con prostaglandina D2, conocido inductor de
muerte celular programada en T. brucei (38). La
ausencia simultanea de las tres metacaspasas
no tuvo ningun efecto en la tasa de muerte
de los parasitos, lo cual sugiere que éstas no
participan en los mecanismos de muerte celular
programada inducida por prostaglandina D2.
Sin embargo, estos resultados no descartan
su posible rol en la muerte celular programada
inducida por otros mecanismos como el estrés
oxidativo, ni el posible reemplazo de su funcion
por parte de ToOMCA1 y ToMCAA4.

La sustitucién natural de aminoacidos en la diada
catalitica H/C de las metacaspasas TbMCA1
y TbMCAA4 (figura 1) ha hecho que éstas se
consideren como hipotéticamente inactivas. Sin
embargo, la TOoMCA4 produjo efectos cuando
se expresO en levaduras, tal como se explico
anteriormente, y no hay estudios en los cuales
se demuestre la inactividad de estas enzimas.
Otras cisteinas presentes en la secuencia
de aminodacidos de estas dos metacaspasas
podrian reemplazar la funcién de la cisteina de
la diada catalitica, tal como se ha demostrado
en la metacaspasa AtMC9 de A. thaliana (39).
En AtMCS9, el residuo 29 de cisteina reemplaza
la funcion de la cisteina 147 de la diada catalitica
cuando esta ultima se encuentra nitrosilada. A
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propésito de la actividad enzimatica de las cinco
metacaspasas de T. brucei, s6lo se sabe que
la TOMCAZ2 se autoprocesa y es especifica de
arginina y lisina como otras metacaspasas (40).

Las metacaspasas de parasitos protozoarios
como posibles blancos de medicamentos

Una célula normal no es inmortal y su muerte
puede ser inducida por factores externos o
formar parte de un proceso fisioldégico. Cuando
una célula muere como resultado de un cambio
ambiental violento, se produce la necrosis, una
forma de muerte celular en la cual las células
se destruyen, liberan su contenido y provocan
una reaccién inmunoldgica a su alrededor (41).
Por otro lado, cuando una célula muere como
parte de un proceso fisiol6gico, se produce la
muerte celular programada, la cual es ejecutada
por procesos activos en los cuales participan
proteinas codificadas en el genoma de la célula.
La muerte celular programada genera cuerpos
apoptosicos que son fagocitados de manera
silenciosa por células vecinas, lo cual evita la
generacién de una respuesta inflamatoria (42).

En los mamiferos, la muerte celular programada
conocida como apoptosis, ha sido considerada
COmo un mecanismo para contrarrestar la mitosis,
para mantener la homeostasis del nimero de
células durante la embriogénesis y el desarrollo,
y para eliminar células con defectos moleculares
como lesiones en el ADN (43). A pesar de que
el rol de la muerte celular programada en los
organismos unicelulares es todavia contro-
versial, se ha sugerido que ésta evoluciono
inicialmente en organismos unicelulares como
un mecanismo de defensa para mantener la
posibilidad de clonacién en una poblacién con
la seleccién positiva de microorganismos mejor
adaptados al medio, para adaptar el nimero de
microorganismos a los nutrientes disponibles y
como un mecanismo de regulacion del ciclo y
diferenciacion celulares (8).

En los parasitos protozoarios humanos, como
aquéllos de los cuales se habla en esta revision,
la muerte celular programada se ha postulado
como un mecanismo de control de la poblacion de
parasitos dentro del insecto vector y dentro de las
células hospederas humanas, lo cual favoreceria

Metacaspasas de parasitos protozoarios

la supervivencia de parasitos infectivos y mejor
adaptados (44,45). Algunas caracteristicas de
la muerte celular programada también se han
postulado como mediadoras de la evasion de la
respuesta inmune, lo que permitiria la fagocitosis
silenciosa de los parasitos por las células del
sistema monocito-macrofago humano y favore-
ceria el establecimiento de wuna infeccién
productiva (46,47). Dado que, al parecer, las
metacaspasas hacen parte de los procesos
responsables de la muerte celular programada
de estos microorganismos, la clara identificacion
de su funcién biolégica permitira, no sélo diluci-
dar la manera en la que ocurre la muerte celular
programada en estos organismos, sino, también,
la generacién de nuevas estrategias terapéuticas
dirigidas a eliminar los parasitos por medio de la
induccion de la muerte celular programada.

Mucho se ha aprendido respecto a las metacas-
pasas durante la ultima década. Sin embargo, su
funcidn biolégica todavia no es clara en ninguno
de los organismos en las cuales se expresan.
Se hace evidente la necesidad de desarrollar
estudios adicionales dirigidos a conocer los
mecanismos de activacion e inhibicion de estas
enzimas. En este sentido, la identificacion de
proteinas de interaccion por medio de métodos
como los ensayos de doble hibrido es promisoria.
Esta estrategia experimental consistente en la
tamizacién de las posibles interacciones de la
proteina de interés con una serie de proteinas
derivadas de una biblioteca de ADNc, al ser
expresadas de manera simultanea en células
de levadura, permitié, por ejemplo, identificar la
serpina 1 (Atserpin1) como inhibidor especifico
de lametacaspasa AtMC9 de la planta A. thaliana
(48). De igual manera, otras proteinas podrian
identificarse como activadoras o como substratos
de las metacaspasas, lo cual permitiria esclarecer
las cascadas metabdlicas y los procesos
bioldgicos en los cuales ellas participan.

En los parasitos causantes de malaria, tripano-
somiasis y leishmaniasis, la prioridad es la
evaluacion de las metacaspasas en sus estadios
infecciosos, con el fin de validar estas proteinas
como posibles blancos de medicamentos. Si se
confirma que las metacaspasas son moléculas
efectoras de la muerte celular programada de
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estos microorganismos, deberan desarrollarse
mecanismos de activacién o de bloqueo de la
inhibicion enddgena de metacaspasas para
inducir su muerte celular programada. Si, por
el contrario, las metacaspasas son vitales en
el desarrollo de los parasitos, la generacion de
inhibidores especificos permitiria la eliminacion
de los mismos. La identificacion de proteinas
de interaccion especificas de metacaspasas
permitiria en el futuro la generacién de substratos
o inhibidores sintéticos de las mismas, que
podrian ser utilizados como medicamentos.

Agradecimientos

La autora agradece a Monica Rengifo por su
colaboracion en la redaccion de esta revision, a
Pedro Romero, por su lectura critica del texto y a
Nicolas Fasel, por todo el apoyo brindado.

Conflictos de intereses

La autora declara no incurrir en ningiin conflicto
de interés mediante la publicacion de esta
revision de tema.

Financiacion
Universidad de Lausana, Suiza.

Referencias

1. Uren AG, O’Rourke K, Aravind LA, Pisabarro
MT, Seshagiri S, Koonin EV, et al. Identification of
paracaspases and metacaspases: two ancient families
of caspase-like proteins, one of which plays a key role in
MALT lymphoma. Mol Cell. 2000;6:961-7.

2. Lavrik IN, Golks A, Krammer PH. Caspases:
pharmacological manipulation of cell death. J Clin Invest.
2005;115:2665-72.

3. Riedl SJ, Shi Y. Molecular mechanisms of caspase
regulation during apoptosis. Nat Rev Mol Cell Biol.
2004;5:897-907.

4. MacFarlane M, Williams AC. Apoptosis and disease: a
life or death decision. EMBO Rep. 2004;5:674-8.

5. Yuan J, Shaham S, Ledoux S, Ellis HM, Horvitz HR.
The C. elegans cell death gene Ced-3 encodes a protein
similar to mammalian interleukin-1B-converting enzyme.
Cell. 1993;75:641-52.

6. Kumar S, Doumanis J. The fly caspases. Cell Death
Differ. 2000;7:1039-44.

7. Debrabant A, Lee N, Bertholet S, Duncan R, Nakhasi
HL. Programmed cell death in trypanosomatids and other
unicellular organisms. Int J Parasitol. 2003;33:257-67.

492

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Biomédica 2009;29:485-93

Koonin EV, Aravind L. Origin and evolution of eukaryotic
apoptosis: the bacterial connection. Cell Death Differ.
2002;9:394-404.

Vercammen D, Declercq W, Vandenabeele P, van
Breusegem F. Are metacaspases caspases? J Cell Biol.
2007;179:375-80.

Vercammen D, van de Cotte B, De Jaeger G,
Eeckhout D, Casteels P, Vandepoele K, et al. Type I
metacaspases Atmc4 and Atmc9 of Arabidopsis thaliana
cleave substrates after arginine and lysine. J Biol Chem.
2004;279:45329-36.

Madeo F, Herker E, Maldener C, Wissing S, Lachelt
S, Herlan M, et al. A caspase-related protease regulates
apoptosis in yeast. Mol Cell. 2002;9:911-7.

Gonzalez IJ, Desponds C, Schaff C, Mottram JC,
Fasel N. Leishmania major metacaspase can replace
yeast metacaspase in programmed cell death and
has arginine-specific cysteine peptidase activity. Int J
Parasitol. 2007;37:161-72.

Lee N, Gannavaram S, Selvapandiyan A, Debrabant
A. Characterization of metacaspases with trypsin-like
activity and their putative role in the programmed cell
death in the protozoan parasite Leishmania. Eukaryot
Cell. 2007;6:1745-57.

Trzyna WC, Legras XD, Cordingley JS. A type-1
metacaspase from Acanthamoeba castellanii. Microbiol
Res. 2008;163:414-23.

Bidle KD, Haramaty L, Barcelos E Ramos J, Falkowski
P. Viral activation and recruitment of metacaspases in
the unicellular coccolithophore, Emiliania huxleyi. Proc
Natl Acad Sci USA. 2007;104:6049-54.

Okamoto OK, Hastings JW. Genome-wide analysis
of redox-regulated genes in a dinoflagellate. Gene.
2003;321:73-81.

Herker E, Jungwirth H, Lehmann KA, Maldener C,
Frohlich KU, Wissing S, et al. Chronological aging
leads to apoptosis in yeast. J Cell Biol. 2004;164:501-7.

Bettiga M, Calzari L, Orlandi I, Alberghina L, Vai
M. Involvement of the yeast metacaspase Ycal in
ubp10Delta-programmed cell death. FEMS Yeast Res.
2004;5:141-7.

Mazzoni C, Herker E, Palermo V, Jungwirth H,
Eisenberg T, Madeo F, et al. Yeast caspase 1 links
messenger RNA stability to apoptosis in yeast. EMBO
Rep. 2005;6:1076-81.

Weinberger M, Ramachandran L, Feng L, Sharma K,
Sun X, Marchetti M, et al. Apoptosis in budding yeast
caused by defects in initiation of DNA replication. J Cell
Sci. 2005;118:3543-53.

Mitsui K, Nakagawa D, Nakamura M, Okamoto T,
Tsurugi K. Valproic acid induces apoptosis dependent of
Ycalp at concentrations that mildly affect the proliferation
of yeast. FEBS Lett. 2005;579:723-7.



Biomédica 2009;29:485-93

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29

30.

31.

32.

33.

34.

Khan MA, Chock PB, Stadtman ER. Knockout of
caspase-like gene, YCA1, abrogates apoptosis and
elevates oxidized proteins in Saccharomyces cerevisiae.
Proc Natl Acad Sci USA. 2005;102:17326-31.

Wadskog |, Maldener C, Proksch A, Madeo F, Adler
L. Yeast lacking the SRO7/SOP1-encoded tumor
suppressor homologue show increased susceptibility to
apoptosis-like cell death on exposure to NaCl stress. Mol
Biol Cell. 2004;15:1436-44.

Flower TR, Chesnokova LS, Froelich CA, Dixon C,
Witt SN. Heat shock prevents alpha-synuclein-induced
apoptosis in a yeast model of Parkinson’s disease. J Mol
Biol. 2005;351:1081-100.

Silva RD, Sotoca R, Johansson B, Ludovico P,
Sansonetty F, Silva MT, et al. Hyperosmotic stress
induces metacaspase- and mitochondria-dependent
apoptosis in Saccharomyces cerevisiae. Mol Microbiol.
2005;58:824-34.

lvanovska I, Hardwick JM. Viruses activate a genetically
conserved cell death pathway in a unicellular organism.
J Cell Biol. 2005;170:391-9.

Suarez MF, Filonova LH, Smertenko A, Savenkov
El, Clapham DH, von Arnold S, et al. Metacaspase-
dependent programmed cell death is essential for plant
embryogenesis. Curr Biol. 2004;14:R339-40.

Hoeberichts FA, ten Have A, Woltering EJ. A tomato
metacaspase gene is upregulated during programmed
cell death in Botrytis cinerea-infected leaves. Planta.
2003;217:517-22.

. Watanabe N, Lam E. Two Arabidopsis metacaspases

AtMCP1b and AtMCP2b are arginine/lysine-specific
cysteine proteases and activate apoptosis-like cell death
in yeast. J Biol Chem. 2005;280:14691-9.

Richie DL, Miley MD, Bhabhra R, Robson GD,
Rhodes JC, Askew DS. The Aspergillus fumigatus
metacaspases CasA and CasB facilitate growth under
conditions of endoplasmic reticulum stress. Mol Microbiol.
2007;63:591-604.

Meslin B, Barnadas C, Boni V, Latour C, De Monbrison
F, Kaiser K, et al. Features of apoptosis in Plasmodium
falciparum erythrocytic stage through a putative role
of PfMCA1 metacaspase-like protein. J Infect Dis.
2007;195:1852-9.

Le Chat L, Sinden RE, Dessens JT. The role of
metacaspase 1 in Plasmodium berghei development
and apoptosis. Mol Biochem Parasitol. 2007;153:41-7.

Ambit A, Fasel N, Coombs GH, Mottram JC. An
essential role for the Leishmania major metacaspase in
cell cycle progression. Cell Death Differ. 2008;15:113-22.

Kosec G, Alvarez VE, Aguero F, Sanchez D, Dolinar
M, Turk V, et al. Metacaspases of Trypanosoma
cruzi: possible candidates for programmed cell death
mediators. Mol Biochem Parasitol. 2006;145:18-28.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Metacaspasas de parasitos protozoarios

Mottram JC, Helms MJ, Coombs GH, Sajid M. Clan
CD cysteine peptidases of parasitic protozoa. Trends
Parasitol. 2003;19:182-7.

Szallies A, Kubata BK, Duszenko M. A metacaspase
of Trypanosoma brucei causes loss of respiration
competence and clonal deathinthe yeast Saccharomyces
cerevisiae. FEBS Lett. 2002;517:144-50.

Helms MJ, Ambit A, Appleton P, Tetley L, Coombs GH,
Mottram JC. Bloodstream form Trypanosoma brucei
depend upon multiple metacaspases associated with
RAB11-positive endosomes. J Cell Sci. 2006;119:1105-
17.

Figarella K, Rawer M, Uzcategui N L, Kubata BK,
Lauber K, Madeo F, et al. Prostaglandin D2 induces
programmed cell death in Trypanosoma brucei
bloodstream form. Cell Death Differ. 2005;12:335-46.

Belenghi B, Romero-Puertas MC, Vercammen
D, Brackenier A, Inze D, Delledonne M, et al.
Metacaspase activity of Arabidopsis thaliana is regulated
by S-nitrosylation of a critical cysteine residue. J Biol
Chem. 2007;282:1352-8.

Moss CX, Westrop GD, Juliano L, Coombs GH,
Mottram JC. Metacaspase 2 of Trypanosoma brucei is
a calcium-dependent cysteine peptidase active without
processing. FEBS Lett. 2007;581:5635-9.

Jaattela M. Programmed cell death: many ways for cells
to die decently. Ann Med. 2002;34:480-8.

Bursch W. Multiple cell death programs: Charon’s lifts to
Hades. FEMS Yeast Res. 2004;5:101-10.

Vaux DL, Strasser A. The molecular biology of apoptosis.
Proc Natl Acad Sci USA. 1996;93:2239-44.

Lee N, Bertholet S, Debrabant A, Muller J, Duncan R,
Nakhasi HL. Programmed cell death in the unicellular
protozoan parasite Leishmania. Cell Death Differ.
2002;9:53-64.

LindosoJA, Cotrim PC, Goto H. Apoptosis of Leishmania
(Leishmania) chagasi amastigotes in hamsters infected
with visceral leishmaniasis. Int J Parasitol. 2004;34:1-4.

Wanderley JL, Benjamin A, Real F, Bonomo A,
Moreira ME, Barcinski MA. Apoptotic mimicry: an
altruistic behavior in host/Leishmania interplay. Braz J
Med Biol Res. 2005;38:807-12.

van Zandbergen G, Bollinger A, Wenzel A, Kamhawi
S, Voll R, Klinger M, et al. Leishmania disease
development depends on the presence of apoptotic
promastigotes in the virulent inoculum. Proc Natl Acad
Sci USA. 2006;103:13837-42.

Vercammen D, Belenghi B, van de Cotte B, Beunens
T, Gavigan JA, De Rycke R, et al. Serpin1 of Arabidopsis
thaliana is a suicide inhibitor for metacaspase 9. J Mol
Biol. 2006;364:625-36.

493



Instrucciones para los autores

Biomédica es la revista del Instituto Nacional
de Salud de Colombia cuyo fin primordial es la
difusién de trabajos originales que contribuyan a
ampliar los conocimientos en biomedicina.

Informacién general

Biomédica publicara trabajos cientificos, escritos
en espafnol o en inglés, en las siguientes
categorias:

Articulo original: trabajo inédito derivado de una
investigacion biomédica que aporta informacién
nueva sobre aspectos especificos y contribuye
de manera relevante al conocimiento cientifico.

Comunicacionbreve:eselinformederesultados
parciales o finales de una investigacién cuya
divulgacion rapida es de gran importancia.

Nota técnica: describe en detalle una técnica de
laboratorio novedosao modificacionesrealizadas
a una técnica ya establecida, enfatizando
las ventajas que tiene el procedimiento o la
innovacién desarrollados.

Ensayo: es un manuscrito filosofico, literario o
cientifico que presenta la opinion sustentada del
autor sobre un tema especifico o de actualidad.

Comentario: manuscrito sobre un articulo
publicado en la revista.

Resefa histérica: es un manuscrito que
destaca personajes 0 sucesos y su contribucion
al desarrollo de las ciencias biomédicas.

Revision de tema: presenta el estado actual
del conocimiento sobre un tema; incluye dos
categorias:

* solicitado directamente por el Comité Editorial
a personas expertas en el tema;

* presentado por profesionales interesados
en un tema particular; en este caso, se debe
enviar una propuesta en la que se indique por
qué el tema escogido es pertinente para los
lectores de Biomédica, el cual debe incluir
una breve descripcién del contenido en la que
se deben mencionar las referencias clave, las

publicaciones de los autores sobre el tema,
la probable extension del documento y el
namero aproximado de ilustraciones.

e La revisiébn debe incluir un resumen con
énfasis en el significado de los hallazgos
recientes, una introduccién al tema sefialando
hitos pasados y desarrollos presentes, y los
encabezamientos del texto con el objeto de
hacer mas provechosa su lectura. La revision
debe incluir un andlisis critico de la literatura
y datos propios de los autores. El desarrollo
del tema queda a discrecion del autor pero
se aconseja que incluya tablas, esquemas y
figuras que hagan agil el texto y ofrezcan una
comprension mas rapida de su contenido.

Imagenes en biomedicina: es un trabajo
ilustrado con fotografias que muestran y explican
de maneradidactica un concepto, una estructura,
una enfermedad o un diagnéstico biomédico.
Debe incluir un comentario corto que resalte la
importancia del tema ilustrado.

Haga usted el diagnodstico: pretende retar la
capacidad diagnostica de los lectores, utilizando
ilustraciones o fotografias de casos clinicos o
de hallazgos microscopicos. Consta de dos
partes, la presentacion clinica y los hallazgos
correspondientes y el diagnéstico correcto; este
ultimo aparece en pagina aparte y debe
acompafarse de un comentario actualizado
sobre la entidad que se pretende ilustrar.

Presentacién de casos: son ejemplos de casos
clinicos de enfermedades que destacan alguna
particularidad llamativa o sefialan un hallazgo
especial de las mismas, con una revision breve
de la literatura pertinente.

Cartas al editor: los lectores pueden solicitar
aclaraciones o presentar comentarios sobre
el material publicado en la revista. La decisién
sobre la publicacion de las cartas recibidas
queda a discrecién del Comité Editorial.

Comentarios bibliograficos: son escritos
criticos breves sobre libros de biomedicina.



Informacién general sobre los manuscritos

Todo material propuesto para publicaciéon en
Biomédica seré revisado por el Comité Editorial
y enviado para evaluacion externa a dos evalua-
dores o pares cientificos; para facilitar este paso,
los autores deben enviar junto con el manuscrito,
el nombre, afiliacién y correo electrénico de cuatro
posibles evaluadores. Los editores informaran al
autor principal que su trabajo ha sido recibido;
posteriormente, le haran llegar los comentarios
de los evaluadores y le haran conocer la decisién
final sobre la publicacién de su manuscrito.

La revista Biomédica se reserva el derecho de
aceptarorechazarlosarticulosy harasugerencias
que tiendan a mejorar su presentacion.

Una vez que el autor reciba los comentarios de
los evaluadores, debera proceder a contestarlos
punto por punto y a incorporar las modificaciones
correspondientes en el texto. Si en el transcurso
de las cuatro semanas siguientes, Biomédica no
ha recibido la respuesta de los autores, el Comité
Editorial retirara el manuscrito.

Una vez aceptado el manuscrito para publicacion
el Comité Editorial no aceptara modificaciones
sobre su contenido, y se solicitarda enviar una
declaracién de cesion de los derechos de autor
a la revista, la cual debe ser firmada por todos
los autores.

Los originales de los articulos aceptados para
publicacion permaneceran en los archivos de la
revista hasta por un afo.

Preparacion del manuscrito

Por favor, cifiase a las indicaciones del Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas
(International Committee of Medical Journal
Editors -ICMJE) que se encuentran publicadas
como “Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals” en http://www.
icmje.org. La versién en espafiol se puede
consultar en la Revista Panamericana de Salud
Publica (Rev Panam Salud Publica 2004;15:41-
57) en http://journal.paho.org/index.php?a_ID=531.

Después de realizadas la edicion y la correccion
de estilo, los autores recibiran las galeradas del

articulo, las cuales deben ser cuidadosamente
revisadas y devueltas al Editor en un término
maximo de 48 horas.

Una vez realizada la publicacion, el autor principal
recibira, libre de costo, cinco ejemplares de la
revista.

El manuscrito debe incluir las siguientes secciones:

Hoja de presentacion: debe incluir titulo, titulo
corto para los encabezamientos de las paginas,
titulo eninglés, nombres completos de los autores
unicamente con el primer apellido, afiliacion
institucional y el nombre de la institucion donde se
llevd a cabo el trabajo. Ademas, se debe anotar
el nombre del autor responsable de la corres-
pondencia con su direccion completa, numero
telefénico y de fax y direccion electrénica.

Resumenes y palabras clave: el trabajo debe
presentar un resumen estructurado (introduccién,
objetivo, materiales y métodos, resultados vy
conclusién) en espafol y otro en inglés, cada
uno no debe tener mas de 250 palabras. No se
permite el uso de referencias ni se recomienda la
inclusién de siglas o acrénimos.

Se requieren de 6 a 10 palabras clave en cada
idioma; consulte los Descriptores en Ciencias
de la Salud (DeCS) del indice de la Literatura
Latinoamericana y del Caribe en Ciencias de
la Salud (LILACS) en http://decs.bvs.br; para
verificar las de inglés, consulte los Medical
Subject Headings (MeSH) del Index Medicus en
http://www.nIm.nih.gov/mesh/meshhome.htm.

Texto: todo el manuscrito, incluso la pagina del
titulo, los resimenes, las referencias, los cuadros
y las leyendas de figuras y cuadros, debe estar
escrito a doble espacio, por un solo lado de la
hoja, sin dejar espacios extras entre parrafo y
parrafo; deje un solo espacio después del punto
y seguido o aparte. Use la fuente Arial de tamafio
12 y no justifique el texto. Use letra bastardilla o
cursiva para los términos cientificos, por favor,
no los subraye.

Formato electronico: envie el manuscrito en Word
Perfect 0 MS Word como procesador de palabra.



Las gréficas elaboradas en PowerPoint, MS Word
o Word Perfect son de baja resolucion; sirven
para el proceso de impresion Unicamente si son
imagenes de lineas, no tienen sombras, ni grises
ni colores y se ha enviado una copia impresa
en laser de alta calidad; por lo tanto, no incluya
en formato electronico este tipo de imagenes.
Las ilustraciones se imprimen en una columna
(75 mm) o en dos columnas (153 mm); por
consiguiente, se deben enviar las ilustraciones
del tamafo en que van a quedar impresas. Si las
ilustraciones son en color y las remite en formato
electronico, se deben enviar en archivos CMYK
en formato .eps (encapsulated postscript); la
resolucion éptima para los archivos CMYK es de
300 dpi si la imagen no tiene texto incluido; si
incluye texto, la resolucion recomendada es de
600 dpi y si son de blanco y negro, de 1.200 dpi.
Lafuente preferida para las gréaficas es Helvética.
Si sus archivos son de Macintosh, conviértalos
a uno de los formatos mencionados. No olvide
incluir una lista de los archivos enviados y anotar
el programa en que fueron hechos.

Conflicto de intereses y financiacion: los
autores deben incluir antes de las referencias
del manuscrito un parrafo en el que expresen
si existen conflictos de interés o si no los
hay. Ademas, debe presentarse otro parrafo
que incluya la fuente de financiacién de la
investigacion adelantada.

Referencias bibliograficas: por favor, observe
estrictamente las indicaciones de los requisitos
uniformes para manuscritos del area biomédica.
Asignele un nimero a cada referencia citada del
texto, asi como a los cuadros y a las figuras en
orden ascendente. Anote los nimeros de las
referencias entre paréntesis y no como indice
(superindice).

Las comunicaciones personales, los datos
sin publicar, los manuscritos en preparacion o
sometidos para publicacion y los resimenes de
trabajos presentados en congresos se deben
citar en el cuerpo del articulo entre paréntesis.

Consulte la lista de publicaciones periddicas
del Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/tsd/
serials/lji.html) para la abreviatura exacta de la
revista citada; si la revista no aparece, escriba

el titulo completo de la revista. Transcriba
Unicamente los seis primeros autores del articulo,
seguidos de et al. Se recomienda la inclusion
de referencias nacionales y latinoamericanas
para lo cual puede consultar Lilacs, Latindex,
Sibra, el indice de Colciencias y otras fuentes
bibliograficas pertinentes.

Cuadros y figuras: elabore los cuadros usando
el programa del procesador de palabra que
aparece como, utilidad de cuadros; absténgase
de preparar archivos en columnas o tabulados
en el texto mismo del manuscrito. Para las
figuras (diagramas, dibujos o ilustraciones) en
blanco y negro, envie el original y dos copias de
la ilustracion correspondiente. Si son fotografias
en blancoy negro, se deben enviar tres copias de
excelente calidad; si son transparencias, envie la
diapositiva original y no una copia, junto con dos
impresiones en papel (fotocopia o por escaner)
de la misma imagen para facilitar el envio de este
material a los evaluadores del manuscrito.

En las preparaciones de microscopio, recuerde
que debe mencionar la coloracion y el aumento
segun el objetivo utilizado, pero no incluya el
valor del ocular.

Cuando se incluyan cuadros o figuras que
ya han sido publicados, se requiere enviar la
autorizacién del editor que tiene los derechos de
autor para su reproduccion en Biomédica.

Remision del manuscrito

El manuscrito debe ser remitido con una carta
firmada por todos los autores en la que conste
que todos conocen y estan de acuerdo con su
contenido. Se debe mencionar, igualmente, que
el manuscrito no ha sido publicado anteriormente
ni se ha sometido a publicacién en otra revista.
El documento original y las dos copias exigidas
deben ser remitidos a los editores a la siguiente
direccion:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud

Avenida Calle 26 No.51-20, oficina B-245
Bogota, D.C., Zona 6, Colombia, S.A.

o Apartado aéreo 80334 u 80080
Bogota, D.C., Zona 6, Colombia, S.A.



BIOMEDICA
Lista de verificacion

Con el fin de comprobar que se han cumplido todas las instrucciones correspondientes a las normas
de publicacion de la revista Biomédica, le solicitamos nos devuelva debidamente diligenciada esta
lista de verificacién junto con su manuscrito.

Categoria

Articulo original Comunicacionbreve _ Notatécnica__
Revisibndetema__ Resefa histérica Ensayo
Comentario__ Imagenes en biomedicina

Presentacibondecaso Haga usted el diagnostico

Cartaal editor Resefa bibliografica

1- Presentacion:

Texto escrito a doble espacio en fuente Arial de 12 puntos de tamario, en una sola cara de la
hoja, tamano carta

Paginas numeradas consecutivamente en la esquina inferior derecha

Se remiten 3 copias impresas del articulo y una en medio magnético y se especifican los
programas utilizados y las versiones, ademas de los nombres de archivo.

2- Titulo:

Se incluyen los titulos en espafiol e inglés (maximo 165 caracteres).

Se incluye el titulo abreviado en espafiol (maximo 50 caracteres).

Los autores aparecen solo con su afiliacién institucional, sin mencionar cargos ni titulos
académicos.

El autor de la correspondencia suministré los datos completos: nombre, apellidos, direccion,
teléfono, fax y correo electrénico.

3- Resumen:

Se incluye el resumen estructurado en espanol e inglés, con una extension maxima de 250
palabras y con los siguientes subtitulos: introduccion, objetivos, materiales y métodos,
resultados y conclusiones.

El resumen estructurado es sélo para articulos originales y comunicaciones breves.

4- Palabras clave:

De 6 a 10 por articulo en cada idioma
Se incluyen las palabras clave en espanol e inglés (key words), indexadas en los
Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS), http:/decs.bvs.br/E/homepagee.html.

5- Estructura del articulo original:

Se incluyen los siguientes apartados:

Pagina de presentacion: titulo en espafiol, titulo en inglés, titulo abreviado en espafol,
presentacion de los autores y datos completos del autor de correspondencia.

Resumenes: en espafiol e inglés

Materiales y métodos



Resultados

Discusién
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Instructions to authors

Scope and policy

Biomédica is the quarterly journal of the Instituto
Nacional de Salud of Colombia [Colombia’s
National Institute of Health]. Its purpose is to
publish the results of original research that
contributes meaningfully to knowledge in health
and biomedical sciences.

General information

Biomédica will publish scientific papers written in
Spanish or English, in the following categories:

Original articles: unpublished manuscripts
resulting from biomedical research which
presents new information about specific aspects
and provides relevant contribution to scientific
knowledge.

Short communication: report of partial or final
results of research whose rapid disclosure is of
great importance.

Technical note: Detailed description of a new
laboratory technique or of modifications done
to an established technique, emphasizing
the advantages that the process has, or the
importance of the innovation developed.

Essay: a philosophical, literary, or scientific
manuscript that presents an author’'s documented
opinion about a specific topic or a topic of current
interest.

Commentary: a manuscript about an article
published in the Journal.

History: a manuscript that places emphasis
on historical personalities or facts, and their
contributions to the development of biomedical
sciences or health policies.

Topic review: the current state of the art on a
specific topic; includes two categories:

(1) requested by the Editorial Board

(2) presented by professionals interested in a
particular topic. For this option, authors must
send a proposal indicating why the topic selected
is relevant to the readers of Biomedica. It must

include a brief description, some key references,
its probable size and the approximate number of
illustrations.

In both categories, the review must include an
abstract with emphasis on the significance of
recent findings, a pointed introduction to the
topic showing past landmarks and present
developments, and appropriate subtitles with the
purpose of facilitating reading of the paper. The
review must include a critical review of published
literature, as well as unpublished data by the
authors. The development of the topic is left to
the discretion of the authors, but the authors are
advised to include tables, graphics and figures to
provide a clearer understanding of the text.

Images in biomedicine: an illustrated paper
(including photographs) which demonstrates
via images a concept, a structure, a disease or
a biomedical diagnosis. It must include a short
commentary emphasizing the importance of the
illustrated topic.

Make your own diagnosis: The purpose of
papers presented in this category is to challenge
the diagnostic ability of readers, usingillustrations
or photographs of clinical data, or microscopic
findings. It has two parts, the clinical presentation
and the corresponding findings in the first part,
and the correct diagnosis in the second part. The
latter appears in a separate page and must be
accompanied by an updated comment on the
disease entity it highlights.

Case presentation: examples of diseases
from clinical cases that have peculiar features
of presentation or point to special features of
diagnostic value along with a brief review of the
pertinent literature.

Letters to the editor: readers can request
explanations or present comments about the
papers published in the journal. The decision
concerning the publication of these letters is
made at the discretion of the Editorial Board.

Book review: brief critical writings of books
about health and biomedicine.



Manuscript general information

All manuscripts submitted for publication in
Biomédica will be reviewed by the Editorial
Board and sent for peer review to at least two
experts. To facilitate this process, the authors
must send the names and e-mail addresses of
four suggested reviewers. The editors will inform
the principal author that the paper has been
received. Later, the Editorial Board will send him
the reviewers’ comments and inform him of the
final decision concerning publication. Authors
must include statements in the paper declaring
potential conflicts of interest and indicating the
financial sources for the research work.

Biomedica reserves the right to accept or reject
the papers, and will make recommendations for
improving their presentation.

Once the authors receive the reviewers’
comments, they must address each comment,
in addition to incorporating the corresponding
modifications in the text. The authors must
reply to the reviewer comments within the four
weeks following the date sent; if Biomédica has
not received the authors’ reply by this date, the
paper will be withdrawn.

Oncethepaperhasbeenacceptedforpublication,
the Editorial Board will not accept modifications
in its content, and it will request copyright transfer
to be signed by all authors.

The original manuscripts of articles accepted to
be published will remain in the journal files for a
minimum of one year after publication.

Oncethe paperhas been accepted for publication
and after editing and style correction, authors will
receive the galley proofs, which must be carefully
reviewed and returned to the editors within 48
hours after receipt by the authors. Once the
paper has been published, the principal author
will receive 5 free copies of the corresponding
journal issue.

Preparation of the manuscript

Please follow the guidelines of the International
Committee of Medical Journal Editors that
are published as “Uniform requirements for

manuscripts submitted to biomedical journals”
in http:/www.icmje.org/index.html. A Spanish
version is available in the website of the Revista
Panamericana de Salud Publica (Rev Panam
Salud Publica 2004;15: 41-57), http:/journal.
paho.org/index.php?a_I1D=531

The manuscript must include the following
sections:

Presentation page: In addition to the manuscript
title and the running title for the page headlines,
this section must include the complete names of
authors, the institutional affiliation of each author,
and the name of the institution in which the
research was undertaken. It must also include
the name of the corresponding author, along with
postal address, telephone and fax numbers and
e-mail address.

Abstracts: the manuscript must include a
structured abstract (introduction, objective,
materials and methods, results and conclusions)
in both Spanish and English, not longer than
250 words. Use complete sentences. The use of
references is not allowed in the abstract, and the
inclusion of abbreviations and acronyms is not
recommended.

Key words: No more than ten key words in each
language are permitted. Authors are advised to
verify the English keywords in the Medical Subject
Headings (MeSH) of the Index Medicus in http:/
www.nlm.nih.gov/mesh7meshhome.htm, and the
Spanish keywords in Descriptores en Ciencias
de la Salud (DeCS) of the Latin American and
Caribbean Health Sciences index, in http:/decs.
bvs.br

Text: All manuscripts including the presentation
page, abstracts, references, tables and the
headlines of figures and tables, must be written
in double space by just one side of the page,
without extra spaces between paragraphs.
Leave only a single space after the end of each
paragraph. Use Arial font size 12 and do not
justify the text (left justified). Use italic letters
for species names or scientific terms; do not
underline for italicization.



Electronic format: The manuscript must be
received as an MS Word™file. Graphics made
with the Power Point™or MS Word programs
are not acceptable because of low resolution.
They may be usable only if the images are
composed of lines, without shadows, grays, or
color. A printed copy from a high quality laser
printer is an acceptable substitute. Do not
include electronic images that do not fulfill these
conditions. lllustrations are printed in a single
column (75 mm) or in two columns (153 mm);
therefore, illustrations must be sent in one of
these two print sizes. If illustrations are in color
and are mailed in electronic format, they must
be sent in CMYK files in .eps (Encapsulated
Postscript) format. The best resolution for CMYK
files is 300 dpi if the image does not include text.
If the image includes text, the recommended
resolution is 600 dpi; if it is black and white,
the recommended resolution is 1200 dpi. The
recommended font for graphics is Helvetic. If
your files are Macintosh, please convert them to
one of the above formats. A complete list of the
files must be included in the submission along
with the names of the programs in which they
were formatted.

Conflicts of interests and financial support
statements: Authors must place these statements
before the bibliographic references as one
paragraph that includes the conflict of interest
declaration and a second paragraph with the
financial support statement.

Bibliographic references: Strict adherence
is required to the guidelines of the “Uniform
requirements for manuscripts submitted to
biomedicaljournals” available at www.icmje.org A
number is assigned to each reference in the order
as it occurs in the manuscript, tables and figures
in ascending order. The reference numbers
are placed within parenthesis (not as indices
or superscripts). Personal communications,
unpublished data, manuscripts in preparation
or submitted for publication and abstracts
presented at congresses or other scientific

meetings must not be numbered but rather
referenced in the text within parenthesis. Consult
the periodical publications list of Index Medicus
(http:/www.nlm.nih.gov/tsd7serials7lij.html) ~ for
exact abbreviations of the journals referenced. If
the journal is not listed, write the complete title
of the journal. Include only the first six authors
of the article, followed by et al. The inclusion
of national and Latin-American references is
recommended. For this purpose, please consult
Lilacs, Latindex, Sibra, or Colciencia’s indices,
and other pertinent bibliographic sources.

Tables and figures: The tables must be
formatted using the word processing tool for this
purpose. Do not include columns or tabulations
within the text of the manuscript. Include a
separate page with the names of electronic files.
For black and white figures (diagrams, drawings
or illustrations), send an original and two copies.
For black and white photographs, three copies
of excellent quality must be sent. If they are
transparencies, send the original plus two paper
prints (photocopy or scanner), of the same image
to facilitate mailing of the material. In microscopy
preparations, indicate the stain used and the
magnification according to the objective used; do
not include the ocular magnification value.

Sending the manuscript

The manuscript has to be sent together with a
letter signed by all authors in which each certifies
knowledge of the manuscript content and agrees
to its submission for publication to Biomédica.
The cover letter must also indicate explicitly
that the manuscript has neither been published
previously, nor submitted for publication to any
other journal. The original document and the two
copies requested must be sent to the editors to
the following address:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud
Avenida Calle 26 No. 51-20
Bogota D.C., Zona 6, Colombia



Checklist for submitted manuscripts

For the purpose of verifying that authors have complied with the publication guidelines of
Biomédica, to the corresponding author is requested to include this checklist along with your paper.

Category

Original article Short communication Technical note __
Topic review Historical paper Essay

Commentary Images in biomedicine

Case presentation Make your own diagnosis

Letter to the editor Book review

1. Presentation
Text written in double space, in Arial font size 12 point, on one side of the page, 8'2x 11 inch
letter size.
Pages numbered consecutively
Mail three printed copies of the manuscript and an electronic file on 3.5” disk; please specify
the programs and versions used; include page of the file names.

2. Title

Title in Spanish and English (maximum 165 characters)

Running title in the same language used in the text of your paper (Spanish or English
(maximum 50 characters)

Include the authors’ names with institutional affiliations; do not include current positions or
academic titles.

The corresponding author must have provided correspondence information: name, postal
adress, phone number, fax number, e-mail address

3. Abstracts
Include a structured abstract both in Spanish and English, with a maximum length of 250
words and the following subtitles: Introduction, Objective, Materials and methods, Results,
Conclusions. The inclusion of a structured abstract applies only for original articles and short
communications.

4. Keywords (6 to 10 per manuscript in each language)
Include only keywords in Spanish and English which have been verified previously inthe Medical
Subject Headings (MeSH) of the Index Medicus in http://www.nlm.nih.gov/mesh7meshhome.
htm, and, for the Spanish keywords, in Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS) of the
Latin American and Caribbean Health Sciences index, in http:/decs.bvs.br

5. Structure of an original article
Include the following parts:
Introduction

Materials and methods

Results

Discussion
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6. Figures

Include each one in a separate page.

7. Tables

Each table must be included in a separate page.

Tables must be made in the simplest table format of MS Word and printed by laser printer.
Number the tables consecutively in their order of appearance in the text.

Include the corresponding title for each table.

8. Photographs

Include three printed copies

On the back of each printed photograph, write its identification (figure number) and
orientation.

The corresponding legend must be included in a separate page.

9. References

The references must be numbered consecutively according to the order of citation in the text.
Biomedica’s guidelines for citing references must be followed strictly.

10. Use of abbreviations

The first time an abbreviated term appears in the text, the complete term must be written in its
original language with the corresponding abbreviation in parenthesis.

11. Nomenclature

The names of genus and species are written in italics.
The scientific names of microorganisms names are written complete the first time they appear
in the text, as well as in the title and in the abstracts; afterwards just use the first letter of the
genus followed by a dot and the complete name of the species. Note that a genus name must
be written in full if it forms the first word in a sentence.

12. General considerations:

Include a letter signed by all the authors.

If a paper presents results of research on human subjects or animals, an explicit statement

that ethical clearance for conduct of the study was requested and obtained from an institutional

Review Board. This statement must be included at the end of the Materials and methods

section.

Authors must certify to the Editorial Board of Biomédica that the persons whose names have

been identified in the Acknowledgements section are fully aware of this and agree to their

inclusion.

All papers must include a Declaration of Conflicts of Interest and a statement of the financial
sources.

In the Spanish version, decimal figures are separated with a comma (not with a dot) from the

whole numbers.

Authors must include the names of four potential reviewers in the cover letter.
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