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Presentacion

La senrie Diario de Campo se ha convertido a lo largo de los
aflos en uno de los escenanrios de divulgacion por excelencia
de la produccion académica y cientifica que desarrollan los
grupos de investigacion de la Universidad Colegio mayor de
Cundinamarca. Desde su primer numero en 2010, ha tenido
el objetivo de difundir para la comunidad académica en par-
ticular, y para la sociedad colombiana en general, los avan-
ces que a traves del quehacer minucioso se desarrollan en
el marco de las actividades univenrsitarias.

En ese sentido, en el primer capitulo titulado Alteraciones
de la molécula de hemoglobina adquirida y hereditaria en estu-
diantes afrodescendientes de Unicolmayor, de las autoras Manr-
tha Castillo Bohdrquez y Ana Lucia Oliveros el lector encon-
trara el desarrollo de una investigacion realizada con una
muestra de la poblacion estudiantil afrodescendiente de la
Universidad, a través de la cual se buscaba identificar la de-
ficiencia de hierro.

En el segundo capitulo, titulado Caracterizacion social que
incide en la salud de familias rurales del municipio de Guayabe-
tal, de las autoras Yamile Edith Borda Pérez y Clemencia de
la Carmen Gaitan Didier, demuestran la importancia de com-
prender como el contexto socio-econdmico de una pobla-
cion puede incidir en las condiciones de salud de la misma;
ademas, le permite al trabajador social proponer desde su
quehacer el desarrollo de actividades que repercutan posi-
tivamente en el bienestar de los integrantes de un ternritorio
en especifico, en este caso de los residentes del municipio de
Guayabetal, Cundinamanrca.



El tercer capitulo llamado Potencial de dos plantas ma-
crofitas invasivas Eichhornia crassipes y Lemna gibba como an-
timicrobianas contra microorganismos patogenos de humanos,
animales y plantas, de autoria de Ligia Consuelo Séanchez Leal,
Manrtha Lucia Postada Buitrago, Ruth Paez Diaz, Edisson Tello
Camacho y Jimmy Jolman Vargas Duarte, presentan la re-
vision documental realizada con la finalidad de determinanr
la accion antimicrobiana de las plantas Buchon de agua (Ei-
chhornia crassipes) y Lenteja de agua (Lemna gibba) con la fi-
nalidad de ofrecer alternativas para tratar la resistencia de
patdgenos en humanos y animales.

Por su panrte, las autoras Milena P. Barbosa, Brigete S.
Gonzalez, Jeannette Navarrete Ospina, Liliana Mufioz Media-
na y Gladys Pinilla Bermudez, en el capitulo Deteccion de tre-
ponema pallidum subespecie pallidum en muestras clinicas para
el diagndstico de sifilis congénita mediante la utilizacién de va-
niantes de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real, realizan un estudio de la variantes de la reaccion en ca-
dena de la polimerasa en tiempo real para identificar la pre-
sencia del gen TpN47 con el fin de detectar la presencia del
Treponema pallidum subespecie pallidum para la deteccion de
la sifilis.

En el quinto capitulo titulado Caenorhabditis elegans cepa
transgénica HA759: modelo para estudios de la enfermedad de
Huntington con extractos de plantas, los autores Ruth Méelida
Sanchez Mora, Martha Gomez Jiménez y Adriana Monroy,
muestran al lector como se usa la cepa HA759 para el estu-
dio de la Enfermedad de Huntington.

Finalmente, en el capitulo sexto titulado Polimorfismos
en el gen de la Mieloperoxidasa aumenta la susceptibilidad
a infecciones, las autoras Lina M. Riano Parra, Andrea Cruz
Baquero, Liliana Mufioz Medina, Jeannette Navarrete Ospina
y Gladys Pinilla Bermudez, presentan una revision bibliogra-



fica en la que se presentan algunos estudios sobre deficien-

cia de mieloperoxidasa y sus consecuencias en la salud.
Esperamos que este tomo sea del agrado e interés de la

comunidad académica y de la sociedad colombiana.






Capitulo 1

Alteraciones de la molécula de
hemoglobina: adquirida y hereditaria
en estudiantes afrodescendientes de
Unicolmayor

Martha Castillo Bohorquez
Ana Lucia Oliveros Rozo

Resumen

La Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca incluye poblacion
de régimen especial como los afrodescendientes. sQué frecuen-
cia de anemias ferropénicas y hemoglobinopatias existen en la po-
blacion afrodescendiente de la Universidad?

La anemia mas comun es la ferropénica. Las alteraciones ge-
néticas de la molécula de hemoglobina mas frecuente es el rasgo
de Hemoglobina S, Hemoglobina C y beta talasemias.

Las pruebas del estudio son: hemograma, estudio de sangre
periférico, ferritina sérica, electroforesis acida y alcalina de he-
moglobina.

Investigacion tipo descriptivo, cuantitativa y transversal, No
experimental, no probabilistica a conveniencia, disef\o muestral:
17 muestras.

Los resultados fueron: deficiencias subclinicas de hierro en
20% de mujeres, rasgo Hemoglobina C en participantes 4y 11; ras-
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go de beta talasemia en participantes 8, 11 y 13; panrticipante 11,
sugestivo de presentar Hemoglobina C y rasgo de  talasemia.

Recomendacion: realizar estudio de poblacion estudiantil de
la Universidad para determinar deficiencias nutricionales y geneé-
ticos de la hemoglobina.

Manrco tedrico y estado del arte

Durante la Colonia, llegaron a Colombia esclavos afrodescendien-
tes provenientes de Africa, quienes se localizaron en las regiones
costeras. En esta poblacion es frecuente encontrar alteraciones
en la molécula de hemoglobina y, segun condiciones socioecono-
micas presentarse deficiencias nutricionales. La Universidad Co-
legio Mayor de Cundinamarca, incluye afrodescendientes como
poblacion de régimen especial.

La anemia mas comun es la ferropénica, la ferritina indica las
reservas de hierro en el organismo, al disminuir conlleva a ferro-
penia. Las alteraciones genéticas de la molécula de hemoglobina
mas comunes son rasgo de la hemoglobina S, hemoglobina C y
beta talasemias.

La anemia es una de las alteraciones mas comunes a nivel
mundial, y la anemia ferropénica se considera como responsable
del 50 % de estas, relacionadas en la gran mayonria con alteracio-
nes de tipo nutricional. Se estima que en Ameénrica se encuentran
100 millones de personas con anemia ferropénica, principalmen-
te en Estados Unidos, Brasil, Colombia y paises del Caribe. En Co-
lombia, la prevalencia de este tipo de anemia es de 46% en emba-
razadas y de 47% en escolares. Considerando que la presencia
de las anemias se convierte en un problema de salud publica, es
de gran imponrtancia la deteccion temprana de las deficiencias de
Hierro con el fin de realizar tratamiento oportuno, adicionalmente
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a estas alteraciones es imponrtante identificar el rasgo y/o enfenr-
medad de Hb Sy talasemias. Esta investigacion brinda apoyo para
realizar campafas de consejeria genética y de prevencion a nivel
de la poblacion por medio de educacion a la comunidad en el ser-
vicio asistencial.

Expertos de la OMS han reiterado la necesidad de realizar in-
vestigaciones que proporcionen informacion precisa acerca de
la prevalencia de la anemia ferropénica. Con la informacion obte-
nida, la OMS, el Fondo de Naciones Unidas para la Infancia y el Plan
Nacional de Alimentacion y Nutricion sefialan la necesidad de rea-
lizar programas de intervencion para controlar las deficiencias
de hierro

El valor de ferritina sérica permite detectanr el inicio de una
anemia ferropénica, aun con valores de hemoglobina dentro de
rangos normales. ENn muchos sectores de la poblacion, no hay re-
cunrsos para aplicar pruebas de laboratorio que permitan diag-
nosticos confiables de anemias, en pro de “optimizar” recursos,
suministran hierro en forma indiscriminada, en un intento por au-
mentar la concentracion de hemoglobina, desconociendo las con-
secuencias negativas que pueden desencadenar y el origen real
de la anemia, ya que si hay un diagnostico equivocado con talase-
mias o rasgo talasemico, el uso indiscriminado de sulfato ferroso
puede desarrollar rapidamente cardiomiopatia y hepatotoxicidad
por acumulacion de hierro

Por otra parte, es importante destacar que el grupo inves-
tigador, en las diferentes etapas desarrolladas, ha generado in-
tervencion directa e inmediata en las comunidades estudiadas,
a traveés de los resultados obtenidos en los que ha detectado un
porcentaje significativo de anemias ferropénicas, deficiencias
subclinicas de hierro, y/o rasgo -enfermedad de Hemoglobina S,C,
sin diagndstico ni tratamiento, exhortando de esta forma a las
instituciones educativas y las entidades prestadoras del servicio
de salud, hacia la formulacion de estrategias de promocion y pre-
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vencion en salud, especialmente las referidas al estado anémico
carencial descubierto.

Por ello, para este estudio, adicionalmente se tuvieron en
cuenta las consideraciones aportadas por la comunidad cientifi-
ca en el contexto de las alteraciones de la molécula de Hemoglobi-
na. Las personas con rasgo falciforme que son portadoras de la
hemoglobina S, son asintomaticas, las cifras y tanto la morfologia
sanguinea, como el desarrollo fisico, la actividad y la longevidad de
las personas son normales; sin embargo, frente a circunstancias
de anoxia, puede presentar ocasionalmente complicaciones.

Teniendo en cuenta la situacion de orden publico, la pobreza
y falta de oportunidades en zonas rurales, se ha incrementado
la migracion de poblacion afrodescendiente a las ciudades vy, en
especial a Bogota, ciudad ubicada a una altura de 2600 msnm,
lo que conlleva a una mayor agresividad en la sintomatologia de
las personas portadoras y homocigotas de hemoglobinopatias,
es importante su diagndstico oportuno y adecuado donde no se
confunda anemias o deficiencias subclinicas de hierro con rasgo
talasémico.

La Hemoglobina S se produce por la sustitucion del acido glu-
tamico por valina en la posicion 6 de la cadena B de la hemoglobina
y al descender la PO2, la molécula de hemoglobina se cristaliza, de-
formando los hematies, tomando forma falciforme y rigidez, esto,
produce un grupo de sintomas conocidos como crisis celular de
la hoz. El niesgo de padecer una crisis, aumenta con cualquier ac-
tividad que estimule la necesidad del cuerpo para recibir oxigeno,
como el enfermarse, el estrés fisico y las altitudes elevadas; de
ésta manera los factores de riesgo, incluyen a su vez:

Factores Gencéticos: los niflos que heredan copias del gen
defectuoso de ambos padres padeceran de la anemia falciforme.
Los niRos que heredan una copia del gen no presentaran esta en-
fermedad, pero portaran este rasgo.

e Raza: negra procedente del sub-Sahara.
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e Etnicidad: griegos, italianos y personas de algunas partes
de la India y de la Peninsula Arabiga.

El proyecto pretende, desde la optica de salud publica a ni-
vel de comunidad afrodescendiente migratonria de la Universidad,
identificar la presencia del estado anémico carencial, posiblemen-
te combinado con el sindrome hemolitico asociado a alteraciones
de la cadena de hemoglobina, tales como hemoglobina S, hemoglo-
bina C y talasemias con el fin de concientizar acerca de la impor-
tancia de un diagnaostico apropiado, para el mejor manejo de estas
alteraciones tanto a nivel clinico como de consejeria genética, en
pro de mejorar la calidad de vida y reducir costos en tratamien-
tos, asi como dar a conocer los resultados a las entidades compe-
tentes, puesto que: en un futuro cercano se cambiara el penrfil epi-
demioldgico a nivel Nacional, teniendo en cuenta las condiciones
de desplazamiento de estas poblaciones.

Diferencias entre anemia ferropénica y Beta tala-
semia

La anemia ferropénica vy las talasemias clinicamente presentan
parametros similares como lo son los glébulos rojos microciticos
e hipocrdomicos, estos dos trastornos de la hemoglobina son las
dos causas mas comunes de anemia, tanto en niflos como en adul-
tos; por ello, es importante determinar si la anemia se da por una
disminucién de hierro sérico o por alteracion genética. Por esta
razon, es de imponrtancia realizar los examenes necesarios para
evitar confusiones entre estos dos tipos de anemias, los mas im-
portantes son la prueba de ferritina plasmatica y los niveles de
HbA2 y HbF, presentandose asi sospecha de rasgo de beta tala-
semia, cuando la ferritina plasmatica es mayora 15ug /Ly HbA2
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mayor a 3.5%, mientras que los niveles disminuidos de fernritina
plasmatica pueden ser sospecha de anemia ferropénica que se
define como ferritina menora 15y g /I y HoA2 menor de 3.5.

La imponrtancia de diagnosticar el rasgo talasémico radica en
gue muchas veces las poblaciones predispuestas a este tipo de
enfermedad, tienden a contraer matrimonio entre personas de
las misma poblacion o comunidad, lo cual pude ser riesgoso en
caso de que lleguen a tener hijos, ya que ambos pueden ser ponr-
tadores de rasgo de talasemia, lo cual causanria talasemia mayonr
en el individuo; queda asi claro, que la deteccion de rasgo de beta
talasemia depende de la medicidon precisa de HbA2 y HbF, no obs-
tante, se han realizado estudios en donde se presentan los dos
trastornos de hemoglobina como se describe en el siguiente apanr-
tado.

Coexistencia de anemia ferropénica y sindromes
de talasemias

La literatura ha considerado que la diferencia entre estas dos
anemias son los niveles de hierro, los cuales disminuyen en ane-
mia ferropénica y no en sindromes talasémico; sin embanrgo, en
los Ultimos aflos se han realizado estudios que demuestran una
mas manrcada disminucion de hemoglobina cuando hay deficiencia
de hierro vy, al tiempo existe rasgo de Beta talasemia, o que pro-
VOCa Una coexistencia entre anemia ferropénica y Beta talasemia.
Esto se da debido a la falta de nutrientes hematopoyéticos y ade-
mas por el desequilibrio en la sintesis de cadenas de globina.
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Materiales y métodos

Se categonriza dentro del tipo de investigacion descriptiva, No ex-
perimental, no probabilistica a conveniencia, de tipo transvenrsal.
Asimismo, es importante sefalar que segun la resolucion 008430
de 1993, el presente estudio se clasifica en la categoria de investi-
gaciones con riesgo minimo.

Previa sensibilizacion ala comunidad respecto a los objetivos
y el desarrollo del proyecto y por ende, a la imponrtancia de una
apropiada toma de muestra, se procede a la firma del consenti-
miento informado, en el cual se aclara la privacidad de los panrti-
cipantes, la confidencialidad de los datos obtenidos y los posibles
riesgos y beneficios. Se explica a la comunidad, cada uno de los
requisitos que deben cumplir las muestras recolectadas para ob-
tener resultados confiables y de calidad. El proyecto es avalado
ponr el comité de Investigaciones de la Universidad Colegio Mayonr
de Cundinamarca. El cuadro hematico y el frotis de sangre peni-
férico se realizd en el laboratorio de hematologia de la Universi-
dad, la ferritina y electroforesis de hemoglobina alcalina y acida
en un laboratorio de referencia. Los resultados son analizados y
reportados a los estudiantes panrticipantes en el estudio, quienes
a su vez los canalizan a la entidad prestadora de salud a las que
pertenecen los participantes, para el tratamiento y consejeria
adecuada donde se clarifican las dudas acerca de la enfermedad,
dependiendo de cada situacion.

Diseflo muestral: Muestreo no probabilistico a conveniencia.

Universo: Estudiantes afrodescendientes de la Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca.

Poblacién accesible: La poblacion objeto de estudio de esta
investigacion son hombres y mujeres adultas Afrodescendientes.

Muestra: La muestra sanguinea corresponde a 17 partici-
pantes que cumplan los siguientes criterios de inclusion: estu-
diantes mujeres y hombres entre 18 y 24 afios de la Universidad

1
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Colegio Mayor de Cundinamarca que hayan autorizado su panrti-
cipacion en el estudio, firmando el consentimiento informado, la
investigacion no requiere calculo muestral.

Criterio de exclusiéon: Personas que estén ingiriendo suple-
mentos de Hierro, mujeres con periodos menstruales muy pro-
longados y, mujeres embarazadas.

Hemograma automatizado: Se tomaron 17 muestras de san-
gre anticoagulada, recolectada por flebotomia en tubo tapa lila
con EDTA. Las cuales se procesaron en el equipo de hematologia
automatizado Mildray BC 3000 Plus.

Estudio de sangre periférico: Se realizaron 17 extendidos, de
las muestras tomadas para el cuadro hematico, en lamina por-
taobjetos con una gota de sangre, se deja secar y se colorea em-
pleando la coloracion de Wright. Posteriormente, se evalud ponr
microscopia optica la morfologia y la distribucion de las células
sanguineas a la luz del protocolo estandarizado.

Ferritina sérica: Se tomaron 17 muestras en tubos con gel
tapa amarilla a traves de flebotomia. Las muestras se centrifuga-
ron por 15 minutos a 2500 revoluciones por minuto y se evalud la
presencia y cantidad de dicha proteina en suero por el método de
quimioluminiscencia, cuyo valor de referencia es: Mujeres: 17 a 60
aflos: 183 a 150 ng/m y hombres de 18 d 680 afos: 30 a 400 ng/ml.

Electroforesis de hemoglobina

Se tomaron 17 muestras de sangre anticoagulada recolectada
ponr flebotomia en tubo tapa lila con EDTA. Se realizd electroforesis
de hemoglobina alcalina y acida.

Electroforesis: es la migracion de particulas cargadas disuel-
tas en una solucion buffer dentro de un campo eléctrico. Asi la
electroforesis de hemoglobina consiste en la separacion de los ti-
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pos de proteina que tienen las personas gracias a la variabilidad
en el peso molecular.

Electroforesis alcalina: la electroforesis en acetato de celu-
losa o0 agarosa a pH alcalino constituye una de las pruebas mas
utilizadas en el diagnostico primario de hemoglobinopatia tipo S,
puede diferenciar claramente las bandas de migracion para he-
moglobina A, luego F, seguido grupo S, D, G, y por ultimo el grupo
A2, G, E, O.

Electroforesis acida: usa como medio el agar citrato con un
pH acido, se puede utilizar para la confirmacion de los resultados
en la electroforesis alcalina, también sirve para la identificacion de
las variantes menores, ya que la separacion de la hemoglobina se
da en el siguiente orden: primenro el tipo F, seguida del grupo A, D,
G, E, Oy por ultimo la S.

Es muy importante destacar que después del analisis de es-
tas muestras, se realizd todo el proceso de inactivacion y elimina-
cion del matenrial de riesgo bioldgico en el lugar de procesamiento.

Resultados

Métodos estadisticos

Para el método estadistico se digitd y depurd en Microsoft
Excel version 2007. Las variables cuantitativas se analizaron con
medidas de tendencia central como el promedio y se describieron
por medio de frecuencias absolutas y porcentuales.

1
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Grafica il

PARTICIPANTES

= HOMBRES MUJERES

La poblacién participante en el estudio fueron 17 estudiantes, 2
hombre y 15 mujeres.

Grafica 2

| Participante con anemia

poblacion total anemias

De los 16 parnrticipantes hombres y mujeres ninguno presentod
anemia.



Capitulo| 21

Grafica 3

Ferritina en hombres

Ferritina normal Ferritina baja

En cuanto alos valores de ferritina, el valor fue normal en los dos
panrticipantes masculinos.

Grafica 4

Ferritina en mujeres

» ferritina normal ferritina baja

De las 15 mujeres, 3 tiene ferritina baja que corresponde al 20%;
y 12 presentan ferritina normal, que corresponde al 80%.
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Al procesar los hemogramas, uno presenté coagulo, por esta ra-
z6n se analizaran los resultados de 16 muestras.

Grafica b

VCM
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De los 17 participantes, 4 presentan VCM bajod, corresponde al

25%, mientras que los 12 restantes que equivalen al 75% tie-
nen VCM normal.
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Grafica 6

HCM

De los 17 participantes, 4 presentan HCM bajo, corresponde
al 25%, mientras que los 12 restantes que equivalen al 75% tienen
HCM normal.

Los 4 participantes con VCM y HCM bajos, se correlacionan
con globulo rojos microciticos hipocromicos observados en el
frotis de sangre periférica.
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Grafica7

ELECTROFORESIS DE HEMOGLOBINA
ALCALINA
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Grafica 8

ELECTROFORESIS DE HEMOGLOBINA

ACIDA
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Electroforesis hemoglobina acida Hb C
H Electroforesis hemoglobina acida Hb A (a0+A2)

Electroforesis hemoglobina acida Hb A1 + fetal

Enlas graficas 7 y 8, se observa que, de las 17 electroforesis
de hemoglobina alcalinas y acidas realizadas, que los panrticipan-
tes No 4y No 11 presentaron rasgo de hemoglobina C, sin emban-
go, el No 11 tiene VCM y HCM bajos, ademas de hemoglobina A2 y
hemoglobina Fetal aumentados, sugiriendo ademas de la presen-
cia de Hemoblobina C, un rasgo de B talasemia.

Los participantes No 8 y 13, presentan una electroforesis de
hemoglobina con aumento de hemoglobina A2 y Fetal, con VCM vy
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HCM disminuida, resultados que se correlacionan con rasgo de
talasemia.

Discusion

Las hemoglobinopatias estructurales y las talasemias constituyen
un problema de salud publica, en algunas zonas geograficas se
ha compnrobado la presencia de variedad genética, de ahi la im-
portancia de estudiarlas y diferenciarlas de forma apropiada,
teniendo en cuenta la poblacidon afrodescendiente en Colombia y
de manera especial la de los estudiantes afrodescendientes de la
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

En estudios realizados, por el grupo Eritrdon, en poblaciones
afrodescendientes, se ha evidenciado la variabilidad en la presen-
tacion de estas alteraciones, tanto homocigotos, asi como en la
mayoria heterocigoto, con rasgos HbS, HbC y 3 talasemias.

Lo cual se correlaciona con los datos aportados por el DANE,
al mencionar que en las regiones tropicales del continente ameni-
cano es muy variable la sintomatologia en cuanto a factores gené-
ticos, geograficos, ecoldgicos y culturales, todo esto determina la
variabilidad, incidencia, prevalencia y forma de presentacion de la
enfermedad.

Enlos estudios de hemoglobinopatias realizados en Colombia
se ha demostrado que el fenotipo mas frecuente es el de la he-
moglobina S en su forma heterocigota (AS).

Las condiciones socioecondmicas de poblaciones de bajos in-
gresosy la ausencia de politicas de tamizaje neonatal, no permiten
realizar un diagnostico oportuno vy, al no presentar sintomatolo-
gia, pueden pasar desapenrcibido, pero al haber cambios bruscos
en las condiciones fisiologicas desencadenan hemdlisis.



Capitulo |

Las regiones donde se encuentra la mayor poblacion afro-
descendiente de Colombia son Choco, San Andrés, Bolivar, Valle
del Cauca y Cauca, lo que podria indicar mayor prevalencia de las
alteraciones de la hemoglobina. La frecuencia del gen falciforme
varia entre el 7,7% y el 14,7% en la poblacion de raza negra, princi-
palmente en el departamento del Choco.

Actualmente en Colombia existe migracion de venezolanos,
mas el movimiento interno que ha ocurrido por el conflicto arma-
do hace que varié las incidencias de alteraciones genéticas en las
regiones de Colombia, especialmente en las capitales, en la ma-
yoria de casos en condiciones econdmicas desfavorables, lo que
conlleva a la presencia de anemias carenciales y con las alteracio-
nes genéticas en la molécula de hemoglobina.

Conclusiones

En la Universidad Colegio Mayor de Cundinamanrca existe alrede-
dor de 150 estudiantes afrodescendientes provenientes de di-
versas regiones del pals, para el estudio se presentaron 17, de
cuales 7, que corresponde al 41.2%, presentaron alteraciones de
hemoglobina, sean adquiridas o hereditarias. De las 14 personas
que reportaron su lugar de origen, el 57.2% (8/14) son de la region
pacifica; el 7.1 (1/14) de la region Atlantica; y de la region Andina,
el 35.7% (5/14).

En cuanto a la ferritina, proteina que indica el estado de los
depdodsitos de hierro, en los hombres estan normales, mientras en
las mujeres, el 20 % (3/15) presentan ferritina baja. Vale la pena
resaltar que ningun participante presentd anemia, pero la dismi-
nucion de la ferritina sugiere una deficiencia subclinica de hierro
que puede llevar a una anemia ferropénica.
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En cuanto a alteraciones genéticas en la molécula de hemog-
lobina, se encontrd rasgo de hemoglobina C en los participantes
4y 11; rasgo de beta talasemia en los participantes 8, 11 y 183.
El participante No 11 es sugestivo de presentan Hemoglobina C
y rasgo de B talasemia por el aumento de la hemoglobina A2 y He-
moglobina Fetal.

Si bien se invito, a través del Medio Universitario, a los estu-
diantes afrodescendientes de la Universidad para su participa-
cion voluntanria en la investigacion, la respuesta no fue afirmativa.

Con los resultados de esta investigacion, seria importante
hacer un estudio de la poblacion estudiantil donde se determine
las deficiencias nutricionales y genéticos que puedan existir que
afectan el nivel de concentracion y aprendizaje.
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vinculacion de la poblacion al sistema de salud permite reforzar
las dimensiones biopsicosociales relacionadas con la atencion pni-
manria, como un trabajo multidimensional. Se debe continuar reali-
zando investigacion sobre la expenriencia de las gestoras en salud
en la ruralidad.

Los antecedentes de la investigacion permiten dilucidar las
aproximaciones teodricas y practicas que se abordaron de los
Determinantes Sociales de la Salud —DSS—, en el contexto intenr-
nacional, latinoamenricano y nacional, desde los ejercicios acade-
micos Y la vinculacion de estos con las politicas en salud, que se
han fundamentado en los mismos, culminando con los aportes en
relacion con las familias rurales en el contexto nacional.

La OMS en la asamblea del 2004 lanza la directriz de trabajar
sobre los determinantes sociales de la salud, lo cual se convierte
en estrategia que promueve la investigacion transdisciplinar en
las causas Ultimas de los problemas de salud y generar el trata-
miento con énfasis en la atencion primaria y la prevencion; pos-
terior a ello, Solar e Irwin (citados por Villar, 2007) proponen a la
Comision de los Determinantes Sociales de la Salud de la OMS que
el propdodsito de los DSS es: “establecer los elementos de la estruc-
tura social que condicionan la posicidon que las personas alcanzan
en la sociedad y que tiene un efecto directo en la distribucion de
los problemas o de los factores protectores de la salud”. De esta
forma, se analizan las diferencias en el estado de salud de las per-
sonas que son evitables y son consecuencia directa o indirecta de
la pobreza estructural; en ese sentido, los autores plantean tres
tipos de factores, que determinan la exposicion a la vulneracion
en los Determinantes sociales de la salud: el primero de ellos, vin-
culado con los factores de vivencias materiales (trabajo, vivienda,
alimentacion, saneamiento, etc.); el segundo factor, se relaciona
con lo psicosocial y conductual de las personas; y por ultimo, el
factor que se asocia a lo biclogico; sumado a lo anterior y como
factor que tiene gran relevancia, se encuentra el mismo sistema
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de salud al cual las personas acuden, ya que se vinculan directa-
mente a construcciones politicas y econdomicas.

En este mismo orden y direccion, Alvarez (2009) aborda tres
perspectivas tedricas que realizan acercamientos para explicar
el origen de las inequidades en salud, entre los grupos sociales.
La primera perspectiva, denominada teonria psico-social, afirma
que la experiencia de vivir en sociedades desiguales fuerza a la
persona a compararse en relacion a otras, lo cual causa afecta-
ciones en su autopercepcion y consecuentemente en su sistema
neuroendocrino, lo que se refleja en carentes estados de salud y
la ruptura con sus redes sociales.

La segunda perspectiva, denominada teoria de la produccion
social de la enfermedad, se basa, en el materialismo-estructuralis-
taenelque el escaso ingreso econdmico de las personasy grupos
sociales conlleva a la falta de recursos para superar los factores
que afectan la salud y producen enfermedad, tal como la infraes-
tructura fisica de las viviendas, el acceso a medicinas y revision
meédica o la mala nutricion. Y, por ultimo, la perspectiva eco-so-
cial, en ella se analiza como el contexto social y medio ambiental
interactua con la biologia, dando como resultado la manifestacion
de los contextos donde se desarrollan los sujetos en sus propios
cuerpos y reproducen el contexto donde se ubican.

De otro modo, y a fin de establecer puntos de analisis para el
abordaje de los Determinantes Sociales en Salud, es importante
retomar las declaraciones realizadas en el informe, del afio 2000,
sobre la salud en el mundo, realizado por la OMS, este resulta
imponrtante en tanto brinda un panorama centrado en el modelo
economico y los beneficios que la salud y los sistemas de salud
puedan brindar. En dicho informe se realizan varias recomenda-
ciones, que giran en torno al aprovechamiento y maximizacion
de los recursos econdmicos, tales como la disminucion de los sis-
temas de salud subsidiados, centrar la atencion o los servicios
pre-pagados de atencion y la importancia que el sector privado
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tiene en el sector salud. De lo anterior, resulta claro el enfoque
que la OMS propuso para tal momento y, que dichas directrices
son propuestas desde un enfoque administrativo y econémico.

La pobreza, la cual se ve fuertemente reflejada en el impac-
to de las politicas neoliberales en la distribucion de los recursos
dentro y entre las naciones; el género, entendiendo este como la
determinacion del lugar que ocupan las personas en una socie-
dady, el acceso que tienen las mismas a determinados servicios y
garantia de derechos. La exclusion social, en la cual la nueva face-
ta de globalizacion desarrollada por el neoliberalismo da paso a la
creacion de nuevas clases sociales cuya base en la inequidad; por
ultimo, la guerra y militarizacion, cuya determinante es la invasion
de paises soberanos y consigo la destruccion masiva de las mini-
mas condiciones de vida de las personas.

En relacion con las ideas expuestas, en Colombia el abordaje
de los DSS se ha visto tedricamente reflejado en las leyes vy la ju-
risprudencia competente a la salud. De tal forma y siguiendo lo ex-
puesto por Carmonay Parra (2015), entre los retos mas significa-
tivos que el pais afronta es poder disponer de manera equitativa
del acceso a servicios de sus habitantes, haciendo especial énfa-
sis en un enfoque territorial que reconozca las diferencias que se
presentan en los diferentes contextos de la geografia colombiana
y que configuran la cotidianidad y el desarrollo de esta (Bolafios
etal., 2011), citados en Carmonay Parra (2015) afirman que para
dar cumplimiento a dicho reto es importante desde la compren-
sion de la salud como “el resultado coherente y armonico de la
interaccion entre el individuo, la sociedad y las condiciones en las
gue su vida tiene luganr”.

A razon de lo expuesto, el pais inicia con la formulacion y re-
formulaciéon de actos administrativos y politicas publicas que le
permitan operacionalizar su enfoque de DSS de todos sus habi-
tantes, para tal fin se crea mediante la Ley 1438 del afio 2011, el
Plan Decenal de Salud Publica 2012-2021, el cual tiene como linea
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transversal la estrategia de Atencion Primaria en salud, para
lograr incidir en los DSS desde una intervencion participativa e
intersectonrial. Dicha estrategia de atencion primaria fue imple-
mentada en el pais luego de aproximadamente tres décadas de
su promulgacion en Alma Ata y tiene como base la cooperacion
entre el Estado, la sociedad y las instituciones para abordar la sa-
lud desde el enfoque de promocion y prevencion garantizando a
la poblacion un aseguramiento total.

Pese a la estrategia clara y el horizonte integral de atencion
que se plantean en el Plan Decenal, la operacionalizacion no se
ve reflejada en su plenitud, debido a un descenso en los DSS vy
el trasfondo econdmico que la salud presenta en el pais actual-
mente. Consecuentemente, los autores afirman las condiciones
estructurales que histéoricamente se han presenciado en el pais y
se convierten en barreras para llevar a cabo las propuestas men-
cionadas, asi el peso de las condiciones econdmicas, geograficas,
demognraficas, sociales y politicas deben repensarse en torno a
las realidades multiples y dinamicas de la sociedad.

Situacion problema

En el municipio de Guayabetal se referencia la falta de oportuni-
dades y de mejores condiciones socio-econdmico educativas y de
acceso a senrvicios en salud presentes en el area rural. Asi mis-
mo, en el area urbana se observa un 8% de desplazamiento a mu-
nicipios alternos por la negociacion y compra de predios para la
construccion de la doble calzada Bogota — Villavicencio y déficit de
vivienda urbana para reubicacion (Alcaldia de Guayabetal, 2015).
Lo cual presenta al municipio el eminente reto de formular e imple-
mentanr acciones que promuevan el desarrollo y bienestar de sus
habitantes.
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La problematica de la poblacion, ha sido la indiferencia de al-
gunos sectores nacionales, la constante violacion de los derechos
humanos generados por actos de violencia, en el abandono de su
lugar de habitat, hecho que en ocasiones ha causado desintegra-
cion familiar, afectando las relaciones interpersonales e intrafami-
liares y, originado conflictos entre los miembros, lo que ha obsta-
culizado el desarrollo y organizacion de la comunidad desplazada
(Alcaldia de Guayabetal, 2015).

En el Trabajo Social, analizar las condiciones de salud y socia-
les del entorno de la poblacion residente en el municipio, permitio
identificar los factores que inciden en el estado de salud, a partir
de la descripcion del contexto territorial, demognrafico, socioeco-
némico, No solo en términos de sobrevivencia fisica (alimentacion,
salud, vivienda), sino también en términos de desarrollo de poten-
cialidades que les permita insertarse provechosa y productiva-
mente a la sociedad; incidiendo en procesos de sensibilizacion de
la comunidad, participacion comunitaria para la construccion de
programas y proyectos que mejoren el entorno y la salud integral
de las familias del municipio.

Referente teérico

Territorio y caracterizacién territorial

Realizar estudios desde el analisis de la situacion en salud de las
familias rurales, plantea comprender elementos tales como el te-
rritorio, de este es imponrtante establecer su caracter multidimen-
sional, pues no solo concierne al espacio geografico o fisico en el
cual se habita, tambien esta integrado por las representaciones,
construcciones y apropiacion de las personas que alli desarrollan
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sus actividades cotidianas, asi como las situaciones historicas que
configuran las comunidades de igual forma que lo hacen con el
ternritorio; la anterior idea responde a la relacion determinante y
existente entre el territorio y la poblacion, en la que converge una
afectacion mutua.

Retomando a Sosa “el territorio Nno es solamente una porcion
de tierra delimitada con su complejidad biofisica (relieve, condicio-
nes ambientales, biodiversidad etc.). Es, sobre todo, un espacio
construido socialmente, es decir, histdrica, econdmica, social cul-
tural y politicamente” (2012, 7). De tal forma, el territorio es cam-
biante por sus estructuras fisica y social, porque es alli donde lo
social, ecologico y geografico adquieren relevancia y mutuamente
se transforman.

De acuerdo con lo anteriorn, en el territorio se observan in-
tegraciones, relaciones e interacciones, producto de los elemen-
tos complejos que alli convergen. Por tanto, el territorio sera en-
tendido, de manera inicial, como “las relaciones entre los seres
humanos y los demas elementos del mismo que lo convierten en
un espacio de desarrollo fisico y social de manera subjetiva e in-
tersubjetiva; es un espacio estructurado y organizado por medio
de relaciones entre seres humanos y los demas elementos que
contiene” (Sosa, 2012).

Entender los elementos constitutivos del territorio demanda
el abordaje holistico de los mismos, debido a que el territorio cuen-
ta con una base constituida por el espacio geografico o por delimi-
taciones politicas-geograficas, en el cual se encuentran recursos
naturales, una geografia que determina su configuracion y, una
dinamica externa que confluye en su funcionamiento interno.

Para puntualizar la comprension del ternritorio, se retoma la
conclusion de Sosa, quien propone el territorio como una “Com-
pleja red de contenidos y formas, de condicionamientos objetivos
y subjetivos interrelacionados que consciente o inconscientemen-
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te enlos diversos actores sociales estructuran procesos, dinami-
cas y practicas sociales” (2012, 116-117).

A efectos de las aproximaciones anteriores y, con el fin de
centrar en los requerimientos y objetivos de la investigacion, la
caractenrizacion territorial comprende la identificacion del espacio
geognrafico vy, las relaciones que se establecen entre los diferen-
tes elementos que la conforman. De tal forma, siguiendo la idea
del diagnostico territorial, “la caracterizacion del mismo podria
ser definida como el estado situacional que describe de manera
diagndstica dicho territorio” (2012). Esta caracterizacion, debera
comprendenr aspectos tales como: la delimitacion y localizacion del
territorio, inventario de elementos fisicos, caracterizacion en ténr-
minos poblacionales, actividades productivas, accesibilidad, con-
diciones de riesgo y su vulnerabilidad.

Expuesto lo anterion, es importante retomanr aspectos de la
caractenrizacion ternitorial que se vinculan con el ambiente bidti-
co v las relaciones funcionales entre este y la poblacion que en el
territorio desarrolla su dindmica; a efectos de los mencionado, se
retomaran cinco aspectos de dicha caracterizacion: geografico,
politico, cultural, historico y econdmico.

El acceso geografico y econdmico a los servicios de salud:
esta vanriable abarca el tiempo que emplean las personas en movi-
lizarse de su residencia al lugar donde reciben el servicio de salud
y los costos que dicho servicio acarrea; de igual forma, el tiempo
empleado por los servicios de salud para dar respuesta oportuna
a los llamados de emenrgencia de las personas en un determinado
ternitorio.
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Determinantes Sociales de la Salud

Como se expuso en los antecedentes, estos son las condiciones
sociales que influyen sobre la probabilidad que tienen las perso-
Nnas de estar sanas, tales condiciones son: la pobreza, la insegunri-
dad alimentaria, la desercion escolanr, las condiciones de vivienda,
el acceso a senvicios y la escasa calificacion laboral. Estos son los
aspectos sociales, econdmicos, politicos, culturales y medioam-
bientales que influyen en la salud de las personas.

En consideracion con lo anterior, el modelo de Determinan-
tes Sociales de la Salud, adoptado en la presente investigacion es
el planteado por la OMS (2011), el cual expresa la necesidad de
actuar en todos los sectores para promovenr el bienestar. Los
componentes de los DSS se expresan en dos determinantes: los
primenros, son de tipo estructural, de inequidades en salud y son
los que generan una estratificacion en la sociedad a causa de la
distribucion de ingresos o factores como género, etnia o disca-
pacidad vy, las estructuras politicas que gobiernan reforzando las
desigualdades de poden.

Los segundos determinantes, se denominan intermedios de
salud, en estos se observa como los determinantes estructurales
No ejercen accion directa sobre la salud, sino que lo hacen a tra-
vés de los intermedios, se compone de condiciones de vida y tra-
bajo, disponibilidad de alimentos, conductas y factores bioldgicos
y psicosociales.

Con el fin de exponer un concepto concreto se aborda el ex-
puesto por la OMS (2005) en donde, los Determinantes Sociales
de la Salud, son circunstancias en que las personas nacen, cre-
cen, viven, trabajan y envejecen, incluido el sistema de salud, las
cuales son el resultado de la distribucion del dinero, el poder y los
recursos en los ambitos mundial, nacional y local, que dependen
de las politicas adoptadas en materia de salud. Este concepto se
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aborda de manera fundamental, ya que a través de él se devela el
contexto socio-politico que genera inequidad y desigualdad en la
distribucion de recursos, servicios, acceso y goce a derechos, asf
como la propia dinamica del poder.

Atencion primaria en salud

La atencién primaria en salud, desde el modelo de salud familiar
y comunitario, esta basada en la estrategia primanria en salud.
Tal como lo expone la OMS en la Declaracion de Alma Ata en 1998
“la asistencia sanitaria esencial basada en métodos, tecnologias
practicas, cientificamente fundamentada y socialmente aceptada,
puesta al alcance de todas las personas y familias de la comunidad,
mediante su plena participacion y a un costo que la comunidad y
el pais puedan soportar en todas las etapas de su desarrollo, con
espiritu de autorresponsabilidad y autodeterminacion”. La ante-
nior afirmacion, compromete un modelo de amplio cubrimiento
gue expone, en su base, la promocion de la salud y prevencion de
las enfermedades con el &nimo de abordar la raiz y no centrarse
en la atencion biologicista.

Retomando el Marco Conceptual del Modelo de Salud Familiar
y Comunitaria desarrollado por el Ministerio de Salud de Nicara-
gua (2007) y en concordancia con sus planteamientos, se puede
retomanr que la atencion primaria se centra en los determinantes
del medio social y fisico donde se desarrolla la cotidianidad de las
personas, sobrepasando el enfoque de enfermedades. Este mo-
delo aborda cuatro principios fundamentales: el primero de ellos,
se vincula con la accesibilidad a los servicios de salud de forma
geognrafica, cultural, de género y econdmica que garantice de
modo efectivo un contacto primario con los servicios de salud,
esto debe incluir de manera igualitaria a todos los grupos étnicos
y comunidades presentes en los territorios. El segundo principio,
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estd relacionado con la integralidad de las acciones en los servi-
cios de salud, hace referencia a la forma holistica e integral que
debe desarrollarse en torno a la comprension y la interaccion
con el sujeto. Debido a que se comprende al mismo como un senr
biopsicosocial, perteneciente a una familia y comunidad, capaz de
autodeterminarse y transformar su entorno; de tal forma, el mo-
delo se encamina a la atencion, promocion, prevencion de enfer-
medades, curacion y rehabilitacion de la salud. También, implica
la presencia de los diversos servicios de salud en los territorios
donde las comunidades lo necesiten.

El tercer principio, aborda la longitudinalidad y continuidad
en el proceso de atencion en salud, este implica una relacion entre
el equipo proveedor de los servicios de salud y la persona que los
recibe con el fin de asegurar articulacion, atencion integral y de
continuidad. El cuarto y ultimo principio, se relaciona con la coonr-
dinacion entre los niveles de atencion en salud, esta coordinacion
debe ser lo suficientemente efectiva para garantizar el acceso
efectivo y la prolongacion de la atencion, lo cual implica un trabajo
interdisciplinar de manera efectiva, que permita abordar oportu-
namente a la persona.

La Familia

Las familias son sujetos historicos, complejos, receptores de
condicionantes sociales; configuran una organizacion social que
contiene intrinsecamente cambios y tradicion, novedad y habito,
estrategias y normas. A lo anterior Ciccerchia afirma que “las
costumbres y practicas que conforman la cotidianeidad familiar,
muchas veces ponen en evidencia las contradicciones existentes
entre las prescripciones legales y religiosas, de un ideal familiar
mediterraneo que traslapd otras formas familiares mas propias,
producto del mestizaje. Las familias forman parte de cambios en
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las mentalidades, constituyen unidades diversas y dindmicas, vy a
la vez expresan preferencias individuales y condicionamientos so-
ciales” (1999).

Los estudios sobre la realidad de las familias colombianas se
inician con la obra de Virginia Gutiérrez de Pineda, Familia y Cul-
tura en Colombia, este trabajo establece la relacion diferencial
entre familia, cultura, economia, historia y geografia en Colombia.
En la presentacion de la obra, se percibe el propdsito inicial y su
resultado:

Mi propdsito al iniciar este estudio, se orientd a describir la
tipologia y la estructura familiar en Colombia. Pero a medida que
se realizaba el trabajo de campo, el estudio del proceso histoni-
co, y avanzaba en el analisis cultural, fui topando que el pais se
repartia en zonas configuradas bajo indicadores peculiares en
cada una, de cuyo funcionalismo la institucion de la familia venia a
ser un fragmento, una consecuencia o una implicacion causal. De
esta manenra, habitat, proceso histdrico, instituciones y cultura,
configuraban unidades integradas con principios identificatorios
propios (1968).

Este estudio muestra dos aspectos importantes, que son: la
diversidad cultural en la cual se insertan las familias; vy, la articula-
cion de las diferentes disciplinas que permiten entender integral-
mente las dinamicas familiares. Esta investigacion muestra como
la diversidad cultural es fuente de la multiplicidad de las dinamicas
familiares; describe las tipologias de familia tal y como se configu-
ran a partir de la geografia, y de sus interrelaciones con lo econo-
mico, lo cultural, lo religioso y lo social. La autora divide al pais en
cuatro complejos culturales (andino o americano, santanderea-
Nno o neo-hispanico, negroide o litoral fluvio-minero y antioquefo
o de la montafa), cada uno de los cuales presenta un modo de
ser familiar con caracteristicas y funciones propias, inmerso en
relaciones que dan lugar a comportamientos que se determinan
a partir de las caractenristicas de cada uno de los complejos estu-
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diados. Afirma que “la institucion de la familia constituye un campo
desde el cual se divisan y dentro del cual se proyectan todas las
instituciones de la comunidad en sus fallas y en sus aciertos. Fo-
caliza mas que ninguna las incidencias del devenir social patrio y
los problemas del morbo social, conformando un punto clave en
su cambio”.

Salud familiar en el contexto rural

La familia como unidad de lectura desde el ambito de la salud pone
en acento importantes variables a bordar, debido a que los con-
ceptos de salud y las acciones asumidas por las familias no solo
comprometen una decision individual, sino un conjunto de deci-
siones y acciones familiares, tal como lo afirman (Campos et al.,
1995) “esto no solamente pasa por la transmision de pautas cul-
turales sino porque el proceso que se inicia con la definicion de
enfermedad hasta su curacion este pleno de decisiones sociales
que toma el grupo familiar, acuda o no a las instituciones de salud
oficiales”, lo anterior pasa por una validacion familiar de lo con-
siderado como enfermedad, tratamiento y la confluencia de un
senrvicio de salud.

De tal forma, las relaciones interpersonales que tienen base
en lafamilia, se presume asi, un concepto o consideracion de salud
de familiar; ahora bien, la comprensiéon de la familia como un sujeto
social, es objeto de la dimensidon de la salud desde su complejidad
y el significado grupal, desde el conocimiento que se le otorga a la
salud. Y es alli, en el grupo familiar, donde los elementos del con-
texto poseen relevancia e incidencia para afectar la salud de esta,
factores demognraficos, econdmicos, sociales y culturales, entre
otros, influyen de manera directa en los aspectos familiares.

Los autores mencionados retoman las conclusiones respec-
to a las afectaciones de ciertos tipos de enfermedades, en miem-
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bros directos de la familia, a causa a factores econdmicos o socia-
les, tal como sociedad y con los jefes de hogar, entre otros.

Trabajo social en el sector salud

El Trabajo Social concibe la salud y la enfermedad como hechos
sociales colectivos, que superan la concepcion bioldgica vy, tras-
cienden la intervencion mas alla de las ciencias médicas, involu-
crando a las ciencias sociales en procesos de promocion, preven-
cion, atencion y rehabilitacion; en este marco, considera el area
de la salud como uno de sus campos tradicionales de ejercicio
profesional.

De esta manera el (la) trabajadonr(a) social es capaz de identifi-
car las necesidades y problematicas sociales que afectan la salud
de las personas, hogares y comunidades, desarrollando su labor
no solo al interior de las instituciones de salud, sino en espacios
donde tienen lugar las relaciones sociales y, se generan redes de
apoyo que soportan y ayudan a la persona enferma: en el hogarn,
en el trabajo, en la escuela. Asi, la profesion, enmarcada desde el
enfoque de derechos, se apropia de su dimensién politica, pro-
moviendo acciones de participacion social y comunitaria para el
fomento de la salud, con el fin de hacer a la ciudadania coparticipe
enladefensay promocion de la saludy, la dignidad de la vida como
derecho humano fundamental.

En el equipo interdisciplinario, el Trabajo Social aponrta el diag-
nostico social, identificando factores de riesgo social, que pueden
ser del orden individual, familiar y comunitario; el cual se elabora
teniendo en cuenta aspectos particulares de la poblacion como:
edad, sexo, etnia, nivel socioecondmico, ubicacion y condiciones
de la vivienda, pertenencia a grupos u onrganizaciones, entre
otros. Con lo anterion, el equipo de atencion profesional puede
elaborar un diagndstico global del paciente y, un prondstico real
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en su plan de tratamiento, teniendo en cuenta tanto los factores
de riesgo social, como los factores protectores con los que cuen-
ta el usuanrio.

Metodologia de investigacion utilizada

La presente investigacion es un estudio cuantitativo definido ponr
(Collado et al., 2006) como “el uso de correlacion de los datos para
probar hipdtesis, con base en la medicion numénrica y el analisis
estadistico [...]” lo cual responde a los objetivos que se orientan
por la caracterizacion cuantitativa del territorio, el aspecto so-
cioecondmico, demografico, salud, cobertura, recursos y ac-
ceso del municipio de Guayabetal. Es de caracter exploratorio y
descriptivo debido a su innovacion en el territorio, lo anterior se
puede definir siguiendo las ideas de (Bautista et al., 2014) como “in-
vestigacion cuyos antecedentes no define o refieren al problema
de investigacion, los conocimientos no son aplicables al contexto
en el cual habra que desarrollarse”; en relacion a la descriptivo,
se considera “donde se encuentran algunos indicios o elementos
similares al problema de investigacion y funcionan como apoyo
empirico”. En cuanto al tiempo de recoleccidon de informacion, es
imponrtante establecer que responde al afio 2017, debido a las
fuentes de informacion tales como: informes, censos, reportes
entre otros gque son relevantes y exponen la informacion estadis-
tica de las instituciones municipales. En relacion con universo, se
contemplan las familias y de alli, se desarrollara una muestra alea-
toria intencional, la cual permita manejar las distancias existentes
entre las veredas del municipio y la ubicacion de la poblacion.
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Resultados y conclusiones

Caracteristicas historicas del municipio de Guayabetal

El departamento de Cundinamarca y, puntualmente el municipio
de Guayabetal, en su extension, como se conoce en la actualidad,
fue ocupado por indigenas Chibchas, quienes desarrollaban an-
cestralmente su dindmica social, politica, econdmica y cultural en
dicho territorio (Gobernacién de Cundinamarca, 2015). En 1538
con la llegada de Gonzalo Jiménez de Quesada, Nicolas de Fedenr-
mann y Sebastian de Belalcazar se ratifica su acto de fundacion y
su capital. Es asi, que durante la Colonia el departamento se con-
virtié en centro de desarrollo social, politico, econdmico y cultural
concentrando sus actividades en Santa Fe de Bogota como capi-
tal del virreinato de la Nueva Granada, no obstante, dicho creci-
miento trajo consigo el desarrollo de otros municipios cercanos 'y
conectivos con el resto del territorio nacional. Posterior a lo des-
crito, Cundinamarca adoptd varias formas de gobierno durante
las épocas subsiguientes, hasta consolidarse después de la cons-
titucion de 1886 como departamento, momento en el cual toma el
nombre de Cundinamarca.

Lo concerniente al municipio de Guayabetal y tras la consoli-
dacion y desarrollo del departamento de Cundinamarca, el muni-
cipio inicid su reconocimiento alrededor de 1920, posteriormente
en 1942 se adquirio, por parte de un privado, algunos terrenos
con el fin de fundar un casenrio cuyo nombre inicial fue Tengavita,
dicho nombre seria cambiado posteriormente para consolidar-
se como Guayabetal. Entre los afios 1944 y 1980 dicho territorio
paso de ser un caserio a una inspeccion departamental y poste-
riormente, se convirtio en municipio. En la actualidad, se consolida
en el departamento debido a su proximidad con las ciudades de
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Villavicencio y Bogota, por ser un municipio de transito, su pro-
duccion agricola y turistica.

Caracteristicas geograficas

Ahora bien, en concordancia con los elementos expuestos en la
introduccion, se abordan las caracteristicas geograficas del mu-
nicipio, compuestas por la division politica, extension territorial,
relieve, condiciones climaticas, hidrografia, limites y fronteras,
ubicacion geografica y la distribucion de la poblacion en la cabece-
ra municipal y el drea rural.

Guayabetal esta ubicado sobre la cordillera oriental, a 1.500
metros sobre el nivel del manr, sutemperatura promedio es de 22°
Cy, cuenta con una extension de 22.173,742 hectareas; esta ubi-
cado enlaregion oriental del departamento de Cundinamanrca, so-
bre la via que conduce de Bogota a Villavicencio y forma panrte de
los diez municipios que conforman esta region. El municipio limita
por el norte con el municipio de Quetame, por el sur y oriente con
el departamento del Meta, por el occidente con los municipios de
Gutiérrez y Fosca.

Su division politica se compone de la cabecera municipal y la
inspeccion de Tunque del Naranjal y cuatro zonas veredales.

El drea urbana cuenta con 5 sectores (Centro, Entre nrios,
Flandes, Barrio Nuevo y Buenos Aires). El casco urbano se en-
cuentra ubicado entre el rio Negro, la quebrada Perdices, y al ex-
tremo, el rio Blanco.

De lo anterior es importante afirmanr que el municipio de Gua-
yabetal tiene una extension territorial de 1.915 Km?, distribuidos
de la siguiente manera: 1.865 km? en el éarea rural y, 50 km? en la
cabecera municipal y centros poblados.

El municipio se encuentra rodeado por dos rios y una que-
brada: rio Negnro, rio Blanco y, quebrada las Perdices, se encuen-
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tra ubicado sobre la cordillera oriental, la topognrafia es inestable
y el terreno del municipio presenta fallas geoldgicas; la zona que
presenta mayor riesgo es el area urbana debido a su proximidad
con los rios mencionados. El municipio se encuentra en una re-
gion muy destapada con pendientes de mas del 50% en la mayoria
de su territorio y con alturas que oscilan entre los 850 m., y los
3.000 m. sobre el nivel del mar.

En general, el territorio tiene una alta susceptibilidad a la ero-
sion, debido a las caractenristicas fisicas del suelo y a factores de
tipo ambiental y topografico que incrementan la remocion de sue-
lo, lo cual se ha presentado en la actualidad con los derrumbes
ocurridos en el mes de agosto del aflo 2018. Estas caracteristicas,
sumadas a las actividades realizadas por el hombre en el area,
han fomentado el grado de deterioro del municipio. En relacion
con lo expuesto, existen eventos de indole natural que alteran y
ponen en riesgo a los habitantes del territorio como son: los mo-
vimientos sismicos sobre una amplia zona del area municipal, las
zonas mas afectadas por este suceso son las que presentan pen-
dientes (>50%), geo inestabilidad alta y deslizamientos constantes.

De acuenrdo con lo anterior, el municipio de Guayabetal cuenta
con una poblacion masculina correspondiente a 2.457 hombres o
el 49.2%, y la poblacion femenina representa el 50.7% equivalente
a 2.527 mujeres.

La cobertura en salud

La informacion que sera expuesta en parrafos posteriores tiene
su origen en diversas fuentes, tales como registro de entidades
del municipio, datos nacionales del DANE y entrevistas semies-
tructuradas realizadas por las docentes que lideran el semillero
en compafia del alcalde de Guayabetal, profesionales de diferen-
tes programas y las gestoras sociales de los ternritorios.
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Acceso geografico relacionado con la situacion de salud de
las familias residentes del municipio de Guayabetal

En cuanto a este aspecto, los referentes tedricos afirman que
debe conocerse y reflexionar en relacion con las implicaciones
que tienen los tiempos de desplazamiento entre los habitantes
mas dispersos de un territorio y el acceso a servicios de salud.

En consecuencia, el tiempo exacto que toman en promedio los
habitantes de cada vereda del municipio en llegar a la cabecera
municipal y accedenr a los servicios de salud, no se conoce con
exactitud y es un factor que cuantitativamente no se ha comple-
tado, no obstante a lo mencionado, el Municipio de Guayabetal y la
gestion de los sectores que componen las autoridades ternritoria-
les han disefiado, probado, implementado y evaluado de manera
empirica una estrategia de atencion primaria en salud, la cual se
desplaza a los territorios promoviendo la mayor cobertura, con
enfoque ternritorial, desde el abordaje de los aspectos sociales,
culturales, econdmicos, familiares y comunitarios que se presen-
tan en los territorios particulares.

Dicha estrategia se compone de varios actores, que son en-
laces y referentes de instituciones como la Comisanria de Familia,
el Centro de salud del Municipio, el Hospital de San Rafael en Ca-
queza, la Dependencia de desarrollo social y econdmico, entre
otros; otro actor que se revela como relevante son las Gestoras
en salud del municipio, estas se desplazan a un grupo de veredas
aginadas con un proceso determinado y amplio conocimiento en
la activacion de redes de apoyo y gestion en términos de salud.

Respecto a las lineas o canales que se realizan desde dicha
estrategia y segun entrevista realizadas a los funcionarios que
participan de ella, se desarrollan cuatro canales: el primero de
ellos, es la participacion de auxiliares de enfermenia; el segundo,
la colaboracion de las gestoras sociales del territorio; el tercero,
la presencia de las promotoras de la Atencion Primaria en Salud; y
cuanrto, el fortalecimiento del centro de salud del municipio.
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Desde estos cuatro canales se abordan actividades como en-
cuentros para cuidadores y personas hipertensas, salud oral y
caractenrizacion, entre otros, en tal onden se enfatiza en el proce-
so que realizan las gestoras sociales en salud, el cual consiste en
primera medida un cronograma de visitas a cada vereda, la en-
trega de historias clinicas de los habitantes que dichos territorios,
la convocatoria a brigadas de salud en medicina general y enfer-
menia en apoyo de los presidentes de junta de accidon y los agentes
comunitarios, la atencion por parte de los profesionales en salud
y la entrega de medicamentos; de haber lugar a medicamentos o
atencion médica especializada o de mayor profundidad, las ges-
toras realizan el proceso de autorizacion con las EPS que tiene
cobertura en el territorio. De presentarse situaciones de violen-
cia, las gestoras realizan la identificacion, las visitas domiciliarias y
el reporte a comisanria con el fin de activar la entidad competente
respecto a la necesidad. A manera de refuerzo, abordaje grupal
a través de encuentros con las comunidades, en los que se so-
cializan las nutas de atencion que tienen las entidades ternitoria-
les y los programas competentes a la poblacion y los 48 agentes
comunitarios que se tienen en el municipio, con presencia de dos
agentes por vereda.

A manenra de cierre y tras la exposicion de la estrategia ante-
rior, puede inferinrse que la extension del municipio propicia imple-
mentar acciones que acerquen los servicios de salud a la pobla-
cion de manera eficiente y con un enfoque territonial.

Acceso a senrvicios especificos relacionados con la situacion
de salud de las familias residentes del municipio de Guayabetal

El acceso a senrvicios es contemplado desde varios ejes, tales
como los costos promedio de los servicios de salud en terminos
de cuotas moderadoras y otros, afiliacion de personas al régimen
contributivo o subsidiado, programas de planificacion familiar,
crecimiento y desarnrollo, acceso a medicamentos, caractenisticas
de los senrvicios de salud, distribucion y servicios de IPS, progra-
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mas de deteccion temprana, promocion y prevencion, servicios
de urgencia y obstetricia. La informacion mencionada se desarnro-
llara desde las expenriencias y los testimonios de los gestores, pro-
fesionales y otros actores importantes del territorio.

Ahora bien, es imponrtante identificar los regimenes de afilia-
cion de los habitantes del municipio, hechas las consideraciones,
se identifican las personas afiliadas al régimen subsidiado de sa-
lud para el afio 2016, que fueron 3.661 personas en relacion con
322 personas del régimen contributivo; lo cual permite reflexio-
nar acerca de las 1.001 personas que no referencian hacer panrte
de los regimenes del sistema de salud y que representan un con-
siderable 20% de la poblacion total del municipio.

Respecto alos servicios de control de enfermedades, preven-
ciony promocion de la salud, el trabajo intersectorial es relevante,
en tanto que las diferentes instituciones que operan en el ternri-
torio generan estrategias para abordar diversos temas, desde
el control de enfermedades, se encuentra la estrategia del club
de la hipertension, en temas de promocion las campafas de salud
oral y medicina general. En relacion con la prevencion, se aborda
desde la salud mental el consumo de sustancias psicoactivas, en
el nivel de atencion la salud mental nivel individual y familiar.

Este acompafiamiento familiar, que se realiza desde la piscolo-
giay su abordaje de la salud mental, retoma temas como el acceso
a derechos desde la insercién escolar, métodos de planificacion
familiar y un proyecto de vida basado en las buenas practicas del
cuidado, segun hacen referencias los diferentes actores e insti-
tuciones del municipio, el proceso descnrito se ha realizado a 75
familias de Guayabetal.

En concordancia con lo anterior y desde la referencia que
hace el enlace de familia en el municipio, se aborda la expenriencia
de los encuentros pedagogicos con la poblacion, la identificacion,
estudio, inclusion y seguimiento de las familias que entran a senr
parte del programa Familias en Accion del gobierno nacional, en
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el que se encuentran personas de todos los ciclos vitales y con
diversas discapacidades. De manera mancomunada y con el fin
de brindar una atencion integral a los integrantes de la familia, las
gestoras acompafan, gestionan y orientan los procesos de acom-
pafiamiento en los programas de crecimiento y desarnrollo enfoca-
dos a la primera infancia.

Con relacion a la presencia de instituciones prestadoras de
servicios de salud entre las diferentes categorias existentes, en
el municipio se encuentra el Centro de Salud, ubicado en la cabe-
cera municipal; Centro de Salud Guayabetal, dicho centro de sa-
lud, retomando lo expuesto por los entes ternritoriales, cuenta con
programas de promocion de la salud y prevencion de enferme-
dades, controles prenatales los cuales y segun su disefio, hacen
hincapié en la semana numenro doce de la gestacion con el objetivo
de identificar anomalias, enfermedades y asi obtener embarazos
saludables. De manera consecuente se lleva a cabo el programa
de crecimiento y desarrollo, consulta médica para jovenes y adul-
tos como estrategia de deteccion temprana de enfermedades,
servicio de optometnria, citologias y planificacion familiar cuyo fin
es la reduccion de embarazos no deseados y embanrazos en ciclo
vital de adolescencia; para finalizar, las caractenristicas del centro
de salud de Guayabetal, se expresa en la deteccion de enfermeda-
des y su posterior remision a centro u hospitales especializados.

No obstante, la presencia del centro de salud en el municipio,
segun informacion obtenida a través de grupos focales con re-
presentantes del mismo, se informa que existen dos EPS con pre-
sencia en el territorio, la primera de ellas es CONFACUNDI, la cual
brinda servicios de afiliacion, autopercepcion, autorizaciones vy
orientacion; en términos de atencion se oferta la promocion, pre-
vencion y orientacion de dichos servicios focalizadas a los ciclos
vitales con presencia en el territorio. La segunda, EPS CONVIDA,
centra su atencion en términos de afiliacion, pacientes hipenrten-
sos, diabéticos y madres gestantes.
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Para concluir y pese a no tener presencia directamente en
el municipio de Guayabetal, este Ultimo ha realizado un convenio
con el Hospital San Rafael en Cagqueza-Cundinamanrca, con el obje-
tivo de brindar servicios especializados y de urgencias médicas a
los habitantes de Guayabetal, a este hospital se nemiten los casos
cuya necesidad lo requiera.

Gestion territorial de la salud relacionada con la situacion
de salud de las familias residentes del municipio de Guaya-
betal

Este aspecto esta compuesto de varios elementos, tales como los
programas de salud con presencia en el territorio, saneamiento
basico vy vigilancia en salud publica; los cuales se retomaran y des-
glosaran de manera consecuente.

En relacion a los programas que tiene presencia en el terni-
torio se continuara con el desarrollo de la estrategia que en esta
caractenrizacion se ha desarrollado, a razén de lo expuesto, cada
uno de los gestores y funcionarios enlace que hacen parte de esta
estrategias abordan diversos temas, tales como: las practicas de
higiene, transvenrsalizadas en la preparacion de los alimentos de
autoconsumo, las practicas del buen vivir, desde el reconocimien-
to de la matriz cultural; y por ultimo, la inclusion de las personas
en situacion de discapacidad en la oferta en salud y educacion del
municipio.

Respecto a los programas, desde el actual manejo, se refe-
rencian dos: el primero de ellos, denominado Pienso en el futuro,
el enfoque de este es la prevencion del consumo de sustancias
psicoactivas a través del fortalecimiento de factores protectores
en los ciclos de adolescencia, juventud y adultez temprana.
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El segundo programa, es Mejoramiento de Vida, el cual abonr-
da diversos temas, con el objetivo de tener un transversalizacion
desde las diferentes necesidades de la familia y sus integrantes,
los temas que aborda son la prevencion temprana de enfermeda-
des, los habitos de alimentacion saludables, las buenas relaciones
interpersonales en las comunidades, el proyecto de vida familiar
desde los ambitos econdmicos, fisico, laboral, educativo a corto,
mediano vy largo plazo y de manera complementaria, la imponrtan-
cia del cuidado y la ¢ptima utilizacion de los recursos del medio
ambiente.
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Resumen

Las plantas han sido utilizadas por nuestros ancestros para tra-
tar problemas de salud. En la actualidad, ese conocimiento et-
nobotanico tiene como objetivo buscar compuestos con alguna
actividad biologica que ayude al ser humano. Algunas plantas,
consideradas plantas invasivas de cuerpos de agua, el buchoén de
agua (Eichhornia crassipes) y la lenteja de agua (Lemna gibba), tie-
nen un rapido crecimiento y efecto negativo porque propician la
eutrofizacion y establecen ambientes que albergan vectores de
enfermedades.

A pesar de ser un problema ambiental, en consideracion a
que todas las plantas tienen un potencial curativo, el grupo Ce-
parium de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca realizd
un proyecto con extractos de estas plantas, que evalla la accion
antimicrobiana vy, asi, presentar una alternativa de solucién a la
resistencia de patdgenos que atacan la salud humana, veterinaria
y vegetal. En esta revision documental, se sustenta todo el trabajo
investigativo del grupo.

Introduccion

Después de haber avanzado enlo tecnoldgico y en el desarrollo in-
formatico, elhombre retorna a lo natural y organico y, se da cuen-
ta que debe respetar y procurar la sostenibilidad del ambiente. En
esta medida, investigar con sustancias de origen natural, baja el
impacto sobre el entorno vy, disminuye los factores que aceleran el
deterioro de los recursos naturales.

Adicionalmente, el conocimiento sobre los recursos natura-
les, especialmente las plantas, es una de las alternativas utilizadas
en la busqueda de nuevos compuestos, con fines farmacolégicos
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para respondenr alos problemas de salud humana, sin olvidar que
la salud animal y de las plantas hace parte de la cadena eco am-
biental requerida para la supenrvivencia y sostenibilidad del hom-
bre en el planeta.

Profesionales de diversas disciplinas han realizado investiga-
ciones dirigidas a buscar nuevas terapias antimicrobianas que
alternen o reemplacen las existentes, debido a la creciente resis-
tencia que presentan los patdgenos bacterianos que atacan, panrti-
cularmente al hombre, pero también alos animales y a las plantas.
En el area de salud publica, el impacto que tiene esta busqueda,
estd relacionado con la calidad de vida de las personas en térmi-
nos de sanidad y también en el costo-beneficio que implica tratar
estas patologias (Organizacion Mundial de la Salud OMS, 20041).

Estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud
OMS (2016), la Comunidad Andina de Naciones (CAN) (Corpora-
cion Andina de Fomento CAF, 2005) y la Universidad Nacional de
Colombia (Espariol, 2017), entre otros estamentos nacionales e in-
ternacionales, establecen que mediante la bioprospeccion y apro-
vechando los recursos naturales en Colombia se podrian disefar
nuevos farmacos de origen natural, los cuales serian utilizados
para mitigar la problematica de resistencia microbianay, a la vez
permitir la conservacion ambiental de los micro y macro orga-
nismos que pudieran ser utilizados para este fin (Duarte & Velho,
2008). Entre los organismos vivos mas investigados, con fines de
bioprospeccion, se encuentran las plantas (Saslis-Lagoudakis et
al., 2012), las cuales tienen sustancias que han demostrado su ca-
pacidad de inhibir el crecimiento in vitro de patdégenos y, muchas
de ellas son usadas en la medicina tradicional para tratar diversas
infecciones (Rojas, Avellaneda & Cuellar, 2010). Los investigadores
han llegado incluso a identificar proteinas blanco que aparecen
especificamente cuando se hacen tratamientos con extractos de
plantas (Yong, Ooh, Ong, Chai & Wong, 2015).
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Las plantas buchdn de agua (Eichhornia crassipes) y lenteja de
agua (Lemna gibba) estan clasificadas como “indeseadas” o male-
zas de agua, pues invaden los cuerpos hidricos, por su rapida re-
produccion, disminuyendo el nivel de oxigeno del agua, alterando
su calidad y la composicion microbiana de las reservas acuaticas
(Fuentes & Romero, 1991). Su tasa de crecimiento y reproduccion
es muy alta y por tal motivo puede afectar los cuerpos de agua; al
crecenr de forma descontrolada en la superficie del agua, evita el
paso de la luz solar interfiriendo con los procesos fotosintéticos
de algas y fitoplancton que alli se encuentran, deteriorando de
esta forma la calidad del agua (Fuentes & Romero, 1991).

El buchdén de agua Eichhornia crassipes ha sido ensayado
como antibacteriano y antifungico (Shanab, Shalaby, Lightfoot &
El-Shemy, 2010). En el caso de Lemna gibba, ha sido mas investiga-
da por su capacidad para procesos de bioremediacion, por ser
un potente bioacumulador de cromo, cadmio, cobre, niquel, plo-
mo vy selenio (Sasmaz, Obek & Sasmaz, 2019). En el éarea de uso
terapeutico, la lenteja de agua (Lemna spp.) se ha descrito como
una planta acuatica con efectos fungicidas, propiedades inmuno-
moduladoras, antioxidante y ampliamente utilizada como materia
prima para la produccion de analgésicos y remedios antipiréticos
(Gulcin, Kirecci, Akkemik & Topal, 2010).

Con relacion a la resistencia de patdgenos humanos, la Orga-
nizacion Mundial de la Salud OMS, en colaboracion con la Agencia
de los Estados Unidos para el Desarrollo Internacional (USAID), el
Departamento para el Desarrollo Internacional del Reino Unido y
al Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar del Japon (OMS, 20041)
manifiesta que la resistencia afecta los costos de la atencion en sa-
lud en todo el mundo y resalta la importancia de tener en cuenta
que las tasas de resistencia son diferentes segun la region, razon
por la cual, las estrategias no pueden ser Unicas. Igualmente, se
refiere a la repercusion que tiene en la salud humana el uso de
alimentos como la carne, en donde estan presentes patdgenos
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resistentes, que incluso pueden derivar en demandas por alimen-
tos contaminados. Aunque hablan de la dificultad para establecer
costos exactos, por la multiplicidad de factores que involucra la
resistencia bacteriana, también consideran que una de las es-
trategias es apoyar programas de investigacion para encontranr
nuevos antibidticos que amplien la oferta de los existentes vy, por
lo tanto, se debe dar apoyo econdmico a estudios dirigidos de nue-
vos medicamentos.

Jorgensen, establecio que el valor aproximado podnria estar
entre los cien millones y treinta billones de ddlares anualmente.
teniendo en cuenta solo dos aspectos, las estancias prolongadas
de pacientes en los centros hospitalarios vy, la necesidad de usanr
antibiodticos cada vez mas potentes los cuales pueden ser mas to-
xicos, agresivos y costosos (1997). La OMS considera que no es
facil establecer costos relacionados con la resistencia bacteriana
y en un documento oficial de la Organizacion realizado por Nicolle
Lindsay (2001), establece los diferentes aspectos que se deben te-
ner para determinar los costos y afirma que es muy dificil hacenr
un estudio costo — beneficio por la cantidad de variables que im-
plica la resistencia microbiana. Finalmente, en 2016, la OMS esta-
blece un Plan de accion mundial para luchar con la resistencia a
los antimicrobianos.

Sobre los datos en Colombia, especificamente en Bogots, la
Secretaria Distrital de Salud a través del grupo de Resistencia
Bacteriana, anualmente desde el afio 2010, (Ministerio de Salud y
Proteccion Social, 2018) identifica los microorganismos de mayor
aislamiento intrahospitalario y sus patrones de resistencia. El Mi-
nisterio de Salud y Proteccion Social (2018) emite el Plan Nacional
de respuesta a la resistencia a los antimicrobianos y, da inicio al
plan estratégico que incluye cinco lineas de trabajo, “a través de
un proceso participativo, en el cual se involucran diferentes sec-
tores y actores, relacionados tanto con la salud humana como la
salud animal, el control fitosanitario y el ambiente. Es una iniciativa
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apoyada por la OMS/OPS vy la FAO” (OMS, 2016). Una de las lineas
estratégicas es apoyar investigaciones que controlen la proble-
matica de resistencia a los antimicrobianos.

En el caso de las enfermedades en animales, producidas por
bacterias, la importancia cada vez es mas grande, por el compro-
miso que tiene el alto consumo de antibidticos en animales comen-
ciales. Un caso reportado en la literatura y relacionado con genes
de resistencia bacteriana, es el de Staphylococcus aureus con evi-
dencia de multiresistencia (Wendlandt et al.,, 2015). Otra bactenria
es: E. coli en perros, gatos y animales de cria que son utilizados
como mascotas; aungue en el hombre esta bacteria hace panrte
de la flora intestinal, la E. coli puede causar enfermedades intra y
extraintestinales, evidenciando altos niveles de resistencia a los
antibidticos, como es el caso de las infecciones urinarias en huma-
nos (Leite-Martins et al.,, 2014).

Con relacion alos animales de campo: cerdos, aves y bovinos,
el mayor problema es la residualidad en ellos y en suelo, donde
se incorponra por la rizosfera a la planta; investigadores trabajan
para demostrar que la cadena alimenticia puede ser una de las
causas de resistencia bacteriana en animales y humanos; el con-
sumo de plantas y carne con esa residualidad puede ser un detenr-
minante de genes de resistencia bacteriana. Este fendmeno pue-
de ser uno de los factores de multiresistencia de los patdgenos
humanos (Jechalke, Heuer, Siemens, Amelung & Small, 2014). Por
otra parte, Forsberg investigd sobre genes de resistencia pre-
sentes en el suelo y su similitud con los genes de resistencia de los
patdégenos humanos o “resistomas” (2014). De ahi la importancia
de que los estudios no solo se realicen con patdégenos humanos,
sino también con patdgenos animales y de plantas, por eso, en el
proyecto experimental se incluyen bacterias de las tres proce-
dencias.

Enelareaagricola, la situacion es también critica por parte de
patogenos de plantas debido al manejo indiscriminado de agroqui-
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micos, o que aumenta constantemente la resistencia a biocidas
y antibidticos que controlan los patdgenos; y a su vez, se pierde
un buen NUmero de microorganismos benéficos que le proveen
a la planta un nivel de resistencia natural. A diferencia de la sa-
lud humana o veterinaria, la sanidad de las plantas se traduce en
ganancias para el productor. Muchos cultivos de exportacion y
consumo interno en Colombia tienen problemas bacterianos y no
es facil su tratamiento, las pérdidas pueden oscilar entre el 50%
y 80% en caso de una epifitia grave e, incluso llegar al 100% que
equivale a la penrdida total para el agricultor. Tres casos especi-
ficos de resistencia bacteriana en plantas en Colombia han sido
reportados y que son de interés de los grupos de investigacion;
el primero en Pasifloras, especificamente en gulupa y maracuya
por el ataque de Xanthomonas (Farfan, Benitez & Hoyos, 2014); la
presencia de Ralstonia en tomate (Sang Gyu et al., 2016) una bac-
teriosis que se manifiesta en forma agresiva en época de lluvias y
Lelliotia sp. una bacteria que es emergente en los cultivos de papa
y que se manifiesta en el proceso de almacenamiento (Arevalo, Ro-
driguez & Vivas, 2016).

Resistencia microbiana

Los antibidticos son compuestos o sustancias, ya sea de origen
bioldgico o sintético, con la capacidad de matar a un microorganis-
mo inhibiendo su crecimiento (Melendez et al.,, 2005). La resisten-
cia alos antimicrobianos (RAM) se produce cuando los microorga-
nismos (bacterias, hongos, virus y parasitos) al verse expuestos
a los antimicrobianos (antibidticos, antifungicos, antiviricos, anti-
paludicos o antihelminticos) sufren cambios. Como resultado, los
medicamentos se vuelven ineficaces y las infecciones penrsisten
en el organismo, incrementando el niesgo de propagacion. Segun
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la OMS, estan apareciendo nuevos mecanismos de resistencia a
nivel mundial y ponen en peligro la capacidad del sistema de sa-
lud para tratar enfermedades infecciosas comunes, con el consi-
guiente aumento de la discapacidad, muerte, y prolongacion de la
enfermedad (20186).

La produccion de antibidticos es un negocio provechoso vy la
industria farmacéutica asegura que los antibidticos son sustan-
cias que generan muy buenos ingresos, se calcula que se invierten
mas de 5 millardos de dolares por afo (OMS, 20041). La resistencia
mas documentada es la bacteriana. Al respecto, vy, revisando el
descubrimiento y evolucion de los antibidticos, la penicilina, fue
el primenr antibidtico descubierto por Fleming en 1928, pero sola-
mente desarrollado hasta 1940 por Florey y Chain. En este penrio-
do de tiempo aparecieron la Proflavina en 1934 y el Prontosil que
fue el pionero de las sulfamidas. Aunque la penicilina desplazé en
alguna medida a las sulfonamidas por su mayor efectividad, estos
antibidticos no eran efectivos para todas las bacterias y se abnio
paso la creacion de nuevos antibidticos. Ningun antibidtico de los
que se produjeron posteriormente sirve para combatir todas las
bactenrias, cloranfenicol, cefalosporinas, macnrolidos, acido nali-
dixico, tetraciclina, beta lactamicos y ciclo péptidos. En 1987, apa-
rece una segunda generacion de antibioticos con la ciprofloxacina
que por su amplio espectro se convirtio en una de las principales
sustancias quimicas con gran valor para los laboratorios farma-
céuticos (Groundwatenr, Todd & Worsley, 2012).

Casisimultaneamente con la apanricion de los antibioticos, apa-
rece la resistencia bacteriana. En 1947, solo dos afos después de
aparecer la estreptomicina, se reportan los primeros patdégenos
resistentes a estay se reponrta fracaso de mas del 80% de las tera-
pias antituberculosas (Bennet, Dolin & Blaser, 2015). En estos mis-
mos afos, ya se habia descubierto que existian microorganismos
con capacidad intrinseca de inhibir la accion de farmacos con
anillo B-lactamico por tener un efecto hidrolizante sobre el anillo y
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romper la union amida, lo que ocasiona que el antibidtico sea inca-
paz de inhibir la formacion de la pared bacteriana (Stuart, 1992).

Tan solo una década después de emplear la penicilina a gran
escala se presentaron las primeras cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a este antibidtico (Saga & Yamaguchi, 2009).
Durante esta misma década, aflos 50, se empieza a utilizar anti-
bioticos, de forma indiscriminada, en la industria ganadera vy ali-
mentanria, ya sea para prevenir la aparicion de enfermedades en
animales de interés comenrcial 0 como conservantes en los alimen-
tos (Mejia et al,, 2008). En 1963, se descubre la primera p-lactama-
sa TEM-1 en Gram negativos y pocos afios después aparecieron
enfermedades nosocomiales por bacilos Gram negativos resis-
tentes a B-lactémicos (Farifias & Manrtinez, 2013).

Con relacion a los hongos, se ha encontrado resistencia por
parte de Candida albicans, la cual es oportunista en nifos, neona-
tos y en cuidados intensivos. Se ha observado un gran numenro de
pacientes que no responden a los tratamientos con antimicaoticos
derivados de los azoles y polienos (Lopez-Avila, Dzul-Rosado, Lu-
go-Caballero, Arias-Leon & Zabala-Castro, 2016).

El mayonr problema de los mecanismos de resistencia por panr-
te de los hongos en humanos es que se incrementa en individuos
inmunocomprometidos. El género Aspergillus ha sido reportado
como uno de los principales hongos filamentosos que presenta
resistencia. La nesistencia se reporta como multifactonrial, condi-
cion inmunoldgica del huésped, farmacocinética del antifungico y
la especie de hongo infectante (Vahedi-Shahandashti & Lass-Flonr,
2019).

Los nuevos avances para entender la resistencia antifungi-
ca estan relacionados con las bases moleculares que la soponr-
tan. Morio y colaboradores (2017), plantean que las especies de
levaduras clinicamente relevantes, pueden adquirir resistencia al
exponerse a la mayoria de los medicamentos antimicoticos usa-
dos enla clinica. En este trabajo, los investigadores presentan una
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descripcion genenral de los hallazgos mas recientes sobre los me-
canismos moleculares clave, que evolucionan en las levaduras pa-
tégenas humanas, particularmente Candida spp. Adicionalmente,
incluyen los métodos actualmente disponibles para las pruebas de
susceptibilidad antifungica in vitro y para la deteccion molecular
de mutaciones asociadas con la resistencia. Finalmente, analizan
los factores de resistencia antifungica a la luz de los espectros de
resistencia a multiples farmacos observados en la Candida glabra-
ta (Morio, Hare, Le Pape & Cavling, 2017).

Plantas y Bioprospeccion

Buchoén de agua - Eichhornia crassipes

Es una planta acuatica de libre flotacidn, sus raices no se encuen-
tran fijas a ningun sustrato, sino flotando en una columna de
agua, la flor puede ser de color blanco o azul violeta, de tamafo
variable y puede alcanzar los 60 cm de largo (Gdmez, 2012). Se ha
demostrado sus propiedades biorremediadoras, al ser capaz de
absorber metales pesados presentes en agua.

Es considerada como una planta invasora acuatica, causan-
do problemas senrios por su alta reproduccion y crecimiento, ade-
mas de su alta competitividad con otras plantas por los nutrientes
y fuente solar, disminuyendo la densidad poblacional de especies
individuales o en conjunto presentes en el ecosistema acuatico,
afecta de igual forma a la fauna acuatica; su proliferacion reduce
el oxigeno del agua haciendo que este recurso sea potencialmente
anoxico lo que produce que muchas especies de peces no puedan
utilizar el oxigeno para su respiracion y mueran a causa de este
efecto (Gédmez, 2012).
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Segun la Unidn Internacional para la Conservacion de la Natu-
raleza (UICN) la Eichhornia crassipes es considerada una de las 100
especies exdticas invasoras mas dafinas del mundo (Lowe, Brow-
ne, Boudjelas & De Poorter, 2000), debido a su alta reproduccion
y crecimiento, segun datos de la Corporacion Auténoma Regional
(CAR) su crecimiento puede ser de hasta 62 cm por mes en un
tapete flotante, y sus plantas se duplican cada 2 semanas por re-
toflos o estolones; ademas, por su alta competitividad con otras
plantas por los nutrientes, fuente solar y oxigeno puede causanr
la extincion o disminucion de la densidad poblacional de especies
individuales 0 en conjunto presentes en el ecosistema acuatico in-
cluyendo plantas y peces (CAR, 2011).

En la actualidad, a nivel de Bogota, el Acueducto de Bogota
cuando hace la limpieza en canales y algunos humedales, utiliza
las plantas de rapido crecimiento para compostarlas y posterionr-
mente utilizarlas como biofertilizante. AUn con estas medidas, su
reproduccion es tan rapida que no es suficiente recurrir a este
uso, razon por la cual, es necesario encontrar soluciones ambien-
talmente amigables que ayuden a enfrentar el problemay a la vez
puedan beneficiar al ser humano.

Con relacion a su actividad antimicrobiana, en 2011, Ahmed
M. Aboul-Enein y cols., evidenciaron los efectos de los extractos
de Eichhornia crassipes como antimicrobiano, antifungico y posi-
ble antioxidante, encontrando nueve fracciones activas y varios
compuestos (Aboul-Enein et al., 2011).

Posteriormente, Vivot y cols., en 2012, estudiaron la flora
acuatica nativa de la provincia de Entre Rios, encontrado en el
caso de Eichhornia crassipes, susceptibilidad frente a Staphylococ-
cus aureus (Vivot, Sanchez C, Cacik & Sequin, 2012).

Asimismo, Silva y cols., realizaron un trabajo en donde carac-
terizaron extractos polares vy lipofilicos con raices, tallos, hojas y
flores de Eichhornia crassipes. Los investigadores encontraron
que las hojas y los tallos eran fuente de stigmasterol y antioxidan-

67



68

Innovacidn investigativa y académica. Vol. 11/ Tomo 2

tes que podnrian estar implicados en su rapido crecimiento e inva-
sion de cuerpos de agua (2015).

Luego, Gutierrez-Morales y cols., realizaron una investigacion
sobre el efecto de los extractos de hojas de Eichhornia crassipes,
Pistacia vera 'y Zizipus amole contra Staphylococcus aureus aislados
de conejos y ganado vacuno. Los resultados obtenidos sugieren
que el extracto metandlico de las hojas de P. vera, Z. amoley E. cras-
sipes pueden ser utilizados para su posible aplicacion en la etno-
medicina, particularmente como preparacion de medicamentos
contra las infecciones estafilococicas, puesto que se evidencio la
biopotencia de estas plantas contra Staphylococcus aureus meticili-
Nna resistente MRSA presente en ganado vacuno, y S. aureus sensi-
ble a la oxacilina SOSA (2017).

En la misma linea, Jagathesan y Rajiv realizaron un estudio
con nanoparticulas de hierro utilizando extracto de Eichhornia
crassipes. Ellos encontraron que la zona mas alta de inhibicion se
observo a una concentracion de 100 pg / ml de nanopanrticulas de
oxido de hierro mediadas por Eichhornia contra Staphylococcus
aureusy Pseudomonas fluorescens. Las nanoparticulas de oxido de
hierro (FeNPs) mostraron una buena actividad antibacteriana y
los investigadores consideran que podrian ser usados en cam-
pos medicinales (2018).

Lemna gibba

Esta planta es conocida como Lenteja de agua, en casi todo el mun-
do, por su parecido similar al grano de Lenteja que se consume
mundialmente; estas son pequefas plantas acuaticas que forman
esteras densas en la superficie del cuerpo de agua (Celis et al.,
2008). Se encuentran en diversos ecosistemas acuaticos como
lagunas, rios de flujo lento, y quebrabas (Arroyave, 2004)
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Se desarnrollan en condiciones eutrdficas, esto significa que
ocurre un aumento de las concentraciones de fosforo, nitrégeno
y otros nutrientes donde prevalece la materia organica en des-
composicion (Ramirez, 2004).

Estas macnrofitas son consideradas como plagas en ecosis-
temas acuaticos. Sin embargo, si se implementan métodos de
manejo adecuados, sus propiedades de proliferacion, capacidad
de absorcion de nutrientes y bioacumulacion de compuestos to-
xicos, pueden permitir soluciones en los tratamientos de aguas
residuales, convirtiéendolas en una herramienta natural para el
mejoramiento de ecosistemas contaminados (Arenas, Marcod &
Torres, 2011).

Su distribucion geografica es universal, esta presente en va-
rias regiones de los hemisferios norte y sur, ubicada en charcos
de agua dulce, ciénagas, lagos y rios calmados (Ramirez, 2004)

Gracias al crecimiento exorbitado que tiene en los diferentes
cuerpos de agua, su biomasa es aprovechable en el tratamiento
de aguas residuales en sistema de humedales naturales, ya que
puede crecer en condiciones adversas. Adicionalmente, tiene la
capacidad de absorber dentro de su estructura nitrégeno y fos-
foro disminuyendo estos dos elementos del agua, coadyuvando a
la descontaminacion de las aguas (Ramirez, 2004; Canales, 2010).

Enla actualidad se esta trabajando intensamente en sistemas
de tratamiento de aguas residuales con plantas acuaticas que se
encuentran presentes en estos espacios contaminados evaluan-
do su capacidad de remocion de patdégenos como Coliformes tota-
les y E. coli(Valderrama, 2005).

En Peruy, un estudio realizado por Angel Canales determind
la problematica ambiental que se encuentra presente en el Lago
Titicaca, debido al aumento de eutrofizacion que surge a causa
de un aumento en la entrada de aguas residuales al lago. Por
esta situacion, hay un crecimiento de un organismo vegetal que
lo denomina el autor Lemna gibba, comUnmente conocida como
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Lenteja de agua; la problematica radica en que la presencia vy el
aumento de ese organismo esta generando dafios ecolodgicos. La
reproduccion exagerada de esta planta acuatica y el cubrimiento
de la superficie del lago, generan una disminucion de la capacidad
fotosintética de las especies autdctonas como algas, fitoplancton
y también microorganismos depuradores de contaminantes pre-
sentes en el lago. La biomasa de Lemna gibba impide el contacto
entre la luz solar y las especies fotosintéticas. En desacuerdo con
el autor que se refiere a este organismo como “ente negativo” y
que debe ser eliminado, se propone una mejor solucion en cuanto
al manejo de la biomasa (201.0).

Ademas, en estudios realizados por Machado L. y cols. se eva-
lUan técnicas experimentales que surgen de la problematica en
cuanto al aumento de la biomasa de Lemna spp. y su posible elimi-
nacion; ellos describen una forma de utilizar esta biomasa con el
fin de obtener un beneficio mayor y no eliminarla como lo nom-
bran muchos autores; la solucion radica en el potencial nutritivo
que tiene este organismo acuatico para ser una excelente fuente
de alimento para la Lombriz roja (Eisenia andrei), aumentando su
desarrollo bioldgico y abriendo puenrtas en la lumbricultura (201.0).

Otras alternativas utilizadas por investigadores del campo
acuicola, es la utilizacién de Lemna gibba como fuente primaria de
alimento para peces en industrias de produccion alimentanria, gra-
cias a sus caractenisticas Unicas, y su facil y rapido crecimiento,
no necesitan fertilizantes ni tratamientos y posen un alto valor Nnu-
tritivo (Ponce, Febrero, Gonzalez, Romero & Estrada, 2005).

Kiran probd cuatro plantas acuaticas (Eichhornia crassipes,
Pistia stratiotes, Salvinia rotundifolia'y Lemna minor) y evalud la re-
mocion de nitrdgeno y fosforo. Se demostro el alto potencial de
estas plantas acuaticas para la remocion de nitrdgeno y fosforo,
reduccion de la Demanda Bioguimica de Oxigeno DBO y la Deman-
da Quimica de Oxigeno DQO (1991).
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Adolfo D. y cols. evaluaron la capacidad biorremediadora de
Lemna minoren aguas residuales contaminadas con mercurio, ob-
servando que la biomasa presente de este organismo, aunque No
disminuyo, desarrolld una tolerancia y adaptacion al medio conta-
minado. Los datos sefalan una remocion del mercurio en el agua
del 30%. Por esta razon, puede servir como herramienta efecti-
va, sencilla'y econdmica en los procesos de descontaminacion del
agua con niveles toxicos de mercurio (Arenas, Marcd & Torres,
2011).

Con relacion a la actividad antimicrobiana, en el afio 2019, Mo-
hamed y sus cols. realizaron un trabajo con extractos de Eichhor-
nia crassipesy Lemna gibba como alternativa para realizar un tra-
tamiento a papel historico y preservarlo contra la acidificacion,
oxidacion y contaminacion por hongos. El experimento consistio
en realizar extractos etandlicos de las dos plantas e impregnanrlo
a un sustrato de celulosa, cada extracto en forma independiente.
Los resultados evidenciaron que los dos extractos son una nueva
alternativa de origen natural para una eficaz desacidificacion si-
neénrgica, antioxidacion, antirradical, quelacion de metales y trata-
miento fungicida de papel histérico (Mohamed, Mansour & Salem,
2019).

Conclusiones

Debido a la caractenistica especial de Eichhornia crassipes'y Lemna
gibba de tener una rapida reproduccion en los cuerpos de agua
y ser un problema para que ecosistemas como lagos y humeda-
les se mantengan estables y no pierdan sus niveles de oxigeno e
intercambio gaseoso, es importante encontrar un uso eficiente a
la biomasa que permita minimizar el impacto ecoldgico y se apro-
veche como recurso natural en Bioprospeccion.
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La Eichhornia crassipes y la Lemna gibba son una alternativa
bioldgica novedosa para el ambito de la salud humana, animal y de
las plantas, por la diversidad de compuestos quimicos que tienen
y que hace posible su uso como antimicrobiano.
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Deteccion de treponema pallidum
subespecie pallidum en muestras
clinicas para el diagnhdstico de sifilis
congénita mediante la utilizacion de
variantes de la reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real
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Resumen

La sifilis es una enfermedad sistémica de transmision sexual, san-
guinea, y venrtical causada por la espiroqueta Treponema pallidum
subsp pallidum, que se desarrolla en etapas agudas asintomaticas
0 sintomaticas vy, si No es detectada y tratada oportunamente,
puede llegar a producir infecciones crdénicas con secuelas y dis-
capacidades considerables. La sifilis congénita es un importante
problema de salud publica en Colombia, ya que puede conllevar a
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padecenr una condicidn con consecuencias graves y un alto costo
humano, social y econdmico para los pacientes.

En el presente estudio, por medio de variantes de la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR try PCR tr-sonda
Tagman), se evaluo la presencia del gen TpN47 en muestras clini-
cas para identificar Treponema pallidum subsp pallidum en el diag-
nostico de sifilis congénita, y de esta forma validar la utilizacion de
este gen, comparar la sensibilidad y especificidad de estas varian-
tes y correlacionar los resultados obtenidos con el origen vy tipo
de muestra.

De las 27 muestras procesadas de sangre total penriférica y
suero de gestantes y neonatos, sangre de corddn umbilical y li-
quido cefalorraquideo, el 48,14% arrojaron resultados positivos
para la PCR tr y el 81,48% para PCR tr-Tagman en companracion
con la técnica serolégica VDRL con una especificidad del 100%
para ambas variantes. El limite de deteccion para la PCR try PCR
tr-Tagman fue de 4,5 fg y 1,14 fg respectivamente.

Se puede concluir que el gen TpN47 es una diana molecular
promisonria y la variante PCR tr-Tagman es una herramienta va-
liosa para el diagnostico de sifilis congénita que minimiza tanto los
falsos negativos como positivos de las técnicas seroldgicas.

Palabras clave: Sifilis, Sifilis congénita, Treponema pallidum
subsp. pallidum. PCR tr, ToN47, sonda Tagman, VDRL.

Introduccion

La sifilis es una infeccion causada por la espiroqueta Treponema
pallidum subsp pallidum, de distribucion mundial, que afecta anual-
mente a 12 millones de personas, con una alta tasa de morbilidad
y mortalidad. Esta infeccion es un grave problema cuando ocurre
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en estado de embarazo, ocasionando sifilis gestacional (3G), debi-
do a que se transmite faciimente al feto es decinr, sifilis congénita
(SC) causa de graves complicaciones hasta en el 81% de los casos
(Giraldo, 2015).

Debido a que el agente etiologico de la sifilis, no se puede cul-
tivar en medios tradicionales, el diagnostico de laboratorio se
hace normalmente por métodos directos, como la deteccion del
microorganismo en muestras clinicas por microscopia de campo
0scuro; o por metodos indirectos, como pruebas seroldgicas; No
obstante, éstas Ultimas carecen de sensibilidad y especificidad, y
No proponrcionan una caracterizacion adicional de las cepas bac-
terianas implicadas. Por tanto, los estudios moleculares pueden
considerarse métodos complementanrios para el diagndstico cenr-
tero de la infeccion por sifilis, ya que también pueden proponrcio-
nar informacion de tipificacion y susceptibilidad a los antibidticos
(Martin, 2009).

La tecnologia de ADN recombinante ha permitido la purifi-
cacion de antigenos treponémicos como el TpN15, TpN17, ToN47
y TmpA, su clonacion y expresion han permitido el desarrollo de
pruebas inmunoldgicas y moleculares como la PCR. Estos antige-
nos han sido utilizados como dianas moleculares en diferentes es-
tudios para la identificacion de Treponema pallidum subsp pallidum
en diferentes especimenes bioldgicos (Sanguineti, 2000 y 2004).

En el presente estudio se evaluo la utilidad clinica de la PCR
tr utilizando el gen TpN47, que codifica una proteina integral de
membrana e inmunodgeno dominante de Treponema pallidum subsp
pallidum, ya que, en estudios previos dicho gen arrojé resultados
promisorios en la deteccion del agente etiologico de la sifilis con
78,4% de sensibilidad. Ademas, se contd con la utilizacion de la son-
da tagman 47 REMA con el objeto de aumentar la sensibilidad y
especificidad de esta técnica molecular para luego comparar los
resultados de las dos variantes de PCR tr.
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Diseilo metodolégico

Tipo de estudio

Descriptivo correlacionanr.

Muestras

Se analizaron 27 muestras provenientes de mujeres gestan-
tes y neonatos con diagnostico presuntivo de sifilis, estas mues-
tras fueron otorgadas por hospitales de tercer nivel de la ciudad
de Bogota y corresponden a muestras de sangre total periférica,
suenro, sangre de cordon umbilical y liquido cefalorraquideo (LCR).
Para la extraccion de ADN, se realizd un pre tratamiento con Pro-
teinasa K a concentracion final de 2 ug/ul, posteriormente se si-
guieron las indicaciones suministradas en el kit UltraClean® Blood
spin DNA isolation kit MOBIO.

Controles

Como control positivo se utilizé exudado de testiculo de cone-
jo infectado con la cepa control Nichols, de la bacteria Treponema
pallidum subsp pallidum. Esta muestra fue proporcionada por el
Departamento de Inmunopatologia de sifilis de la Universidad de
Washington, Seattle, USA. Los exudados fueron resuspendidos
en Buffer de lisis 2X (Tris 10mM pH 8.0, SDS 0,5% y EDTA 0.1M pH
8.0).

Como control negativo se utilizd muestras de sangre de pa-
cientes sin sospecha clinica de sifilis y con VDRL no reactivos y
agua ultrapura.

Por medio de PCR convencional se desarrolld el control endo-
geno de extraccion: al ADN humano proveniente de las muestras
clinicas y al ADN de Treponema pallidum subsp pallidum provenien-
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te de testiculo de conejo, se les realizé PCR con primers dirigidos
al gen beta actina y al gen TpN47 respectivamente.

Para el control Interno de Amplificacion se realizd infeccion
in vitro con 2 ul de ADN de Treponema pallidum subsp pallidum a
muestras clinicas que arrojaron resultados negativos para cada
una de las variantes de la PCR.

Como control Exdgeno se utilizd ADN recombinante (gen
TpN47). Este ADN fue utilizado como patrén para realizar la cur-
va de calibracion para cada una de las variantes de PCR. Para su
extraccion se siguieron las especificaciones del kit UltraClean 6
minutes Mini plasmid prep kit MOBIO. Posteriormente, se verifico
laintegridad del ADN por electroforesis y se realizé cuantificacion
por espectrofotometria nanodrop.

PCR Convencional

Mediante PCR convencional se establecieron los parametros
y las concentraciones optimas de los reactivos que serian utiliza-
dos posteriormente (Titulacion de primers, de ADN 'y de MgCl,).

Ensayo de sensibilidad por PCR convencional.

Se realizaron 5 diluciones seriadas en base 10 del ADN plas-
midico partiendo de una cantidad de ADN de 45,4 ng.

PCR en tiempo real (PCR tr)

Para la deteccion del gen TpN47 por PCR tr se uso el kit GoTag
gPCR Master Mix de Promega y se llevo a cabo en el Termociclador
iQ5 (BioRad).

Curva de Calibracion para PCR tr

Se realizaron 8 diluciones seriadas en base 10 de ADN plasmi-
dico partiendo de una cantidad inicial de ADN de 45,4 ng. Se rea-
lizd el montaje correspondiente en el equipo IQ5, y se utilizd como

8b
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agente intercalante el SYBR® Green 1X. Esta curva se realizd con
el objeto de conocer, mediante regresion lineal la cantidad aproxi-
mada de ADN inicial que tienen las muestras experimentales.

Ensayo de sensibilidad en PCR tr

La sensibilidad de la técnica se determind realizando 8 dilu-
ciones seriadas en base 10 del ADN plasmidico con una cantidad
inicial de 45,4 ng; de esta forma, se conocid cual es la minima can-
tidad de ADN que detectd la técnica.

Ensayo de especificidad en PCR tr

Se realizd anélisis bioinformatico para corroborar la no com-
plementariedad de los primers con bactenrias filogenética y cli-
nicamente relacionadas con Treponema pallidum subsp pallidum
(Treponema denticola, Treponema pallidum subsp pertenue, Borrelia
burgdorferi, Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus ducreyi). Adicional-
mente, se realiza amplificacion por PCR tr con ADN de bacterias
de imponrtancia clinica como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, y Klebsiella spp.

PCR en tiempo real con sonda 47 rema (PCR tr-Tagman)

Para la deteccion del gen TpN47 por PCR tr se utilizd una son-
da tagman disefiada por Pinilla et al. (articulo en publicacion), deno-
minada 47 REMA y se llevo a cabo en el Termociclador iQ5 (BioRad).

Curva de Calibracion para PCR tr-Tagman

Se realizaron 9 diluciones seriadas en base 10 de ADN plas-
midico con una cantidad inicial de 113,5 ng. Se realiza el montaje
correspondiente en el equipo IQ5, y se utilizo el kit TagMan Univenr-
sal PCR Mastenr Mix. Esta curva se realizd con el objeto de conocen,
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mediante regresion lineal la cantidad aproximada de ADN inicial
que tienen las muestras experimentales.

Ensayo de sensibilidad en PCR tr-Tagman

Se realizaron 9 diluciones seriadas en base 10 del ADN plas-
midico con una cantidad inicial de ADN de 113,5 ng, utilizando la
sonda tagman 47 REMA; y sabenr cual es la minima cantidad de
ADN que detecto la técnica.

Ensayo de especificidad en PCR tr-Tagman

Se realizd andlisis bioinformatico y amplificacion por PCR
tr-Tagman con ADN de bactenrias de imponrtancia clinica, tal como
ya se menciono.

Resultados

PCR Convencional

Por medio de la PCR convencional se establecen los parame-
tros y condiciones optimas de los reactivos para llevar a cabo los
experimentos posteriores por PCR tr y PCR tr Tagman.

Adicionalmente se establece la sensibilidad de la PCR conven-
cional para la deteccion del gen TpN47 para compararla luego con
las sensibilidades obtenidas por PCR try PCR tr Tagman.

Ensayo de sensibilidad por PCR convencional

La sensibilidad alcanzada en la PCR convencional para detec-
tar la presencia del gen TpN47 fue del orden de los picogramos, el
limite de deteccion de esta técnica molecular fue de 4,54 pg.
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Ensayo de sensibilidad por PCR convencional

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% Carril 1. Marcador de
peso molecular 100bp BIOLINE Carril 2. Control negativo agua ul-
tra pura Carril 3. ADN puro 45400 pg Carril 4. 4540 pg Carril 5. 454
pg Carril 6. 45,4 pg Carril 7. 4,54 pg Carril 8. 0,454

PCR en tiempo real (PCR tr) y PCR en tiempo real con sondA
(PCR tr Tagman 47 REMA)

Cunrva de Calibracion

PCR tr PCR tr Tagman 47 REMA

8 Diluciones seriadas de ADN plasmidico con | 9 Diluciones seriadas de ADN plasmidico con
una cantidad inicial de 45,4 ng. una cantidad inicial de 113,5 ng.
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Curva de calibracion PCR tr

Ct vs Logaritmo de la concentracion del ADN
plasmidico.

Curva de calibracion PCR tr
con sonda Tagman TpN47

¥ =-3,7733x + 6,0961
R = 097918

TMO DE LA

Ct vs Logaritmo de la concentracion del ADN
plasmidico.

Se obtuvo una eficiencia del 96%, valor de
Coeficiente de correlacion (R2) de 0.96 y una
pendiente de -3,373, estos valores proponr-
cionan informacion sobre el comportamien-
to de la reaccion, una vez obtenidos estos re-
sultados, se realizaron los montajes con las
muestras clinicas.

Se obtuvo una eficiencia del 96% valor de Co-
eficiente de correlacién (R2) de 0.97 y una
pendiente de -3,7733.

Ensayo de sensibilidad

PCR Convencional

PCR tr

PCR tr Tagman

La sensibilidad alcanzada en
la PCR convencional para
detectar la presencia del
gen TpN47 fue del orden de
los picogramos, el limite de
deteccion de esta técnica
molecular fue de 4,54 pg.

Se determind que la sensibi-
lidad de la técnica de PCR tr
para detectar la presencia
del gen TpN47 es del orden
de los femtogramos. Esta
técnica detectd 4,5 fg de
ADN recombinante de Tre-
ponema pallidum subsp pa-
llidum.

Ellimite de deteccion de esta
técnica fue 1,135 fg de ADN
recombinante de Trepone-
ma pallidum subsp pallidum.
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Ensayo de Especificidad

PCR tr

PCR tr Tagman

La especificidad de los primers TpN47 en los
montajes experimentales fue del 100%, ya
que no hubo amplificacidon del ADN de bacte-
rias de imponrtancia clinica tanto Gram posi-
tivas como Gram negativas. La especificidad
de estos primers también se corroboro con
el analisis bioinformatico utilizando como
plantilla ADN de bacterias filogenética y clini-
camente relacionadas.

La especificidad de los primers y de la sonda
Tagman, alcanzada en los montajes expeni-
mentales con la técnica de PCR tr-Tagman es
del 100%, igual a lo descrito para PCR tr.
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Curva melting del ensayo de especificidad
por PCR tr.

Se observa la disociacion de las cadenas de
ADN de Treponema pallidum subsp pallidum
a una temperatura de 82°C. No se observan
picos inespecificos.
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PCR tr

PCR tr Tagman

Todas las muestras procesadas considera-
das negativas, sin sospecha clinica de sifilis y
con resultados de VDRL no reactivas, arroja-
ron valores de Ct por encima de 32, los cua-
les son interpretados como negativos para
PCR tr.

Las muestras procesadas consideradas ne-
gativas, arrojaron valores de Ct por encima
de 30, las cuales son interpretados como ne-
gativos.

Control Interno de Amplificacion

PCR tr

PCR tr Tagman

Se logro la amplificacion de todas las mues-
tras infectadas en el laboratorio usando
como blanco el gen ToN47. Cabe resaltar
que las muestras infectadas en el laborato-
rio usadas en este ensayo, corresponden
a las que inicialmente arrojaron resultados
negativos con la técnica de PCR tr.

Las muestras 001, 004, 006 y 012 fueron
infectadas con 2 uL de ADN de Treponema
pallidum subsp pallidum.

Las muestras infectadas en el laboratorio
usadas en este ensayo, corresponden a las
que inicialmente arrojaron resultados nega-
tivos con la técnica de PCR en tiempo real
con sonda Tagman

Las muestras 001, 003¢, 014 y 018 fueron
infectadas con 2 uL de ADN de Treponema
pallidum subsp pallidum.

9
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| wesra [ veondeor |
Control negativo
N/A
agua ultrapura
Control negativo
N/A
agua ultrapura
Muestra 001 in-
fectada en el labo- 13,07
natorio
Muestra 004 in-
fectada en el labo- 13,60
nratorio
Muestra 006 in-
fectada en el labo- 12,89
ratorio
Muestra 012 in-
fectada en el labo- 12,70
ratorio
Control positivo 21,09
Control positivo 21,80

Control negativo
N/A
agua ultrapura

Control negativo
N/A
agua ultrapura
Muestra 001 in-
fectada en el labo- 11,92
ratorio
Muestra 003a
infectada en el 10,49
laboratonrio
Muestra 014 in-
fectada en el labo- 9,92
ratorio
Muestra 018 in-
fectada en el labo- 10,23
ratorio

Control positivo 10,46

Control positivo 12,97

Muestras clinicas

Numenro y porcentaje de muestras positivas por técnica

13/27*

00/07*

48,14 %

81,48 %

* NUmenro total de muestras analizadas
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Se observa un aumento significativo de la sensibilidad de la
técnica de PCR tr con el uso de la sonda, ya que del 100% de las
muestras procesadas, solo el 48,14% fueron positivas por PCR tr
sin sonda, y con el uso de esta, el valor aumenta a un 81,48 %, una
diferencia de 9 muestras que corresponde a 33,34%.

Comparacion porcentual de resultados positivos segun la
técnica utilizada y el tipo de muestra

Cantidad de
muestras
Descripcion de las Cantidad de Muestras positivas por Muestras positivas
muestras muestras PCR en tiempo Real por PCR en tiempo
Real con Sonda
Cantidad % segun tipo Cantidad % segun
de muestra tipo de
muestra
Sangre pe-
piférica de 4 4 100 4 100
mama
Suero de 5 3 60 3 60
mama
Sangre pe-
riférica de i 0 0] 0 0
: neonato
Tipos
de Suero de a i o5 4 100
mues- neonato
tra
Sangre de
Cordoén Um- 2 0 0 i 50
bilical
Liquido cefa- 11 5 45,45 10 90,9
lorraquideo
Total de
muestras 27 13 48,14 22 81,48
analizadas
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Se pudo evidenciar que, de la totalidad de muestras proce-
sadas de sangre penriférica de mama, todas arrojaron resultados
positivos con las dos técnicas; del 100% de las muestras de suero
de mama solo el 60% dieron resultados positivos para cada una
de las variantes de la PCR, la muestra procesada de sangre pe-
niférica de neonato, arrojo resultados negativos para ambas va-
riantes. Del 100% de las muestras de suero de neonatos solo el
25% evidencid resultados positivos por PCR tr, en contraste con
un valor del 100% de muestras positivas para la PCR tr-Tagman,
este mismo componrtamiento se observo en las muestras de san-
gre de cordon umbilical y muestras de LCR donde los porcentajes
aumentaron de 0% a 50% y de 45,45% a 90,9% respectivamente,
con lo cual se puede corroborar el aumento de la sensibilidad de
esta técnica adicionado el uso de la sonda tagman.

Discusion

Estudios previos del grupo de investigacion REMA (Pinilla, 2015,
2018), evaluaron la reaccién en cadena de la polimerasa conven-
cional, anidada y en tiempo real, dirigidas a diferentes dianas mo-
leculares. Para el gen polAy 16S ADNr lograron una sensibilidad
del 70% mediante PCR de punto final y para el gen TpN471a sensibi-
lidad alcanzada por NPCR y PCR tr fue del 100% y 90% respectiva-
mente, en el mismo estudio se alcanzo especificidades que oscilan
entre 70%y 100%. Por lo tanto, la presente investigacion pretendio
superar estos niveles alcanzados. Mediante PCR convencional di-
rigida al gen TpN47 se logrd superar la sensibilidad alcanzada por
Pinilla y colaboradores, (62 pg), ya que se obtuvo una sensibilidad
de 4,5 pg (Pinilla, 2018).
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Usando la técnica de PCR, Palmenr y colaboradores reporta-
ron un limite de deteccion de 1 pg de ADN purificado de Treponema
pallidum subsp pallidum que representa aproximadamente 800 co-
pias del genoma, utilizando como blanco el gen que codifica para
la lipoproteina de membrana integral de 47 KDa (Palmer, 2003).
En el presente trabajo, haciendo uso de la PCR tr dirigida al gen
TpN47, este limite de deteccion fue superado llegando a 0,0045 pg.
6 4,5 fg, lo que indica que con PCR tr se detectd aproximadamen-
te 3,6 copias del genoma; estos resultados se correlacionan con
los publicados por Gama en cuyo estudio, utilizando el gen polA
por PCR trllegaron a detectar 2,3 copias del genoma, adicionando
una sonda tagman (Pinilla, 2015).

En cuanto a la PCR tr se han encontrado sensibilidades que
varfan segun el tipo de muestra y el estadio clinico de la sffilis.
Para ensayos realizados en muestras de Ulceras, Craig Tipple y
colaboradores lograron una sensibilidad de 100% en estadio pnri-
mario y secundario de esta patologia y especificidad de 97,14%.
En cuanto a muestras de sangre total, la sensibilidad lograda fue
de 34,1 y 57,89% en sifilis primaria y secundanria respectivamen-
te, con especificidad del 100%; ademas reponrtan una sensibilidad
del 27,7% en muestra de sangre total con respecto a la serologia
(Tipple, 2011). En cuanto al presente trabajo, la sensibilidad global
obtenida por PCR tr con respecto a la serologia fue supenrior, al-
canzando un 48,14%; sin embargo, con las muestras de sangre
total penriférica de gestantes se alcanzo una sensibilidad del 100%
(muestras 8,9,10 y 11) confirmando los resultados reactivos de
las serologias, es decir, en este caso hubo concordancia entre la
técnica seroldgica y la técnica molecular PCR tr. Como era de es-
perarse, No hubo concordancia entre la serologia y la PCR tr de
la muestra clinica de sangre total periférica de neonato (muestra
27), ya que esta Ultima presentd un VDRL reactivo y PCR tr negati-
va, lo cual reafirma la baja confiabilidad de las técnicas seroldgicas
en el diagnostico de la sifilis congénita, puesto que el resultado de
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la serologia constituye un falso positivo, explicado por la presen-
cia de anticuerpos maternos presentes en la circulacion sangui-
Nnea del neonato en el momento de la toma de la muestra.

Una explicacion probable al hecho de que la PCR presente un
resultado negativo con una serologia previa reactiva, como se
evidencia en el estudio de Tipple y corroborado en la presente in-
vestigacion (Tipple, 2011), puede deberse a la etapa de la sffilis que
esté cursando el paciente, a la presencia o no de las espiroquetas
en el sitio de muestreo, una sifilis tratada o en el caso de sifilis con-
génita por la presencia de anticuerpos Mmaternos en circulacion
neonatal; ademas, es importante tener en cuenta que las técnicas
seroldgicas como VDRL y RPR, detectan anticuerpos reaginicos y
No anticuerpos treponemicos, es decir que estas serologias pue-
den ser reactivas con otras patologias como sarampion, varice-
la, hepatitis, mononucleosis infecciosa, lepra, tuberculosis, mala-
ria, enfermedades autoinmunes, drogadiccion, embarazo y edad
avanzada (Sanguineti, 2000).

En la actualidad existe una gran variedad de sondas de hibnri-
dacion las cuales garantizan la especificidad de la deteccion y me-
joran la sensibilidad de la técnica, ademas permiten identificar po-
limorfismos o mutaciones puntuales (Sanchez, 2011). Dentro de
las sondas de hibridacion la mas utilizada en la deteccion de Trepo-
nema pallidum subsp pallidum ha sido sonda de hidrdlisis tagman.

Kaihua Chi (2019), demuestra la ventaja clinica de usar son-
das de hidrolisis para mejorar la especificidad y sensibilidad de la
tecnica diagndostica de PCR tr; cuando hay patologias cuyo agente
etiologico esta relacionado filogenéticamente con otros microonr-
ganismos y cuyas presentaciones clinicas se confunden. Las inter-
pretaciones de sus resultados muestran que las sondas tagman
hibridaron especificamente con la plantilla de ADN de la subespe-
cie de Treponema pallidum a la que estaban dirigidas (Treponema
pallidum subsp pallidum, Treponema pallidum subsp pertenue, Trepo-
nema pallidum subs endemicum), lo cual corrobora su alta especi-



Capitulo IV

ficidad, permitiendo eliminar falsos positivos por las reacciones
cruzadas.

En cuanto a la técnica de PCR en tiempo real adicionando el
uso de la sonda tagman se obtuvo una sensibilidad del 81,48% con
respecto a la serologia VDRL, dato que concuerda con los publi-
cados por David Leslie quien con respeto a la serologia muestra
una concordancia del 95% y una especificidad del 98,40% (Leslie,
2007); este Ultimo dato también es concordante con el obtenido
en este trabajo, ya que la especificidad alcanzada fue del 100% en
las dos variantes de PCR tr; en cuanto al limite de deteccion en
la presente investigacion con el uso de la sonda fue de 1,14 fg lo
que representa 0,908 copias del genoma aproximadamente. Es-
tos resultados superan los publicados por Gama y colaboradores
donde utilizando PCR tr-Tagman dirigida al gen polA, alcanzaron
una sensibilidad del 100% y un limite de deteccion de 2 copias del
genoma (Gamma, 2017). El hecho de que en el presente estudio se
haya superado el limite de deteccion en comparacion con los re-
sultados publicados por Gama puede deberse a que el gen TpN47,
segun datos bibliograficos ha demostrado mejor sensibilidad que
el gen polAy no al tipo de muestra, ya que Gama utilizé biopsia de
piel embebidas en parafina las cuales eran positivas para Trepo-
nema pallidum subsp pallidum por inmunohistoquimica.

Las muestras 1 y 14 que corresponden a sueros de gestan-
tes, la muestra 18 que corresponde a LCR, la muestra 27 que co-
rresponde a sangre total periférica de neonatoy lamuestra 32 que
corresponde a sangre de corddn umbilical tuvieron resultados
Nnegativos por ambas variantes de la PCR usadas en este estudio,
aunque presentaron previamente test serologico (VDRL) reacti-
vo. La disparidad presentada en los sueros de gestantes puede
deberse a que la serologia fue practicada durante la gestacion o
en el puerpenrio, tiempo en el cual pueden aparecer anticuerpos
no treponémico o reaginicos por el mismo estado fisioldgico men-
cionado, o también puede deberse a que la madre esté cursando
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con otras patologias que producen este tipo de anticuerpos como
se ha descnito.

En el caso de las demas muestras que provienen de neona-
tos, el resultado positivo de la serologia puede ser un falso posi-
tivo, debido a la transferencia pasiva de anticuerpos maternos.

Haciendo un analisis introspectivo se puede determinar que
aungue el limite de deteccidn alcanzado en las dos variantes (PCR
tr y PCR tr-Tagman) es muy similar (4,5 fg vs 1,135fg), |la totalidad
de muestras positivas por PCR tr-Tagman, supenra significativa-
mente los resultados positivos de la misma técnica sin el uso de
ella, el hecho de que del 100% de las muestras procesadas, sin
discriminar su tipo niorigen pase de 48,14% a 81,48% con el uso de
la sonda, indicaria que se puede minimizar el margen de error al
disminuir la tasa de resultados falsos negativos, lo cual favorece
el diagndstico oportuno especialmente en los neonatos que care-
cen de signos y sintomas patognomaonicos de esta enfermedad.

También se pudo evidenciar que, de la totalidad de muestras
de sangre periférica de gestante procesadas, todas arrojaron re-
sultados positivos con las dos técnicas; del 100% de las muestras
de suero de mama solo el 60% arrojo resultados positivos para
cada una de las técnicas. La muestra de sangre total periférica de
neonato, tuvo resultados negativos para ambas variantes, aun-
que su test seroldgico fue reactivo. Del 100% de las muestras de
suero de neonatos solo el 25% evidencid resultados positivos por
PCR tr, en contraste con un valor del 100% de muestras positivas
para esta misma técnica con el uso de la sonda, este mismo com-
portamiento se pudo observar en las muestras de sangre de cor-
don umbilical y muestras de LCR donde los porcentajes aumenta-
ron de 0% a b0% y de 45,45% a 90,9% respectivamente, con estos
resultados se puede corroborar el aumento de la sensibilidad de
esta técnica, adicionado el uso de la sonda tagman. Aunque esta
mejora solo se evidencio en las muestras de neonatos, es nece-
sanrio realizar mas experimentos donde se pueden optimizar los
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resultados con respecto a las muestras de origen materno; sin
embanrgo, lo anterior no afecta el objetivo del presente estudio,
ya que este tenia como finalidad detectar la presencia del ADN de
Treponema pallidum subsp pallidum en muestras clinicas para el
diagndstico de sifilis congénita.

En estudios previos del grupo REMA las muestras de LCR no
habian reportado amplificacion debido a la baja carga treponéemi-
ca; sin embargo, en el presente estudio es imponrtante recalcar
qgue mediante el uso de la técnica de PCR tr-Tagman 10 de las
11 muestras de LCR obtuvieron resultados positivos, llegando a
una sensibilidad del 90,9% con respecto a la técnica seroldgica de
VDRL, lo cual demuestra que la sonda es altamente sensible y es-
pecifica, logrando detectar la presencia del ADN de la espiroqueta
en muestras clinicas que usualmente tienen muy baja carga bac-
teriana. Este resultado es valioso, ya que, en el caso de los neona-
tos asintomaticos hijos de madres tratadas, un resultado positivo
para PCR en este tipo de muestra puede ser la Unica evidencia de
sifilis congénita.

De acuenrdo a la literatura reponrtada, se puede inducir que
la mejor muestra a analizar en el diagnostico de la sifilis primaria
es el hisopado de Ulceras en piel o mucosas, ya que obtienen al-
tas sensibilidades, lo cual es importante para darle validez a las
técnicas de diagnostico (Palmenr, 2003; Tipple, 2011; Sanguineti,
2000); sin embanrgo, en el presente estudio este tipo de muestra
no fue utilizada debido a que los neonatos No presentan Ulceras
sifiliticas o chancros, ya que la transmision se lleva a cabo de ma-
nera transplacentanria; en este caso, basados en el andlisis biblio-
grafico, se puede deducir que la muestra que mejor sensibilidad
reponrta para el diagnostico de sifilis congénita utilizando PCR es el
liquido amnidtico, demostrando una sensibilidad del 100% como lo
informa Grimprel, pero este tipo de muestra en la practica clinica
es dificil de obtenenr, por lo cual en el presente estudio se muestra
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la aplicabilidad de la técnica molecular en muestras con mayor fa-
cilidad de obtencion (Grimprel, 19941).

La técnica utilizada en esta investigacion se convierte en una
herramienta diagnodstica valiosa para el control epidemioldgico de
esta patologia, ya que presenta ventajas muy significativas sobre
las técnicas seroldgicas, empezando porque con esta técnica No
es necesario considerar el periodo de ventana inmunoldgico que
puede llegar a ser hasta de 3 meses (Heyman, 2009). Ademas, los
anticuerpos transferidos a través de la placenta pueden persistir
en un infante hastalos 15 meses de edad, y solo hasta después de
los 18 meses de edad, las pruebas seroldgicas tienen validez para
el diagndostico, es en estos casos donde el diagndstico se convienr-
te enun reto para el médico, pues las manifestaciones clinicas son
Nnulas en mas del 60% de los infantes o pueden presentar hallazgos
sutiles nos especificos (Singh, 2015).

Finalmente, se puede precisar que el gen TpN47 es una dia-
Nna molecular promisoria y la variante de la PCR tr-Tagman es una
herramienta valiosa para el diagndstico de sifilis congénita que
minimiza los falsos negativos y positivos de las técnicas seroldgi-
cas. Una vez estandarizada y validada esta técnica molecular po-
dra ser implementada en laboratorios clinicos de referencia para
diagnosticar oportunamente la sifilis materna y congénita y pro-
porcionanr tratamiento adecuado, evitando asi, secuelas graves e
incluso la muerte neonatal o infantil.

Conclusiones

e Sevalidd la utilizacion del gen TpN47 como diana molecular
para detectar la presencia de la espiroqueta Treponema
pallidum subsp pallidum en muestras clinicas para el diag-
nostico de sifilis congénita.
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Se determind que el limite de deteccion de la técnica PCR
try PCRtr-Tagman fue de 4,6 fg y 1,135 fg respectivamen-
te, con especificidades del 100% para ambas variantes.

Al comparar los resultados obtenidos en la PCR tr y PCR
tr-Tagman, se establecid que esta Ultima es significativa-
mente mas sensible, ya que de las 27 muestras analizadas;
13 fueron positivas por PCR tr y 22 por PCR tr Tagman,
estas 9 muestras representan un 33,34% de diferencia.

La eficiencia de la variante PCR tr-Tagman se comprobo,
comparando sus resultados con los obtenidos en la PCR
tr, demostrando mayor numero de muestras positivas al
usar la sonda tagman; este componrtamiento se eviden-
cio en las muestras de suero de neonato, sangre de conr-
don umbilical y liquido cefalorraquideo, pasando de 25% a
100%, 0% a 50% y 45,45% a 90,9% respectivamente, resal-
tando asi la sensibilidad que aponrta la sonda Tagman a la
técnica.

La validacion de esta técnica molecular podra ser imple-
mentada en laboratorios clinicos de referencia para diag-
nosticar oportunamente la sifilis materna y congénita y
proponrcionar tratamiento adecuado, evitando asi, secue-
las graves e incluso la muenrte neonatal o infantil.

La muestra ideal para utilizar en el diagnodstico de sifilis ha-
ciendo uso de las técnicas moleculares, depende directa-
mente del estadio clinico de la enfermedad.

El uso de la sonda Tagman 47 REMA aumenta la sensibili-
dad de la PCR tr en el diagnodstico de sifilis congénita, dis-
minuyendo los falsos positivos y negativos que se generan
cuando se usan técnicas serolodgicas.

0



102

Innovacidn investigativa y académica. Vol. 11/ Tomo 2

Referencias bibliograficas

Chi, K., Danavall, D. & Taleo, F. (2019). Molecular differentiation
of Treponema pallidum subspecies in skin ulceration clinically sus-
pected as yaws in Vanuatu using real-time multiplex PCR and sero-
logical methods. Am J Trop Med Hyg, [online] (1), 134-138. Disponi-
ble en https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/25404075

Gama, A. & Carrillo C., E. (2017). Treponema pallidum ssp. pa-
llidum identification by real-time PCR targetting the polA gene in
paraffin-embedded samples positive by immunohistochemistry.
International Journal of STD & AIDS, [online] (13), 1299-1304. Dispo-
nible en https://doi.org/10.1177/0956462417704123

Giraldo, B., Henao N., D. & Florez S., M. (2015). Prevalencia de
sifilis en una poblacion de gestantes de dos comunidades de un
municipio de Colombia. Biosalud, [online] (2), 9-18. Disponible en
http:/www.scielo.org.co/pdf/biosa/vi4n2/vi4n2a02.pdf

Grimprel, E., Sénchez, P. & Wendel, G. (1991). Use of polyme-
rase chain reaction and rabbit infectivity testing to detect Trepo-
nema pallidum in amniotic fluid, fetal and neonatal sera, and cere-
brospinal fluid. J Clin Microbiol, [online] (8), 1711-1718. Disponible
en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1761693

Heyman, R. & van der Helm, J. (2009). Clinical value of Trepo-
nema pallidum real-time PCR for diagnosis of syphilis. J Clin Micro-
biol, [online] (2), 497-502. Disponible en https:/www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/20007388

Leslie, D. & Azzato, F. (2007). Development of a real-time PCR
assay to detect Treponema pallidum in clinical specimens and as-
sessment of the assay’s performance by companrison with serolo-
gical testing. J Clin Microbiol, [online] (1), 93-96. Disponible n https://
www.Nncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17065262

Martin, 1., Gu, W. & Yang, Y. (2009). Resistencia a los macnrolidos
y tipos moleculares de Treponema pallidum causante de sifilis pri-



Capitulo IV

maria en Shanghai, China. Clinical Infectious Diseases, [online] (4),
515-521. Disponible en https://doi.org/10.1086/600878

Palmenr, H., Higgins, S. & Herring, A. (2003). Use of PCR in the
diagnosis of early syphilis in the United Kingdom. Sex Transm In-
fect., [online] (79), 479-483. Disponible en https:/www.ncbi.nlm.nih.
gov/pmc/articles/PMC1744778/pdf/v079p00479.pdf

Pinilla, G., Chavarro P, B., Navarrete O., J. & Mufioz M., L.
(2015). Determinacion de los genes, 16S ADNn, polA, y TpN47, en
la deteccion de Treponema pallidum subsp. pallidum para el diag-
nostico de sifilis congénita. NOVA, [online] (24), 17-25. Disponible en
http:/www.scielo.org.co/pdf/nova/v138n24/v13n24a02.pdf

Pinilla, G., Campos, L. & Duran, A. (2018). Deteccion de Trepo-
nema pallidum subespecie pallidum para el diagnostico de sifilis
congeénita mediante reaccion en cadena de la polimerasa anidada.
Biomética, [online] (1). Disponible en https://doi.org/10.7705/biome-
dica.v38i0.3740

Sanchez, J. & Sénchez, A. (2011). Nuevas aportaciones a la co-
rrelacion clinico molecular de la catarata senil. Salamanca: Ediciones
Universidad de Salamanca.

Sanguineti, C. (2000). Pruebas de laboratorio en el diagnosti-
co de la sifilis. Dermatol Peru, [online] (1). Disponible en http://sisbib.
unmsm.edu.pe/BVRevistas/dermatologia/vi0_supi/pruebas_lab.
htm

Sanguineti, C. & Rodriguez T. D. (2004). Syphilis diagnosis upda-
te. Dermatol Perd, [online] (3), 192-199. Disponible en https://www.
researchgate.net/publication/237237932_ACTUALIZACION_EN_
EL_DIAGNOSTICO_DE_LA_SIFILIS

Singh, A. & Levett, P. (2015). Canadian Public Health Labora-
tory Network laboratory guidelines for congenital syphilis and
syphilis screening in pregnant women in Canada. Can J Infect Dis
Med Microbiol, [online] (28), 283A-28A. Disponible en https://www.
ncbi.nim.nih.gov/pubmed/25798162

103



Tipple, C., Hanna, M. & Goldmeienr, D. (2011). Getting the me-
asure of syphilis: gPCR to better understand early infection. Sex
Transm Infect., [online] (8), 479-485. Disponible en https:/www.ncbi.
nim.nih.gov/pubmed/21752804



Capitulo 5

Caenorhabditis elegans cepa
transgénica HA759: modelo para
estudios de la enfermedad de
Huntington con extractos de plantas®

Ruth Melida Sanchez Mora
Martha Gomez Jiménez
Adriana Monroy

El daflo neuronal es causa de las enfermedades neurodegenenra-
tivas, que tendran mayor incidencia por el incremento del prome-
dio de vida durante los Ultimos afios en la poblacion. Estas enfer-
medades son incapacitantes permanentes y causan pérdida de
afos saludables. Son un problema de salud publica que ocasiona
problemas econdmicos, por los elevados costos de tratamiento.
La Enfermedad de Huntington (EH) es uno de los mas severos des-
ordenes neurodegenerativos. Caenorhabditis elegans es un mo-
delo utilizado en neurobiologia, la cepa transgénica HA759, pre-
senta un circuito neuronal simple que permite la comprension de
funciones sinapticas y el comportamiento neuronal. Esta revision
muestra como la cepa HA759 es utilizada para el estudio de la EH.
Elmodelo presenta sus neuronas marcadas con la proteina verde

* Grupo y semillero de Biotecnologia y Genética UCMC.
Docentes Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.
Facultad de Ciencias de la Salud. Programa Bacteriologia.
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fluorescente (GFP), que permiten una evaluacién del tratamiento
aplicado y proponer el estudio de nuevos extractos de plantas
para ser evaluados y, determinar su efecto neuropnrotector y cito
toxico.

Introduccion

La biotecnologia es una ciencia que permite la utilizacion de sis-
temas biologicos para producir, mejorar o modificar procesos u
otros sistemas vivos, a panrtir de la aplicacion de tecnologias (Uni-
ted Nations Convention on Biological Diversity, 1996).Gracias a es-
tas técnicas ha sido posible el avance en el campo investigativo
en modelos como Caenorhabditis elegans (C. elegans), organismo
sometido a multiples mutaciones dentro de su genoma. La modifi-
cacion en éste, ha arrojado resultados sorprendentes y prome-
tedores para varios campos de la ciencia, mostrando un panora-
ma de avance en areas como la inmunologia, embnriologia, biologia
molecular, ingenieria genética y ambiental, entre otras. La obten-
cion de modelos transgénicos ha permitido tener mayor claridad
en fendmenos como la longevidad, embriogénesis, reproduccion,
neuroproteccion e inmunidad, entre otros.

C. elegans es un modelo ampliamente utilizado en trabajos de
iNnvestigacion genética basica y aplicada, convirtiéendose en un mo-
delo experimental que brinda muchas ventajas. Es facil de encon-
trar enla naturaleza, la anatomia de su cuerpo ayuda a evidenciar
cambios internos debido a su transparencia, presenta bajo costo
en su manejo, ya que crece y se reproduce en un penriodo de 4
dias, a temperatura ambiente alimentandose de bacterias (Eps-
tein & Diane, 1995), generando una puesta de huevos de aproxi-
madamente 300, lo cual permite una répida evaluacion (Hope,
1999; Strange, 2006).
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Presenta un sistema digestivo conformado por la faringe, la
cual esté formada por 58 células entre nerviosas, musculares y
epiteliales, el intestino atraviesa el lango de su cuerpo y esta con-
formado por 20 células (Strange, 20086). El ciclo de vida es corto,
consta del periodo de la fenrtilizacion del huevo pasando por la
eclosion y posterior a esto los estadios larvarios de L1 a L4, Su
vida media esta de 15 a 35 dias segun las condiciones adecuadas
para su desarrollo (Epstein & Diane, 1995).

En el campo cientifico cobra auge la biotecnologia mediante
elementos sostenibles que no alteren el equilibrio ecolégico en el
desarnrollo de elementos que ayuden a dar solucion a problemas
neurobioldgicos. En este sentido, la cepa transgenica de C. elegans
HA759, ha sido utilizada para realizar estudios que han permitido
evaluar la capacidad neuropnrotectora frente a los radicales libres
que son un factor predisponente en el desarrollo de las enferme-
dades neurodegenenrativas. La presente revision muestra como
la cepa transgénica de C. elegans HA759 puede ser utilizada como
un modelo en la EH.

Enfermedad de Huntington (EH)

La EH es una condicion neurodegenenrativa hereditaria, para la
cual no existen tratamientos. La disponibilidad del diagndstico ge-
nético temprano hace que sea una enfermedad ideal para la in-
tervencion temprana. La creciente comprension de la patogenia
ha llevado a la identificacion de nuevas dianas terapéuticas para
las cuales se han realizado muchos estudios los cuales buscan
encontrar compuestos que permitan mejorar las condiciones del
paciente y ofrecer una terapia alternativa, algunos de ellos estan
ahora en ensayos clinicos.
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Epidemiologia

La edad promedio de inicio de la EH es de 40 afos, seguida de una
progresion continlia y supervivencia media de 15-20 aflos (Ghosh
& Tabrizi, 2018). La EH juvenil inicia antes de los 21 afos, la de ini-
cio tardio después de los 680 afos y presentan un fenotipo clini-
co distinto (Chaganti, McCuskenr & Loy, 2017; Fusilli et al.,, 2018). El
comienzo y la progresion de la EH en personas jovenes pueden
variar levemente en companracion con los adultos. Algunos de los
problemas que, generalmente, se observan en la etapa temprana
del curso de la enfermedad son cambios en el comportamiento,
pérdida de habilidades fisicas o académicas previamente apren-
didas, disminucion rapida y significativa del desempefio escolar
general y problemas de conducta. En cuanto a cambios fisicos se
observan musculos contraidos y rigidos que afectan la marcha
(especialmente, en nifos pequefos), cambios en las habilidades
motoras finas, que pueden observarse en habilidades como la
escritura a mano, temblores o movimientos involuntarios leves y
convulsiones, entre otros (Clinic, 1998).

La prevalencia de la EH varia en todo el mundo con hasta diez
veces la diferencia entre las regiones geograficas (Rawlins et al.,
2016). Los meta-analisis muestran una prevalencia mundial de 2.7
por 100,000 con las tasas mas altas en poblaciones occidentales y
mas bajas entre los asiaticos (Pringsheim et al.,, 2012; Rawlins et al.,
20186). Estas diferencias son atribuidas a tasas de mutacion vanria-
bles que se han reportado (Warby et al., 2011), discrepancias en
la verificacion de casos, diagnodstico, criterios o incluso las dispa-
ridades en los informes, debido a los parametros durante el diag-
nostico (Wexler, 2010), la prevalencia de hecho, ha aumentado en
los Ultimos 50 afios en ciertas regiones (Rawlins et al., 2016).

Por lo tanto, el aumento del valor social de una cura, los avan-
ces en la comprension de la patogenia, y la naturaleza inexorable
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y devastadora de la enfermedad, ha producido un creciente inte-
rés en la investigacion de la EH en los ultimos afos (Rawlins et al.,
2016; Warby et al.,, 2011).

Genética de la EH

La EH es una enfermedad neurodegenenrativa que presenta un
tipo de herencia mendeliana autosdmica dominante. Es causada
por una expansion repetida de islas CAG (Citosina-Adenina-Gua-
nina), trinucleodtido presente en el exdn 1 del gen de la huntingtina
(HTT) en el cromosoma 4 (“A novel gene containing...” 1993; Walkenr,
2007). Este cambio hace que se codifique un tracto de poliglutami-
nas expandido cerca del extremo amino de la proteina huntingti-
na (HTT). Se ha demostrado que las longitudes de repeticion mas
largas conducen a enfermedad de inicio de mayor severidad (An-
drew et al., 1993). Adicional, a esto los cambios pueden influenciar
el inicio y progresion de la enfermedad (Genetic Modifiers of Hun-
tington’s Disease, 2015) (figura 1).
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Figura 1. Enfermedad de Huntington. Se muestra la importancia
de la repeticion de los tripletes de CAG que codifican parala
glutamina. Tomada y modificada de Samuel Pefia Rios, 2016.

La proteina HTT se expresa de forma ubicua y tiene muchos
sitios de interaccion, por lo que juega un papel importante como
andamiaje, ya que se relaciona con muchas otras proteinas y
actla en diferentes vias celulares (Cattaneo, Zuccato & Tartari,
2005: Zuccato, Valenza & Cattaneo, 2010).

La HTT de tipo salvaje (HTTs) tiene roles en el trafico vesicular
y el reciclaje de proteinas, la coordinacion de la division celular, la
regulacion de la transcripcion y es esencial en desarrollo embnrio-
nario (Saudou & Humbert, 2016). Como se menciond, el mutante
HTT (mHTT) contiene una tracto de poliglutamina expandido cerca
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de la region amino términal de la proteina. Esto lleva a un erronr
de plegado que desencadena una cascada de procesos patoge-
nos. Estos son impulsados por mHTT al no poder realizar funcio-
nes normales, lo que lleva a la acumulacion de especies toxicas
de diversos clases y dafios en el corte y empalmes de ARNmM abe-
rrante, cambios en la traduccion y posterior proteolitica escision
de la proteina mHTT (Arrasate & Finkbeiner, 2012; Neueder et al.,
2017). Las especies toxicas de la proteina pueden permanecer en
formas monomeénricas o como oligdmeros o agregados, o en gran-
des cuerpos de inclusion.

En particular, las transcripciones de mHTT permitenlalectura
a través del intron 1, pero debido a un coddn de parada en su ini-
cio, se producen fragmentos del exdn 1 que son altamente toxicos
(Landles et al., 2010; Neueder et al.,, 2017; Sathasivam et al., 2013).
Mientras que los agregados toxicos son considerados distintivos
neuropatoldgicos de la EH (Arrasate & Finkbeiner, 2012), aun no
se ha establecido una correlacion definitiva, ya que los estudios
del modelo de la EH en raton tienen pénrdida neuronal demostrada
en ausencia de agregados (Slow et al,, 2003) y agregados en la au-
sencia de disfuncién neuronal (Slow et al., 2005).

Curiosamente, las inclusiones intranucleares especificamen-
te, pueden representar un mecanismo de proteccion celular an-
ti-apoptotico contra mMHTT, lo que induce cambios en la expresion
(Saudou, Finkbeiner, Devys & Greenbenrg, 1998). Las neuronas es-
pinosas del medio estriado (NEM) son selectivamente vulnerables
a mMHTT a travées de multiples mecanismos, que incluyen, entre
otros, la pérdida de troficos de apoyo (en particular, la reduccion
del factor neurotroéfico derivado del cerebro - FNDC), desregula-
cion inmune, disfuncion sindptica (excitotoxicidad), homeostasis
celular alterada y funciéon mitocondrial alterada (Ghosh & Tabni-
zi, 2018). Las células neuronales distintas de las NEM también son
afectadas, tal vez en menor grado (Shin et al.,, 2005). mHTT se acu-
mula en las células gliales que conducen a astrocitosis reactiva
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y microgliosis que pueden acelerar la atrofia (Sica, 2015). Es im-
portante tener en cuenta que estos mecanismos de enfermedad
No son Mmutuamente excluyentes y son el resultado de procesos
celulares profundamente interconectados. Sin embargo, cada
mecanismo representa una objetivo terapéutico potencial (Bas-
hir, 2019).

Canractenristicas clinicas de la EH

En el adulto se presenta predominantemente un movimiento anonr-
mal y conocido como corea, al igual que un deterioro cognitivo,
cambio psiquiatricos y de comportamiento. Los estudios sobre la
progresion de los sintomas motores en la EH muestran que la co-
rea disminuye con el tiempo, mientras que los sintomas hipociné-
ticos-rigidos aumentan (Jacobs et al.,, 20186).

Algunos de los trastornos motrices relacionados con la EH
comprenden movimientos involuntarios y deterioro en los movi-
mientos voluntarios, como movimientos espasmaodicos o de con-
torsion involuntarios (corea), problemas musculares, como nrigi-
dez o contracturas musculares (distonia), movimientos oculares
lentos 0 anormales, marcha, postura y equilibrio afectados y difi-
cultad en la produccion fisica del habla o para tragar. El deterioro
en los movimientos voluntarios, a diferencia de los movimientos
involuntarios, puede tener un mayor impacto en la capacidad de
la persona panra trabajanr, realizar actividades cotidianas, comuni-
carse y ser independiente (Clinic, 1998).

Dentro de los trastornos cognitivos se encuentran dificultad
para organizarse, establecer prioridades o enfocarse en tareas,
falta de flexibilidad o tendencia a quedarse sumido en un pensa-
miento, conducta o accion (perseveracion), falta de control de los
impulsos, gue puede tener como consecuencia arrebatos, actuar
sin pensar y promiscuidad sexual, falta de conciencia sobre las
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conductas y habilidades propias, lentitud para procesar pensa-
mientos o “encontrar” palabras y dificultad para aprender infor-
macion nueva (Clinic, 1998).

Dentro de los trastornos psiquiatricos mas frecuentes aso-
ciados a la EH esta la depresion. También se ha asociado la sensa-
cion de irritabilidad, tristeza o apatia, retraimiento social, insom-
nio, fatiga y pérdida de energia, ideas frecuentes sobre la muente,
el morir o el suicidio, Otros trastornos psiquiatricos frecuentes
son el trastorno obsesivo compulsivo, una enfermedad caracte-
rizada por pensamientos recurrentes e invasivos, y conductas
repetitivas, mania, que puede ocasionar estado de animo eleva-
do, hiperactividad, conductas impulsivas y autoestima excesiva,
trastorno bipolar, una afeccion que se caractenriza por episodios
alternos de depresion (Clinic, 1998).

Ademas de los sintomas ya mencionados, el adelgazamiento
es frecuente en las personas que padecen la EH, especialmente, a
medida que la enfermedad avanza.

Los pacientes que desarrollaran EH pueden identificarse con
pruebas genéticas mucho antes que los sintomas. El inicio o fase
pre manifestada, por lo que, en teoria, la intervencion en esta eta-
pa podnria prevenir o posponer el inicio. A pesar de identificar la
mutacion genética hace varias décadas (“United Nations Conven-
tion on Biological Diversity, 1996), el tratamiento sintomatico de la
corea sigue siendo la Unica indicacion aprobada en la EH con far-
macos como los inhibidores del transportador de monoamina 2
vesicular (VMAT-2) o neurolépticos (Bashir & Jankovic, 2018).

Caenorhabditis Elegans

C. elegans es un nematodo no parasito de vida libre, se encuentra
ampliamente distribuido a nivel del mundo, siendo su habitad natu-
ral el suelo, este nematodo se ha convenrtido en un modelo expeni-
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mental facil de mantener, con un periodo de reproduccion corto,
ya gue lo Unico que necesita para su reproduccion y crecimiento
son suelos que presenten temperaturas de 20-25°C, oxigeno at-
mosférico, humedad ambiental y alimento; se alimenta principal-
mente de bacterias y hongos (Hope, 1999; Strange, 20086).

Clasificacion taxondmica

C. elegans ha sido estudiado desde los afios 60, por Jhon E. Suls-
ton, quien describio todos los linajes celulares de dicho organismo
(Strange, 2006). Gracias a sus estudios y a los de otros grupos de
investigacion, hoy en dia se conocen muchas de sus caractenisti-
cas, dentro de las que se encuentra, su clasificacion taxonomica.
Segun National centenr of biotechnology information (NCBI) se cla-
sifica taxondmicamente, tal como se describe en la figura 2.

"\ ORGANISMO CELULAR Caen ibrhabdiis slegans

Figura 2. Clasificacion taxondmica del nematodo C.elegans. Reali-
zada por los autores.
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C. elegans por pertenecer al filo nematodo, presenta las ca-
ractenisticas generales del filo, tales como cuerpo cilindroide, sin
segmentacion, posee tracto intestinal y una cavidad bucal. Esta
recubierto de una cuticula, bajo la cual se encuentra la hipodenr-
mis, capa con cuatro engrosamientos: un cordon dorsal, 2 cordo-
nes laterales y un ultimo corddn ventral (Romero, 1999).

El sistema muscular del nematodo estd compuesto por dos
tipos de musculos, los especializados y los no especializados. Al
primer grupo pertenecen los esofagicos, los intestinales, los co-
puladores, compresores y dilatadores del ano, entre otros. En el
segundo grupo se encuentran los proximos a la hipodermis, entre
las areas de los cordones, para formar una sola capa musculanr,
indispensable para el movimiento del nematodo (Romero, 1999).

C. elegans presenta dos sexos, el macho y el hermafrodita.
Anatomicamente son similares, sin embanrgo, presentan ciertas
variaciones como: el tamafio, es ligeramente mas grande el gusa-
no hermafrodita que el macho, el hermafrodita presenta vulva;
organo en el que almacena los huevos. El ano del macho, esta si-
tuado en la parte ventral del extremo supenrior del gusano, a di-
ferencia del hermafrodita que se ubica en el centro del cuerpo
y sale de la hipodermis ventral (Herman, 2006), la boca del her-
mafrodita se encuentra ubicada en la punta de la cabeza, y su
cola termina en punta, mientras tanto, la cola del macho presenta
gran musculatura vy le da la forma de un abanico (Herman, 20086).
Asi mismo, el macho posee 1031 ceélulas somaticas, mientras que
el hermafrodita presenta 959, el macho presenta primonrdio, a di-
ferencia del hermafrodita que no lo presenta, ademas el macho
presenta una sola gonada y el hermafrodita dos (Emmons, 2005).
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Ciclo de vida de C. elegans

El ciclo de vida es corto y empieza con la fertilizacion del huevo, se-
guido de su eclosion, tras esta eclosion se genenra el estado larva-
rio L1, en dicha etapa el nematodo esta en forma de larva, difiere
del adulto por lalongitud de su cuerpo, ya que en este estadio pre-
senta una longitud de 250 um, los estadios larvanrios, L1 despueés
de la fertilizacion dura 29 horas, L2, 38 horas, L3, 47 horas, L4,
59 horas tras la fertilizacion de los huevos. El C. elegans adulto tie-
Nne una longitud de 1mm, por su tamafo es necesario usar un Mi-
croscopio para observar detenidamente su morfologia. Presenta
movimientos sinusoidales (Hope, 1999; Strange, 2006).

La ausencia de alimento y condiciones ambientales no aptas
afectan al nematodo, por ello este genera un estadio larvario lla-
mado dauenr, seguido del estado larvario L1, la lanrva dauer pre-
senta diferencias monrfoldgicas notables de las demas larvas, ya
gue presenta sus entradas bucales selladas con un tapdn interno
y No presenta bombeo digestivo, lo cual aisla a la larva, el nema-
todo en este estado, parece ser transcripcionalmente inactivo,
aunqgue presenta altos niveles de ARNmM que dan origen en su co-
dificacion a la proteina de shock térmico Hsp90, perdxido dismu-
tasa elevada, catalasa, esto indica que las dauer son capaces de
resistir el estrés metabodlico (Hu, 2007).

Cepa transgénica HA759

La cepa HA759 de C. elegans expresa la GFP (proteina verde fluo-
rescente) y HtN-Q150 que corresponde a un fragmento de poly O
de 150 residuos de glutamina en la posicion N-terminal, es deriva-
do de la huntingtina humana, proteina ubicada principalmente en
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las neuronas ASH. La expresion de fragmentos de polyQ conlleva
a la neurodegeneracion y la muenrte celular (Zhang et al.,, 2012).

Su genotipo es pge-1 (rt13) Ill; rtlsii V. Se sabe que pge-1 es
el encargado de acelerar la transcripcion, por lo cual acelera la
muenrte neuronal y celular mediada por polyQ. Tanto asi que apro-
ximadamente el 75% de las neuronas ASH muenren al tercenr dia de
vida de C. elegans (Voisine et al., 2007).

La GFP marca las neuronas ASH, conjunto de dos neuronas
con dendritas o terminaciones ciliadas, que se encuentra ubica-
das en los ganglios laterales de la cabeza de C. elegans, se desarro-
llan durante la etapa embrionaria y se anclan a la nariz por medio
de una dendnrita de terminaciones ciliadas y una conexion con 2
amphids (6rganos mayores de la actividad quimiosensorial), con-
ductos que se encuentran abiertos en el exterior de los labios del
nematodo (figura 3). Cada amphids se une con 12 neuronas sen-
soriales (ADF, ADL, AFD, ASE, ASG, ASH, ASI, ASJ, ASK, AWA, AWB,
AWQ), las cuales interactuan entre si segun el proceso bioldgico
del nematodo (Hall, Lints & Altun, 20086).
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biologico del nematodo (Hall, Lints, & Altun, 2006).

SI HB

ASH PHA

Figura 3. Ubicaciéon de neuronas ASH. ASHL ASHR. Tomada y mo-

dificada de Hall DH, 2006 y WORMATLAS, 2019 (Hall et al,,
2006; Wormatlas, 2019).

La funcion principal de las ASH es sensonrial, nociceptiva (ca-
pacidad para diferenciar entre estimulos inocuos y estimulos en
los labios) polimodal (responden a diferentes estimulos nocivos)
como sensaciones de osmolaridad, mecanicas y de olores (Hall et
al.,, 2008). Las ASH permiten evitar estimulos aversivos, generan-
do respuestas frente a un ambiente de hiperosmolaridad, el to-
que de la nariz, a productos quimicos volatiles (1-octanol), metales
pesados (Cd **y Cu **), a los detergentes SDS, alto contenido de
sal y alcaloides, como la quinina. Las respuestas son moduladas
por monoaminas y peptidos, ademas por receptores como 5 -HT
(SER-5), DA (DOP-3, DOP-4), y OA (OCTR-1, SER- 3) que funcionan
directamente en las neuronas, es asi como las ASH también ge-
neran una cascadas de sefializaciones, efectos locomotores, en
respuesta a los diversos estimulos (Hall et al., 2006).
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Estudios de C e/egans con extractos de plantas

Investigaciones con metabolitos pertenecientes al grupo de fla-
vonoides, como las catequinas, y epicatequinas, arrojan resulta-
dos muy imponrtantes para la neurociencia, entre ellas, la EH. Este
grupo de metabolitos se encuentra en gran variedad de vegetales
y frutos, como Winterigia coccoloboides y Averrhoa carambola, que
ademas de presentar capacidad antioxidante (Wei, Chen, Yan, Lin
& Zhou, 2014), presenta efectos sobre lalongevidad, la resistencia
térmica y oxidativa en C. elegans (Surco-Laos et al., 2012; Parada F
etal., 2017).

Muchos grupos de investigacion han mostrado interés ponr
los flavonoides y sus efectos sobre la vida, siendo el de Surco en el
20414, un buen ejemplo, ya que evalua el efecto de catequinas, epi-
catequinas, ademas de sus derivados metilados como 3’ -O- meti-
lepicatequiana, 4’ -O- metilepicatequina, sobre la longevidad de C.
elegans, y encuentra que los derivados metilados de epicatequina
aumentan la longevidad del nematodo, a diferencia de las catequi-
nas y epicatequinas que No presentan mayor influencia sobre la
duracion de la vida de C. elegans. Adicionalmente, las catequinas
aumentan la resistencia al estrés térmico y oxidativo, producien-
do un incremento significativo en la tasa de supervivencia del ne-
matodo, en companracion con los que no se trataron con dichos
metabolitos. En este estudio se menciona que la absorcion de fla-
vonoides en el humano se da en el intestino delgado, de alli surge
la biotransformacion a derivados metilados, que llegan al torrente
sanguineo y son capaces de ubicar células diana en condiciones
patologicas de estrés oxidativo o de inflamacion, aspecto impor-
tante, ya que posibilita un efecto neuroprotector en enfermeda-
des neurodegenenrativas como la EH (Surco-Laos et al., 2012).

Por otro lado, el uso de plantas medicinales para tratar sin-
dromes del sistema nervioso, como depresion, demencia, rasgos
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caractenristicos en EH, abre paso a investigaciones en donde se
compruebe tal efecto, en este caso Yang determind la actividad
Nneuroprotectora y de antienvejecimiento con extractos de etanol,
n-butanol, acuoso de Dammacantus Officinarum Huang (DHO) en
C. elegans (Yang etal., 2012).

Para lograr esto, se realizaron ensayos de componrtamiento
quimiosensorial, de supervivencia neuronal ASH, y longevidad uti-
lizando la cepa HA759 de C. elegans, que muestra neurotoxicidad
por agregacion de polyQ, pero después del tratamiento con DHO,
se logrod evidenciar un comportamiento quimiosensorial eficaz, al
evitar en el nematodo compuestos aversivos. En cuanto a la ca-
pacidad neuropnrotectora, se obtuvo un incremento en la supenr-
vivencia de las neuronas, y prolongacion en la vida del nematodo.
Gracias a este estudio se logra identificar la eficacia de compues-
tos naturales, comprobando la capacidad neuroprotectora, gran
avance para el tratamiento de la EH y la enfermedad del Parkinson
(Yang etal., 2012).

En contraste los mecanismos del proceso de neurodegene-
racion, hasta el dia de hoy no estan muy claros. Esto, a pesar que
muchos de los genes implicados estan identificados, pero adn no
estd bien definido el papel que desempefian en cada una de las
enfermedades neurodegenenrativas. El estudio de enfermedades
neurodegenenrativas, como la enfermedad del Parkinson, utiliza
como organismo modelo a C. elegans, debido a su conservacion en
la sefalizacion molecular, y en la informacion genética, lo que per-
mite estudiar mecanismos del proceso de neurodegeneracion.
Tal es el caso de Li quien menciona aquellos genes relacionados
con la enfermedad del Parkinson como, la alfa sinucleina (SNCA),
parkin (PRKN), kinasa 2 con repeticion rica en leucina (LRRK?2),
PTEN- i(nduccion ala kinasa 2) PINK1, DJ-1y ATP13A2, entre otros.
Sumado a esto se nombran neurotdxicos como 1-metil-4-fenil-1,
2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 6-OHDA, rotenona, y el paraquat
que inducen el desarrollo de dicha enfermedad (Li & Le, 2013).
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Debido a la manipulacion de genes, y a la exposicion de C. ele-
gans con neurotoxicos, se ha logrado tener mayor claridad de
esta enfermedad. El primer estudio realiza la sobreexpresion de
SNCA en la transgénica AB3T, en la que se observa pérdida neu-
ronal, disminucion en la locomocion y la alimentacion del nemato-
do, lo anterior ha sido de gran utilidad, ya que permite la evalua-
cion de proteinas como TorsinA y Rabl que presentan actividad
Nneuroprotectora en respuesta a la accion de la o- sinucleina. Ade-
mas, con estos mismos estudios se logra establecer efectos de la
0- sinucleina sobre la mitocondria y el proteosoma, o que implica
la activacion de otros genes en el proceso neurodegenenrativo.
Tambiéen, se ha realizado la sobreexpresion de hVPS41 proteina
vacuolar que podria prevenir la degeneracion de neuronas do-
paminérigicas, provocada por la a-sinucleina. Adicional a esto, en
C. elegans se identificd dnj-1.1 y dnj-2 genes ortologos al gen DJ-1
del hombre, el cual actla como chaperona y sensor del estrés
oxidativo, de esta forma se evidencié que protegen a las neuronas
del nematodo frente al tratamiento con el compuesto organico de
glioxal (Li & Le, 2013).

Dentro de los estudios adelantados con flavonoides, se ha
encontrado que varios frutos y plantas poseen efectos neuro-
protectores, tal es el caso de la planta medicinal Bacoma monnie-
ri, puesto que inhibe la agregacion de la a-sinucleina (Jadiya et al.,
2041) el resultado de este estudio se basd en la asociacion que se
le ha dado a la enfermedad de Parkinson con la agregacion de la
proteina nuclear a-sinucleina en las neuronas (Jadiya et al., 2011)
la cual esta estrechamente relacionada con los cuerpos de lewy,
que se forman por la agregacion anormal de proteinas en las neu-
ronas, en contraste dichas estructuras eosinofilicas se han en-
contrado en pacientes que presentan la enfermedad de Parkin-
son (Del Tredici & Duda, 2011; Gualteros, B. etal., 2017).

Fu (2013) reportd dicho resultado (inhibicion de la agregacion
de la a-sinucleina) con la accion de la acetilcolina, un componente
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principal de Corydalis bungeana, planta originaria de china. En este
estudio, de igual forma, se emplearon modelos de C. elegans, don-
de se describe que el suministro maximo de 10mM de acetilcolina
no es penjudicial para los nematodos y por el contrario disminu-
ye considerablemente la degeneracion de las neuronas dopami-
nérgicas impidiendo la agregacion de la proteina nuclear (Fu et al.,
2013).

La Uncaria tomentosa es una planta que ha servido para avan-
zar y obtener mas conocimientos sobre los efectos antiparkinso-
nianos que ofrece la naturaleza, Shi (2013) utilizd modelos trans-
génicos de C. elegans para demostrar que el extracto acuoso de
Uncaria tomentosa es Util para capturar los radicales libres de tipo
hidroxilo, en su mayonria implicados en el desarrollo del Parkinson,
incluso este extracto ayuda a la disminucion del proceso de pe-
roxidacion lipidica el cual degrada los lipidos mediante el proceso
de oxidacion de los mismos, donde los productos finales de este
proceso llegan a ser mutagénicos y cancenrigenos, dicho de otra
manenra, el extracto de Uncaria tomentosa ejerce proteccion sobre
las neuronas dopaminérgicas y aumenta su viabilidad (Shi et al.,
2013).

Los flavonoides y acidos grasos esenciales son compuestos
gue se encuentran en las plantas, sus frutos y los granos, tal es el
caso de Averrhoa carambola. Los flavonoides que posee dicho fruto
son de tipo procianidinas (Velasco, Tabernero & Medina, 2003), es-
tos generan un efecto antioxidante contra las especies reactivas
de oxigeno y nitrdgeno, protegiendo asi la vida y el buen funciona-
miento de las neuronas (Wang, Kern, Goodfriend, Ball & Luesch,
2009). Algunos de los acidos grasos esenciales que presenta la A.
carambola con sus respectivas funciones, son: Acido oleico, el cual
es empleado por las neuronas para el crecimiento de los axones,
la sintesis de fosfolipidos. Acido a linoleico, reduce el dafio del ADN
después de ser sometido a estrés oxidativo, entre otros acidos
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grasos presentes (Medina & Tabernero, 2002; Stiernagle, 2006;
Surco-Laos et al., 2012; Wang et al., 2009).

Ahora bien, otro fruto de interés para la ciencia debido a su
efecto neuroprotector es Garcinia mangostana. Estudios adelanta-
dos por Jung, y su equipo, evaluaron la actividad del mangostino
por el método peroxinitrito, con extraccion por hexano, y obtuvie-
ron que el a- mangostino fue el componente encontrado mayonrita-
riarmente, sumado a esto, concluyeron que el efecto antioxidan-
te de esta xantona radica en que posee grupos OH (Surco-Laos
et al., 2012). Postenriores estudios, fortalecen lo dicho, al afirmar
que la capacidad antioxidante de Garcinia mangostana obedece a
los componentes fendlicos antocianinas y carotenoides, los cua-
les fueron evaluados con extractos metandlicos tanto de la parte
carnosa como de la cdscara y con extractos acuosos. Este grupo
de investigacion, el de Ali Hassan, reporta que hubo mayor podenr
antioxidante de los extractos obtenidos con metanol, que con los
acuosos (Weecharangsan et al., 2006; Gualteros B. et al.,,2017).

Este estudio es apoyado con uno del mismo afo, en el que eva-
lUan 4 extractos sobre un neuroblastoma y evidencian que hubo
mayor neuroproteccion con los extractos con alcoholes que
con los acuosos de Garcinia mangostana (Pedraza-Chaverni et al.,
2009).

En el 2009, un estudio publicado por la revista Experimental
and Toxicologic Pathology, registra que al afectar neuronas con
una toxina mitocondrial, el 3-NP (Acido 3- nitropropidénico), hubo
produccion de radicales libres; sin embargo, cuando fueron ex-
puestas al a- mangostin, fueron atenuados los radicales libres O2-,
y ONOO-, ademas de proporcionar proteccion frente a las células
estudiadas eliminando la neurotoxicidad generada. Este estudio es
imponrtante No solo por los resultados obtenidos, sino también por
gue ayuda a entender y desarrollar otros estudios respecto a la
etiopatologia de la enfermedad del Parkinson y otras enfermeda-
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des neurodegenerativas (Chomnawang, Surassmo, Nukoolkarn &
Gritsanapan, 2007).

Asi mismo, Chomnawana (2007) demuestra que el extracto de
Garcinia mangostana, disminuyd significativamente la produccion
de radicales libres, medidos por la inhibicion en la formacion de
estos a panrtir del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Pedraza-Cha-
venrni et al.,, 2009).

Sumados a estos estudios, hay muchos mas que evaluan el
extracto del fruto en mencion, y que concluyen que las xantonas
que contiene G. mangostana resultan ser antioxidantes, antitumo-
rales, antialérgicos, anti-inflamatorios, entre otros (Pedraza-Cha-
verni et al.,, 2009). Por lo que ha despertado especial interés en
cientificos, quienes durante varios afios han encontrado que den-
tro de la capacidad total de antioxidante de 27 frutas usando el en-
sayo DPPH, el mangostino se ubica dentro del octavo lugar (Leong
& Shui, 2002).

Ahora bien, la neuroproteccion de Garcinia mangostana, tam-
bién se ha visto en el efecto antiperoxidativo en el tejido cerebral
(Marquez-Valadez et al., 2009), ya que disminuye la actividad de la
lipoperoxidacion del sulfato ferroso, la de peroxidacion causada
por el quinolato y el 3-NP, al observar que este fruto impidid que
la mitocondria disminuyera su actividad (Martinez-Abundis et al.,
2010).

Conclusion

El uso de modelos transgénicos para diferentes enfermedades
neurodegenenrativas, permite evaluar diversos compuestos ve-
getales y determinar su actividad neuroprotectora o neurotoxi-
ca. Colombia es un pais con una gran biodiversidad y muchas de
sus plantas no han sido evaluadas en sus actividades contra el
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Sistema Nervioso Central. Esto convierte al modelo de C elegans
como una herramienta valiosa en futuros estudios con extractos
de planta.
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Resumen

La mieloperoxidasa (MPO) representa el 5% de las proteinas de los
neutrofilos y es un potente microbicida asociado a un aumento
de la actividad respiratoria; ademas, juega un papel importante
frente a las infecciones a nivel de la respuesta inmune innata. Sin
embanrgo, la deficiencia de la MPO se ha observado en pacientes
con infecciones recurrentes; asimismo se ha demostrado que la
variacion o presencia de algun polimorfismo/s en el gen mpo pue-
de conferir susceptibilidad a infecciones.

Actualmente, el diagnostico para la deficiencia de mielope-
roxidasa se lleva a cabo mediante la deteccion de un posible poli-
monrfismo/s en el gen mpo, tinciones citoquimicas o por medio del
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analisis de citometria de flujo en laboratorios de hematologia cli-
nica para la enumeracion de PMN con actividad de la enzima mie-
loperoxidasa. Por lo anterior, se hace una revision bibliografica
a cerca de las investigaciones relacionadas con la deficiencia de
MPO.

Palabras Claves: Candidiasis, enzima Mieloperoxidasa, poli-
monrfismos, deficiencia enzimatica, infecciones recurrentes.

Antecedentes

El interés sobre la mieloperoxidasa ha llevado a diferentes inves-
tigadores a realizar diversos estudios sobre su funcién, caracte-
risticas y ubicacion, describiendola como una sustancia presente
en los neutrdfilos, que en combinacion con H,0O, y cloruro consti-
tuye un potente microbicida. Datos bioquimicos han demostrado
que la mieloperoxidasa (MPO) genera toxinas antimicrobianas le-
tales en los neutrofilos siendo activas dentro de los fagosomas,
donde se producen oxidantes que reaccionan toxicamente hacia
las microorganismos ingeridos. El papel fundamental de la MPO se
da durante la respuesta inmune innata, cuando la cantidad de mi-
croorganismos sobrepasa la capacidad de defensa de otros me-
canismos en el huésped (Klebanoff, 2013).

Estudios citoquimicos que datan de principios de 1900, sugie-
ren la presencia de una peroxidasa en los granulos citoplasmicos
de los neutrdfilos, en especies como simios, caninos y humanos
(Klebanoff, 2013). En 1920, Graham, reportd por primera vez la
liberacion de “peroxidasa” por parte de los granulos presentes en
el citoplasma de los neutrofilos durante el proceso de fagocitosis,
los cuales fueron evidenciados mediante coloraciones que permi-
tian teAirlos, ya que anteriormente, en 1900 se habia estableci-
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do la presencia de peroxidasa en los granulos citoplasmaticos de
granulocitos maduros, especificamente enlos granulos primanrios
o azurofilos (Klebanoff, 2005; Nauseef, 2014), llegando a concluir
que los granulos desaparecian de los leucocitos progresivamente
a medida que aumentaba el nimero de inclusiones bacterianas en
la célula (Klebanoff, 2005).

En 1940, Kjell Agner reportd que los neutrofilos poseian MPO
en concentraciones No menores de 1-2% en la célula, pero afos
mas tarde, Schultz definid que la MPO representaba un 5% del
peso de los neutrdfilos; ademas, la Mieloperoxidasa fue nombra-
da inicialmente como verdeperoxidasa debido a su color caracte-
ristico. Posteriormente, Theorell y Akeson lograron purificar una
de las peroxidasas de aspecto marron-verde hallada en leche de
vacas, demostrando que estd tenia propiedades diferentes a la
catalogada verdeperoxidasa, proponiendo los nombres que ac-
tualmente se conocen como Mieloperoxidasa y Lactoperoxidasa
(LPO) (Nauseef, 2014).

En 1957, Seymour J. Klebanoff de la Universidad Rockefeller
de New York trabajo en el laboratorio Reginald Archibald y encon-
trd que diferentes sustancias estaban involucradas en procesos
microbicidas; tales sustancias eran peroxidasas (LPO y MPO), las
cuales podrian desempefiar un papel importante en la catalisis de
reacciones dependientes a oxigeno, fue entonces cuando surgio
la pregunta acerca de la funcion principal de los neutroéfilos en la
fagocitosis y la destruccion de microorganismos: sla funcion de la
MPO en los neutrdfilos es la destruccion de los microorganismos
ingeridos? En 1967, Klebanoff informd que los iones de MPO, H,O,,,
yoduro, cloruro o bromunro formaban un poderoso sistema anti-
microbiano en los neutroéfilos (Klebanoff, 2005).

Para 1960, Hirsch y Cohn describieron el proceso de desgnra-
nulacion durante la fagocitosis, e hicieron evidente como la mem-
brana de los granulos se rompia y descargaba su contenido den-
tro del fagosoma, a partir de alli se estudiaron y aislaron granulos
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de granulocitos de conejos, encontrando gran variedad de hidro-
lasas, asi como una proteina antimicrobiana a la que denominaron
fagocitina. Posteriormente, en 1961, un grupo de cientificos, lyen,
Islam y Quastel, explicaron que la explosion respiratoria de los
neutrofilos estaba asociada a la formacion de H,0,, calificandolo
con un producto implicado en la actividad antimicrobiana hacia
ciertos microorganismos (Klebanoff, 2005 y 2013).

En 1969, Lehrenr, Cline y Hanifin, describieron a un paciente
diabético con deficiencia de MPO y candidiasis sistéemica cuyos
neutrofilos tenian un defecto candidacidal prolongado in vitro,
es decir, la accidon microbicida de los neutrdfilos era menonr, en
este momento se considero la deficiencia de MPO como un evento
andmalo. Afos después, un estudio compard 100 pacientes con
deficiencia total o subtotal de MPO con 118 pacientes con niveles
normales de MPQO, donde hubo una incidencia estadisticamente
significativa mayor de infeccion grave y procesos inflamatonrios
cronicos en pacientes deficientes (Klebanoff, 2005y 2013).

Posteriormente, durante un experimento realizado con el fin
de comparar la actividad microbicida de neutrofilos normales y
deficientes en MPO en diferentes organismos, Lactobacillus aci-
dophilus, Staphylococcus coagulasa negativa y Candida tropicalis;
se utilizo azida, la cual actua como inhibidora de la peroxidasa. Se
determind que el azida disminuyo la actividad microbicida de los
neutrdfilos normales, mientras que en los neutrofilos con defi-
ciencia de MPO no tuvo efecto, lo que sugirid que posiblemente
esta sustancia ejercia su efecto sobre las células normales me-
diante la inhibicion de la MPO (Klebanoff, 2005 y 2013).

Sin embanrgo, también se companro la actividad de los neutrofi-
los normales con los que presentaban deficiencia sin inhibidor al-
guno, evidenciando menor muenrte bacteriana con respecto a los
deficientes de MPO. En ratones que carecian de MPO (MPO-knoc-
kout), se observo que estos eran mas susceptibles a infecciones
por Candida albicans, esencialmente infecciones pulmonares al
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ser inoculados intranasalmente por C. albicans, C.tropicalis, Tri-
chosporon asahii y Psudomona auriginosa, entre otros (Klebanoff,
2005). Gracias a estos estudios, se concluyd que cuando la carga
fungica es baja, las especies de oxigeno reactivo (ROS) formados
por la NADPH oxidasa de los neutrofilos son suficientes para po-
der controlar la infeccion en ausencia de MPO; por el contrario, a
una carga fungica alta, se necesitan obligatoriamente productos
de estallidos respiratorios y MPO (Klebanoff, 2005 y 2013).

Los informes de deficiencia de MPO fueron poco frecuentes
hasta que los laboratorios de hematologia adoptaron tinciones
con peroxidasa y citometria de flujo para identificar y enumenranr
células en sangre periférica. En 1954 se describe por primenra vez
esta deficiencia como un trastorno autosdmico recesivo causa-
do por mutaciones en el gen que codifica para esta enzima. Pos-
teriormente, los estudios demuestran que la deficiencia de MPO
ocurre comunmente, afectando a 1 en 2000 a 4000 individuos sa-
nos en América del Norte y Europa, y 1 en 57000 en Japon (Kleba-
noff, 2005 y 2013; Pahwa, 2017).

Por otro lado, la candidiasis ha sido identificada desde la an-
tigledad, Hipdcrates en su tratado sobre “epidemias” describid
dos casos de afta oral y muget en pacientes debilitados. La infec-
cion tuvo gran prevalencia en los afos 1700 en Francia, por lo
que se ofrecid un premio al estudio realizado por Véron en 1835,
quién expuso que esta infeccion se adquirfa a través del Utero,
también describiendo los primeros casos de candidiasis esofagi-
ca. En 1849, Wilkinson describid por primera vez la candidiasis va-
ginal en una paciente de 77 aflos de edad, quien presentaba una
secrecion vaginal profusa (Murillo, 2013).

Las primeras descripciones de otras formas superficiales
de candidiasis aparecen al comienzo del siglo XX, cuando se es-
tablece que las enfermedades inmunosupresoras predisponian
a los pacientes a la candidiasis; del mismo modo, Zenker en 1861,
describio la candidiasis sistémica como una la enfermedad gene-
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ralizada causada por diseminacion hematdgena, observado en un
paciente debilitado y con muguet bucal (Murillo, 2013).

Neutréfilos

Los neutrodfilos representan los leucocitos méas predominantes
en circulacion y son las primeras células en responder a una
infeccion, forman parte de la respuesta innata y constituyen un
eficiente mecanismo de proteccion no especifica contra diferen-
tes agentes infecciosos (Staines, 2005); una vez se desencadena
la respuesta inmune, los microorganismos son ingeridos por el
fagocito, ligandos asociados al mismo agente, como anticuerpos
y/o complemento, se unen a los receptores de membrana a me-
dida que esta se invagina para formar el fagosoma, el cual crea
condiciones que matan y degradan los microorganismos ingenri-
dos, debido a la activacion de la NADPH oxidasa y la degranula-
cion (Nauseef, 2014; Klebanoff, 2013), asi mismo, se liberan ROS
y los componentes respectivos de los granulos en el fagosoma.
La NADPH oxidasa transfiere electrones al fagosoma, generan-
do anion superodxido y perdxido de hidrogeno a partir de oxigeno
molecular, este proceso crea un espacio entre los componentes
liberados por los granulos y los ROS quienes reaccionan en con-
junto en el microorganismo (Nauseef, 2014). En este proceso se
ve involucrada la presencia de MPO, la cual puede unirse a la su-
perficie cargada negativamente del microorganismo y reaccionar
alli con H,O,, para iniciar la formacion de oxidantes dependientes
de MPO en proximidad al microbio ingerido (Klebanoff, 2005); del
mismo modo, se ve involucrado en el proceso CI, el cual entra al
fagosoma por medio de un regulador de conductina (CFTR), para
posteriormente ser catalizado por la reaccion entre MPO y H,O,,
y producir HOCI, el cual genera una senrie de productos, que inclu-
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yen monocloraminas (NH2CI), protefnas cloraminas (PNHCI) com-
plementando la actividad microbicida en el sistema MPO- H,0_-Cl
(Nauseef, 2014).

Sin embanrgo, pueden ocurrir defectos durante el proceso de
fagocitosis que incluyen:

1. Defectos en la produccion de neutrofilos.

2. Defecto en la adhesion leucocitaria.

3. Defecto en la via enziméatica oxidativa.

4. Deficiencia especifica de granulos.

Estos defectos causan deficiencias en la actividad inmunolégi-
ca de los neutrofilos, desencadenando mayor susceptibilidad a la
adquisicion de infecciones y enfermedades (Staines, 2005).

Mieloperoxidasa

La mieloperoxidasa es una hemopnroteina presente en los granu-
los azurdfilos de los neutrofilos y en menor proponrciéon en los liso-
somas de los monocitos, involucrada en la actividad microbicida
hacia un amplio grupo de microorganismos. La MPO es capaz de
catalizar la produccion de acidos hipohalogenosos, como el acido
hipocloroso e interactuar con oxigeno singlete, cloraminas y alde-
hidos; asi mismo, actua en la regulacion de la inflamacion, limita el
dafo tisular y facilita el cambio de la inmunidad innata a la adap-
tativa (Klebanoff, 2005; Staines, 2005; Khan, 2018; Prokopowicz,
2011).

La sintesis de mieloperoxidasa inicia durante el estadio de pro-
mielocito del neutrdfilo y finaliza en el estadio de mielocito, donde
es contenido enlos granulos azurofilos o primarios de tamafio he-
terogeneo, distribuidos por toda la célula. Los monocitos también
contienen granulos que contienen MPO, pero en menor cantidad;
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sin embargo, estos granulos se pierden cuando hay diferencia-
cion a macrofagos tisulares (Prokopowicz, 2011; Odobasic, 2016).

Segun la literatura, se ha establecido que la enzima mielope-
roxidasa es el producto de un gen de 11 kb de tamafio, compuesto
por 11 intrones y 12 exones, localizado en el brazo largo del cro-
mosoma 17 en el segmento qi2- 24, consta de dos cadenas pe-
sadas (subunidades ), dos cadenas ligeras subunidades 2 y dos
atomos de hierro (figura 1). El producto de traduccion inicial es
una proteina de 80 kD, que tras un proceso de eliminacion proteo-
litica de un péptido de 41 aminoacidos sufre glucosilacion con la
incorporacion de cadenas laterales ricas en manosa, generando
un producto de MPO enzimaticamente inactivo el cual forma un
complejo en el reticulo endoplasmatico con proteinas de union al
calcio, calreticulina y calnexina, las cuales actuan como chapero-
nas moleculares, con la insercion de un grupo hemo, que se une
a las cadenas pesadas de la molécula, para luego convenrtirse en
una enzima activa y asi llevar a cabo su funcidn microbicida en la
célula (Persad, 2018; Khan, 2018; Garcia 1998).

La MPO tiene una masa molecular de aproximadamente 150
kD, siendo una proteina fuertemente basica con un punto isoeléc-
trico de 10 y con avidez a las supenrficies de carga negativa; ade-
mas, esta conformada por 1146 aminoacidos donde cada homodi-
mero cuenta con 573 aminoacidos, 466 pertenece a la subunidad
pesaday, 107 ala subunidad ligera. El sitio activo de la MPO cons-
ta de dos regiones fundamentales: la primenra, involucrada en la
union con el ligando; y la segunda, relacionada con la actividad ca-
talitica de la enzima (Persad, 2018; Khan, 2018; Garcia, 1998).
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Producto transcripcional del gen mpo

i | Pz | Eliminacién de I3 seflal del péptido
Glucosilacién con manosa.
c
| N
| apoproMPO inactiva

Fig 1. Pasos involucrados en la sintesis de la enzima MPO*
*Tomado y Modificado de: Khan, A., Alsahli, M. & Rahmani, A.
(2018).

La accion antimicrobiana de los neutrdfilos hacia diferentes
microorganismos depende de la relacion entre la enzima azuroéfila
MPO vy el H,0,, producto de la accion de la enzima NADPH oxidasa,
los cuales actuan en la produccion de acido hipocloroso a panrtir
de cloruros; dandose una reaccidon microbicida entre enzimas,
oxidantes o ROS y subproductos como se ha mencionado, debido
a que la MPO apoya la produccion de cantidades letales de HOCI
(Nauseef, 2014). Asi mismo, la MPO se requiere para finalizar el
estallido respiratorio originado por la NADPH oxidasa, con el fin
de equilibrar la excesiva produccion de ROS, ya que, si existe de-
ficiencia y/o ausencia de MPO puede llegar a presentarse acumu-
lacion de diversas sustancias, como por ejemplo H,0, el cual se
degrada en parte por el sistema MPO, dado a que, al no ser con-
trolado puede llegar a ser téxico para el mismo organismo (Kleba-
noff, 2005; Nauseef, 2014).
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La mieloperoxidasa posee tres complejos diferentes que pue-
den darse durante la reaccion del estallido respiratorio en el pro-
ceso de fagocitosis. Esta enzima utiliza el potencial oxidativo junto
con el H,0, para llevar a cabo los ciclos de peroxidacion y halo-
genacion, desencadenando la union de H,O, con atomos haloge-
nados (Br, Cl, I) por medio de la mieloperoxidasa (MPO), con for-
macion de especies oxidantes citotdxicas y el compuesto HOCH, el
cual desarrolla su actividad antimicrobiana en la modificacion de
lipidos, ADN, aminas, tirosina y cloraminas, ocasionando un dafo
oxidativo en proteinas de los microorganismos, ya que la accion
de MPO también tiene la propiedad de catalizar la oxidacion de una
gran cantidad de sustratos clasicos de peroxidasa, como los men-
cionados anteriormente (Klebanoff, 2013; Staines, 2005; Pahwa,
2017; Prokopowicz, 2011).

MPO + H202 + Cl- - HOCI + OH-

El sistema de MPO- H,0,- Haluros representa el mas eficiente
mecanismo microbicida dependiente de oxigeno en PMN, como se
muestra en la anterior reaccion quimica (DelLeo, 1998).

Compound 111
H

202 MPO HOCI
e

Compound 11 ﬁ(?ompound I CIr'+H
R RH

Fig 2. Componentes de reacciones catalizadas por MPO dentro
del fagosoma.
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Tomado de: Klebanoff SJ, Kettle AJ, Rosen H, Winterbourn CC,
Nauseef WM. (2013)

La enzima responsable del consumo de oxigeno es un com-
plejo NADPH oxidasa, que logra ensamblarse en la membrana fa-
gosomal y se une con el flavohemocitocromo, un heterodimero
que se localiza en la membrana de los granulos especificos, el cual
transfiere electrones de O, a partir de la molécula NADPH para
producir O,, dando paso a la formacion de aniones superoxido
dentro del fagosoma; la transferencia de electrones crea un des-
equilibrio de carga que logra despolarizar la membrana fagoso-
mal y acidifica el medio intracelular. Después, el H,0O, reacciona
con el O, dando paso a la formacion de oxigeno singlete y radi-
cales hidroxilo (HO); ademas, el H,O, sirve de sustrato de la MPO,
gue oxida el cloruro y otros haluros como el bromuro, yoduro y
el pseudohaluro tiocianato, para poder generar los respectivos
acidos hipohalosos. En consecuencia, debido a la formacion de
todos estos compuestos (conocidos como ROS) en el interior del
fagosoma se crea un ambiente altamente toxico para los microor-
ganismos, lo que ocasiona su destruccion y muerte (Vélez, 2016;
Klebanoff, 2013).

Durante la fagocitosis ocurre un aumento en el consumo de
glucosa y oxigeno como consecuencia del estallido respiratorio
que desencadena un proceso de muenrte intracelular; esto ocu-
rre gracias a la presencia de sistemas antimicrobianos que posee
el organismo, donde puede estar involucrada o no la MPO, estos
son el sistema dependiente de mieloperoxidasa y el sistema inde-
pendiente de mieloperoxidasa, que se describen enla figura 2 (Ve-
lez, 2016).
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Glucosa + NADP" NADPH + 6-
G-6-P- deshidrogenasa  fofogluconolactona.
N A

Citocromo B N..&DPH oxidasa + O, NADPH NADP' + 0,
Activacion,

ﬁL e > C10" + Hy0— ' 0, +CI' tH,0

Superoxido Mieloperoxidasa
dismutasa u

Degradacién.

Glucosa + NADP* NADPH + 6-
G-6-P- deshidrogenasa  fofogluconolactona.

' e
Citocromo B ‘ N@PH oxidasa + O, » NADPH NADP* + 0y

Activacion.
20, +2H' H,0,+10 ; o
—_—— et H,0; + 20, = OH+OH'+10
Superoxido dismutasa @ BHEITEE ) "
u\ Compuestos toxicos

Fig 3. A. Activacion sistema antimicrobiano MPO- H202-Cl A. es-
tallido respiratorio sistema oxigeno dependiente, mielope-
roxidasa dependiente. B. estallido respiratorio sistema oxi-
geno dependiente, mieloperoxidasa independiente.

Tomado de: Microbiologia e inmunologia. Disponible en: http://
www.microbiologybook.org/Spanish-immuno/imm-chap-
terli.htm

En enfermedades infecciosas e inflamatorias se ha observa-
do el incremento de la actividad de la MPO, lo cual se asocia a un
aumento del riesgo de estres oxidativo. La MPO y el H,O, tambien
pueden ser liberados al exterior del PMN, elevando el potencial de
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dafo extracelular debido a la produccion de HOCI. El espectro de
toxicidad del sistema MPO-H,O,- Haluros, incluye bactenrias, hon-
gos, virus, células tumorales y se ha demostrado que tambiéen
esta involucrado en la patogénesis de transtornos inflamatonrios
como aterosclerosis y esclerosis multiple (Nauseef, 2000).

Por otra parte, la actividad de la mieloperoxidasa ha sido
detectada en muestras de fluidos vaginales de la mayonria de las
mujeres en cantidades, suficientes para inducir un efecto micro-
bicida, debido a la presencia de lactobacillus, los cuales tienen la
facultad de producir H,0,, que termina actuando como un meca-
nismo de defensa del hospedador en la vagina en presencia o au-
sencia de peroxidasa de origen leucocitario®, lo que puede llegar
a fortalecernr el efecto antimicrobiano tanto en la accion de la MPO
como en la produccion de H, O, producido por bacterias propias
del sistema uterino femenino (Klebanoff, 2005; Nauseef, 2014).

Deficiencia de MPO y susceptibilidad ainfecciones

La presencia de MPO durante la respuesta de PMN es imponrtante
debido a la produccion de acido hipocloroso como potente micro-
bicida junto a H,0, (Klebanoff, 2005; Nauseef, 2014). En el sistema
MPO-H,0,-Cl las enzimas granulares liberadas en los fagosomas
pueden modificarse quimicamente y modularse funcionalmen-
te, mejorarse o reducirse, dependiendo del agente en particular
(Nauseef, 2014). La ausencia o deficiencia de MPO tiene conse-
cuencias para la accion antimicrobiana, reflejada en la pérdida de
la produccion y accion de HOCI, lo que resulta en la eliminacion
de la capacidad antioxidante que ejerce el sistema; tal deficiencia
de MPO elimina no solo la capacidad de producir dafio letal a los
microrganismos, sino también la de modificar la estructura y ac-
tividad de otros elementos antimicrobianos presentes en los fa-
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gosomas (Aratani, 2004). Sin MPO, las proteinas granulares como
NE, catepsina G y MMP-7, agentes inactivados por el sistema de
cloruro-MPO- H,O,, seran funcionales y ejerceran una accion an-
timicrobiana que No estéa presente en los fagosomas de los neu-
trofilos normales.

Asi mismo, los neutrofilos deficientes en MPO tienen una ac-
tividad oxidasa prolongada y llegan a generar mas H,0, que los
neutrdfilos normales; por lo tanto, la ausencia o deficiencia de
MPO, que normalmente consume H,O, de forma répida para ge-
nerar HOCI, conduciré al aumento de la concentracion de H,0,,
pudiendo causar un efecto toxico en el organismo. La composi-
cion oxidante alterada y el tono en fagosomas deficientes en MPO
modifican las moléculas efectoras disponibles y también los sus-
tratos que actuan sobre los microorganismos. Se ha demostrado
que los neutrofilos MPO-deficientes eliminan diferentes especies
de microorganismos mas lentamente que las células normales;
ademas, los pacientes que cursan con esta deficiencia pueden
presentar episodios de neutropenia que los condiciona en mayonr
proponrcion a contraer infecciones fungicas (Nauseef, 2014; Ara-
tani, 2000).

En un estudio in vitro realizado ponr Klebanoff et al., en pacien-
tes con deficiencia de MPO se evidencio la ineficacia para matar
microorganismos como S. aureus, C. albicans y E. coli, dado a que
los PMN deficientes de la enzima mostraron actividad microbici-
da mas lenta en comparacion a los PMN normales; por ejemplo,
se establecio que para inducir el mismo grado de destruccion de
los microorganismos mencionados se requirio de 3-4h de incuba-
cion con los neutrdfilos deficientes de MPO, donde lo normal llega
a ser de 30-45 min. Del mismo modo, como se observa en la fi-
gura 3, se puede evidenciar el retraso en la respuesta inmune vy,
el deficiente control antimicrobiano frente a diferentes microonr-
ganismos, puesto que, cuando existe una deficiencia de MPO se
observa como la concentracion de microorganismos tiende a ser
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constante y puede disminuir levemente, después de un periodo
de tiempo prolongado; asi mismo, la destruccion se ve afectada
disminuyendo el porcentaje de destruccion de microorganismos,
principalmente en agentes como C. albicans (Klebanoff, 2013).

A I C. albicans MPO - = -l -
6F -]
& |
] S
- Z sf
R 3
U. = s
B S
5 MPO +/+ o
) s )
0 2 4 6 8 10 12 o L
Time (h) S aurens C albicans E. coli

Fig 4. Ineficaz accidon microbicida por Deficiencia de MPO A. In-

feccion pulmonaria por C. albicans mediada por neutrdfilos
con deficiencia de MPO medida en horas B. destruccion de
microrganismos a los 30 min por neutrdéfilos normales (ba-
rras blancas) y por neutréfilos deficientes (barra gris os-

curo).
Tomado de: Klebanoff SJ, Kettle AJ, Rosen H, Winterbourn

CC, Nauseef WM. (2013).

La deficiencia de MPO fue considerada durante mucho tiem-
po como una enfermedad rara, solo 17 casos conocidos se ha-
bian reportado hasta 1979, pero con el desarrollo de técnicas se
ha proporcionado un mejor enfoque para el diagndstico de este
trastorno, convirtiendose en una condicion Mmas comun hoy dia
(Pahwa, 2017).

Se ha demostrado que la deficiencia de MPO afecta directa-
mente la via de NADPH vy su aparicion esta relacionada a causas
congeénitas que obedecen a un patron heredado autosdmico re-
cesivo con una incidencia de 1-4,000 personas siendo heterocigo-
tos, lo que significa que pueden existir diferentes polimorfismos
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en cada alelo del gen mpo. Uno de los defectos genicos descritos,
es la presencia de mutaciones de reemplazo de arginina por trip-
tofano en la posicion 569 de la cadena peptidica de la MPO, que
detiene la maduracion del precursonr; en este caso el resultado
es una actividad microbicida mas lenta y deficiente (Staines, 2005;
Pahwa, 2017). Ademas, se han descrito més mutaciones asocia-
das al procesamiento post-traduccional de la proteina precurso-
ra de la MPO y otras con defectos pre-traduccionales causados
por mutaciones en la porcion reguladora del gen mpo; encontran-
do mutaciones asociadas con la forma hereditaria como R569W,
Y173C, M251T, R499C vy una delecion de 14 bases (D14) en el exdn
9 del gen mpo (Pahwa, 2017; DelLeo, 1998; Nauseef, 1996; Marche-
tti, C. 2004, Persad, 2018).

Tabla 1. Polimorfismos asociados a la deficiencia de MPO

Polimorfismos y muta-

i Descripcion
ciones de MPO

Sustitucion de arginina ponr triptéfano en la posicion 569
de la cadena peptidica de la MPO cuando ocurre la susti-
tucion de una timidina por una citosina en el exon 10; esta
mutacion genera que el grupo “hemo” No se inserte en la
proteina MPO y por consiguiente las unidades maduras de
MPO no se desarrollen (Pahwa, 2017; DeLeo, 1998; Nau-

R569W

seef, 1996; Ding, 2012; Persad, 2018).

Tipo de mutacion Missense, que produce un cambio en un
Unico nucleodtido provocando la aparicion de un codon que
codifica para un aminoéacido diferente, estd mutacion
ocurre en el gen MPO en el coddn 173 que logra un cambio
de tirosina por cisteina (Y173C) afectando la biosintesis de

MPO (Deleo, 1998; Persad, 2018).
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Se descnribid por primera vez en un paciente italiano. Ocu-
rre una mutacion Missense donde se reemplaza una me-
tionina por una treonina en la posicion 261 de la cadena
peptidica (Nauseef, 2000; Nunoi, 2003; Persad, 2018).

Sustitucion de una guanina por una adenina en la posicion
463, qgue conduce a una disminucion de 25 veces la trans-
cripcion de MPO, involucrado en enfermedades inflamato-
rias (Strzepa, 2017; Zhang, 2013).

Sustitucion de una arginina por una cisteina en la posicion
499 de la cadena peptidica, impide la maduracion de la en-
zima MPO. Se encontro en estudios realizados en pacien-
tes japoneses con deficiencia de MPO (Persad, 2018).

La delecion se considera un elemento regulador exénico
que afecta el empalme del exdn 9 en el gen, causando dis-
rupcion en el proceso de traduccion del mARN (Marchetti,
2004; Nunoi, 2003).

En estudios anteriores se han descrito mas polimorfismos en

el gen de MPO como rs2071409, rs7208693, que poseen un cam-
bio de la fenilalanina por valina en la posicion 53 de la cadena pepti-
dica; sin embanrgo, se ha demostrado que estos polimorfismos no
presentan imponrtancia clinica en el desarrollo de enfermedades e
infecciones (Ding, 2013).

Por otro lado, es posible una deficiencia secundaria de MPO
que puede desarrollarse debido a mutaciones somaticas del gen
mpo; esta deficiencia logra ser panrcial y solo afecta a una proponr-
cion de neutrofilos, convirtiéendose en una forma adquirida a cau-
sa de diferentes patologias como la diabetes mellitus, ya que se ha
demostrado que durante la hiperglicemia aguda la degranulacion
de los neutrdfilos disminuye; ademas, pueden aparecer anticuen-
pos anti citoplasma de neutrofilos (ANCA) dado al desarrollo de
enfermedades autoinmunes; de igual forma, la enfermedad gra-
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nulomatosa cronica, el embarazo, deficiencia de hierro, trasplan-
te renal, enfermedades trombodticas, envenenamiento por plomo,
ictericia obstructiva, canceres diseminados, trastornos hemato-
l6gicos y neoplasias como leucemia mieloide aguda y crodnica, vy
sindrome mielodisplésico, son enfermedades predisponentes a
tal deficiencia de la enzima (Pahwa, 2017; Milligan, 2016; Patiroglu,
20413; Khan, 2018).

Los pacientes con deficiencia de MPO pueden llegar a senr
asintomaticos y no aumentar la susceptibilidad a infecciones; sin
embargo, se han observado infecciones graves recurrentes con
Candida albicans en pacientes que padecen de otras afecciones,
como la diabetes mellitus, aunque en estos pacientes No esta claro
silas infecciones son resultado de la deficiencia de MPO o si otros
mecanismos independientes de MPO también pueden ser respon-
sables. En un estudio realizado por investigadores europeos, el
50% de los pacientes con deficiencia de MPO completa tenian com-
plicaciones infecciosas, el resto eran asintomaticos y solo el 10%
de los pacientes sufria complicaciones infecciosas potencialmen-
te mortales (Pahwa, 2017).

Actualmente, el diagnostico para la deficiencia de mielope-
roxidasa se lleva a cabo mediante la deteccion de un posible po-
limorfismo en el gen mpo, analisis por citometria de flujo en labo-
ratorios de hematologia clinica para la enumenracion de PMN con
actividad de la enzima mieloperoxidasa; ademas, se ha desarro-
llado una técnica de ELISA sédndwich para su deteccion (Patiroglu,
2013)
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