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Presentacion

Diario de Campo — Experiencias en investigacion, Como espacio
de divulgaciéon de avances y resultados, es el escenario que tiene la
Subdireccion de Investigacion, Innovacion y Desarrollo de la Univer-
sidad Colegio Mayor de Cundinamarca. En ese sentido, presentamos
cuatro capitulos que como ejercicio de divulgacion del conocimiento
se rednen en este volumen 12 tomo 2, que de seguro redundara en el
saber disciplinar de la Bacteriologia y Laboratorio Clinico.

En el capitulo |. Hemoglobinopatias y talasemias un problema
de salud publica en el pacifico colombiano, de Martha Leonor Castillo
Bohdrquez, Ana Lucia Oliveros Rozo y, Ana Isabel Mora Bautista. Las
autoras plantean que:

Las hemoglobinopatias tienen impacto mundial princi-
palmente en el Mediterraneo, Africa, India, Antillas, Orien-
te Medio, Sudeste Asiatico, China y América. Donde apro-
ximadamente el 24.8 % de la poblacion es portadora del
gen para anemia falciforme y talasemias.

En América en la época de La Colonia la poblaciéon de raza
negra fue introducida al continente, en paises como Bra-
sil, Cuba, Panama, Venezuela, Colombia y Estados Unidos
de América, entre otros. En el boletin epidemioldgico de
la Organizacion Mundial de la Salud, se indica como pro-
blema de salud publica.

El estudio, pretende caracterizar las alteraciones de la
molécula de hemoglobina estructurales y talasemias en
poblacion del pacifico, en el que es evidente la presencia
de hemoglobinas anormales, conocidas como hemog-
lobinopatias, y los sindromes talasémicos, en los que se
presenta disminucion o ausencia de la sintesis de una ca-
dena de estructura normal.

La investigacidn es de tipo descriptivo; cuantitativa y trans-
versal, no experimental, no probabilistica a conveniencia,



disefo muestral: 39 muestras de sangre, total de personas
afrodescendientes del pacifico colombiano.

Los resultados obtenidos fueron: 51 % de rasgo hemog-
lobina AS, 51 % de hemoglobina AC, 51 % de rasgo beta
talasemia y, 84.7 % de hemoglobina normal. Son impor-
tantes las politicas de educacion a la poblacion a través de
la consejeria genética, para que se conozca la trasmision
de estas enfermedades hereditarias, evitar que los hijos
padezcan la enfermedady, ademas, se favorece el manejo
de las politicas de salud publica.

En el capitulo Il. Analisis fisicoguimico y microbiolégico de leche
cruda en dos fincas lecheras de Colombia, las autoras Claudia Lorena
Cruz Hernandez, Andrea Tatiana Duran-Rodriguez, Jeannette Nava-
rrete Ospina, Gladys Pinilla Bermudez y, Liliana Constanza Mufioz Mo-
lina, establecen que:

El crecimiento en la produccion lactea en Colombia es
del 15 % en los Ultimos anos, especialmente en el sur (de-
partamento de Narifio), en el centro (Altiplano Cundibo-
yacense) y en el noroccidente (departamento de Antio-
quia). El componente principal de la leche es el agua y
posee caracteristicas organolépticas como aspecto, olor
y sabor; propiedades fisicas como densidad, pH y acidez;
propiedades quimicas como grasa y lactosa; ademas de
su microbiota y carga bacteriana. Estas caracteristicas y
propiedades fisicoguimicas le dan su calidad nutritiva, al
igual que su valor como materia prima en la fabricacion
de alimentos lacteos. En el presente estudio se determind
la calidad fisicoquimica y microbiolégica de muestras de
leche cruda, procedentes de 14 bovinos de tres razas dife-
rentes en dos fincas lecheras de Colombia seleccionados
aleatoriamente y, sin manifestaciones clinicas. Se encon-
traron porcentajes de grasa disminuidos correlacionados
con densidades altasy los parametros de pH y acidez den-
tro de los rangos normales. En cuanto a la calidad micro-
bioldgica se obtuvieron 41 aislamientos de 56 muestras



analizadas: 27(69.2 %) correspondieron a Staphylococcus
coagulasa negativa, de los cuales 12 (29.3 %) fueron Sta-
phylococcus epidermidis, 1 (2.4 %) Staphylococcus aureus,
1(2.4 %) Streptococcus agalactiae, 4 (10 %) fueron Serratias
liquefaciens y 8 (16. %), pertenecieron a otros cocos Gram
positivos. Los resultados evidenciaron variedad de micro-
biota en las muestras de leche cruda recolectadas, lo que
es de gran interés debido a que una exposicion prolon-
gada a este tipo de microorganismos aumenta el riesgo
del desarrollo de mastitis clinica, subclinica y ambiental,
por lo gue toma gran relevancia implementar medidas de
control que promuevan y garanticen la calidad higiénica
de la leche y el bienestar de los bovinos.

En el capitulo Ill. Polimorfismos en los receptores tipo toll y sus-
ceptibilidad a presentar espondiloartropatias asociado con la infec-
cion por Chlamydia trachomatis, las autoras Ruth Mélida Sanchez
Mora, Dayana Rodriguez Morales y, Gabriela Arévalo Pinzén, encon-

traron que:

Las espondiloartropatias son enfermedades inflamatorias
cronicas, la artritis reactiva o sindrome de Reiter (ARe),
es una enfermedad inflamatoria que pertenece a este
grupo, al igual que la artritis reumatoidea autoinmune,
se diferencia de esta por ser asimétrica, presentar factor
reumatoideo negativo y estar asociada a procesos infec-
ciosos. Su forma de presentacion puede ser: venérea y
disentérica. La forma venérea de ARe se ha asociado con
Chlamydia trachomatis, con una incidencia anual del 5
% de casos en Estados Unidos. La forma disentérica esta
asociada a Salmonella, Shigella, Yersinia o Campylobacter,
por consumo de alimentos contaminados. Ambas formas
infecciosas tienen en comun gque se presentan en indivi-
duos genéticamente susceptibles al alelo de histocompa-
tibilidad HLA-B27.

Los pacientes con ARe presentan la triada clasica (uretri-
tis, conjuntivitis y artritis), aungque también pueden verse



comprometidos los tendones, articulaciones, las palmas
de las manos y las plantas de los pies con lesiones tipi-
cas, asi como lesiones mucocutaneas, descamacion en la
zona Mmas externa de los érganos genitales, ulceras no do-
lorosas en la boca y conjuntivitis. Los sintomas en la forma
venérea son principalmente dolor, irritacion o secreciones
tanto vaginales como en el pene. Todos estos sintomas
afectan la calidad de vida de los pacientes.

El grupo de Biotecnologia y Genética UCMC, viene ade-
lantado estudios en pacientes con artritis reactiva o sin-
drome de Reiter (ARe) y su asociacion con C. trachoma-
tis. Esta revision busca dilucidar el papel de los TLRs y los
recortes presentados en la literatura a nivel mundial, que
han sido relacionados con espondiloartropatias y su aso-
ciacion con C. trachomatis.

Para cerrar este tomo, en el Capitulo IV. Cepa transgénica TJ356
de Caenorhabditis elegans un modelo en toxicologia ambiental, las
autoras Ruth Mélida Sanchez Mora, Viviana Andrea Gualteros Bustos
vy, Martha Gémez Jiménez, dan por hecho que:

Caenorhabditis elegans como modelo biolégico de es-
tudio ha permitido lograr grandes avances en areas de
investigacidn como ingenieria genética, ambiental, me-
dicina, biotecnologia, entre otras; gracias a la modifica-
cion genética de los individuos para posterior expresion
de proteinas especificas y un gen reportero que permite
evidenciar la presencia de las mismas, su facil manejo en
un Mmicroambiente generado en el laboratorio, manteni-
miento econdmico, ciclo de vida corto y caracteristicas fi-
siolégicas apreciables.

Dentro de las ramas de investigacion en las que es utili-
zado el nematodo se encuentra la toxicologia, con la rea-
lizacion de bioensayos que permiten medir la respuesta
biologica y el efecto del agente a evaluar, ello bajo condi-
ciones experimentales especificas y controladas. En esta
area es en la cual cobra importancia el uso del nematodo,



ya que la contaminacion de los recursos hidricos es una
situacion gue va en aumento, siendo necesario la evalua-
cion de estos contaminantes sobre modelos biolégicos,
gue permitan establecer la afecciéon o no sobre el ecosis-
tema y sus posibles consecuencias a nivel ambiental.

Es asi como la mineria ilegal y el crecimiento de cultivos
ilicitos en Colombia, han generado un impacto ambiental
devastador a través de los Ultimos anos, generando deser-
tizacion de terrenos, contaminacion (con metales pesa-
dos) de fuentes hidricas y efectos negativos en los ecosis-
temas. Ademas, las poblaciones que mas lo padecen son
las aledanas a rios contaminados que son alimentados
por diversas fuentes hidricas afectadas por la mineria ile-
galy los cultivos ilicitos. La contaminacion de los rios se ha
convertido en problema de salud publica, se han repor-
tado casos de personas con dafo en el sistema nervioso
central, problemas dermatoldgicos y, renales, entre otros.
En la actualidad se emplea al nematodo C. elegans como
modelo en investigacion de toxicos a nivel ambiental, su
uso permite comprender mecanismos de patologias hu-
manas como las enfermedades neurodegenerativas, por
su homologia con el humano y facil analisis de sus carac-
teristicas fisioldgicas. La cepa transgénica TJ356 de C. ele-
gans se ha utilizado como modelo en longevidad, super-
vivencia al stress térmico y oxidativo, por lo que permite
evidenciar la toxicidad de compuestos ambientales.

Finalmente, se invita a consultar el volumen 12 tomo 3 de la Serie
Diario de Campo, que contiene los capitulos:

Transmedia colaborativa: Memoria visual histérica nucleos
fundacionales de Bogotd, de Martha Cecilia Torres Lopez,
Claudia Marleny Rodriguez Colmenares y, Juan Felipe Gon-
zalez Franco.

Sobrantes de construccion en el almacén de obra —Estudio
de caso— de Sandra Milena Benitez Villamizar y, Yolanda An-
drea Godmez Uribe.



Herramientas facilitadoras para el desarrollo del Dialogo de
Saberes con Mujeres Rurales, de Maria Lucero Ramirez Ma-
hecha, Yuri Alicia Chavez Plazas y, Judith Elena Camacho
Kurmen.

Turismo y pobreza en el centro histérico de Bogota, de
Edgar Salatiel Bejarano Martinez vy, Juan Felipe Quintero
Leguizamon.

Juan Alberto Blanco Puentes
Area de Sello Editorial
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Hemoglobinopatias y talasemias
un problema de salud publica en el
pacifico colombiano*

Martha Leonor Castillo Bohérquez™
Ana Lucia Oliveros Rozo™

Ana Isabel Mora Bautista™

Introduccién

En Colombia, en los boletines informativos emitidos por el Ins-
tituto Nacional de Salud sobre drepanocitosis (2016 y 2017) v, el In-
forme Quincenal Epidemiolégico Nacional, 1 (15 de enero, 2018) se
aprecia que estas enfermedades van en aumento, razén por la cual
es muy importante diagnosticar estas alteraciones en la molécula de
hemoglobina, desde la dptica de salud publica a nivel de comunidad
afrodescendiente, identificar el sindrome hemolitico asociado a alte-
raciones de la cadena de hemoglobina, tales como hemoglobina S,
hemoglobina C vy, talasemias, con el fin de concientizar acerca de la

* Proyecto aprobado segun acuerdo segun Acuerdo No. 93 de 2019. Titu-
lado: Caracterizacion de anemias ferropénicas y alteraciones genéticas
en la molécula de hemoglobina en comunidad afrodescendiente del
pacifico colombiano. Grupo ERITRON.

o Magister en evaluacion en Educacion, Universidad Santo Tomas, Uni-
versidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Docente. E-mail: mlcasti-
llo@unicolmayor.edu.co

Magister en evaluacion en Educaciéon, Universidad Santo Tomas, Uni-
versidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Docente. E-mail: aoliveros@
unicolmayor.edu.co

*EE Magister en evaluacion en Educacion, Universidad Santo Tomas, Uni-

versidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Docente. E-mail: aimora@
unicolmayor.edu.co
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importancia de un diagndstico apropiado para el mejor manejo de
estas alteraciones, tanto a nivel clinico como de consejeria genética,
en busca de mejorar la calidad de vida y reducir costos en tratamien-
tos, teniendo en cuenta, que en un futuro cercano se cambiara el per-
fil epidemiolégico a nivel nacional por el aumento del desplazamien-
to de estas poblaciones (Castillo et al, 2014)

Son relevantes las consideraciones aportadas por la comuni-
dad cientifica en el contexto de las alteraciones de la molécula de
hemoglobina. Las personas con rasgo falciformme que son portadoras
de la hemoglobina S, son asintomaticas, las cifras del hemograma y
la morfologia sanguinea es normal, el desarrollo fisico, la actividad y la
longevidad de las personas es normal; sin embargo, frente a circuns-
tancias de anoxia, puede presentar ocasionalmente complicaciones
(Castillo et al. , 2014). La situacion de orden publico, la pobreza y falta
de oportunidades en zonas rurales ha incrementado la migracion de
poblacion afrodescendiente a las ciudades y, en especial a Bogota,
ciudad ubicada a 2600 msnm, y que conlleva mayor agresividad en
la sintomatologia de las personas portadoras y homocigotas de he-
moglobinopatias, es importante su diagndstico oportuno y adecua-
do en el que no se confunda anemias por deficiencias 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 hemoglobi-
na y al descender la PO2, la molécula de hemoglobina se cristaliza,
deformando los hematies, tomando forma falciforme vy rigidos, esto,
produce un grupo de sintomas conocidos como crisis celular de la
hoz. El riesgo de padecer una crisis aumenta con cualquier actividad
gue estimule la necesidad del cuerpo para recibir oxigeno, como el
enfermarse, el estrés fisico y las altitudes elevadas; de esta forma los
factores de riesgo incluyen a su vez:

Factores Genéticos: los nifos que heredan copias del gen de-
fectuoso de ambos padres, padecen de la anemia falciforme. Los ni-
Aos que heredan una copia del gen no presentaran esta enfermedad,
pero portaran este rasgo.

Raza: negra procedente del Sub-Sahara.

15
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Etnicidad: griegos, italianos y personas de algunas partes de
la India y de la Peninsula Arabiga (Fréderic et al, 2017, Walter
et al, 2017).

El proyecto pretende, desde la 6ptica de salud publica a nivel de
comunidad afrodescendiente, identificar la presencia del estado ané-
mico carencial posiblemente combinado con el sindrome hemolitico
asociado a alteraciones de la cadena de hemoglobina, tales como he-
moglobina S, hemoglobina Cy talasemias (Adorno et al, (2015), con el
fin de concientizar acerca de la importancia de un diagndstico apro-
piado para el mejor manejo de estas alteraciones, tanto a nivel clinico
como de consejeria genética en busca de mejorar la calidad de vida
vy reducir costos en tratamientos, asi como dar a conocer los resulta-
dos a las entidades competentes, puesto que en un futuro cercano se
cambiara el perfil epidemioldgico a nivel nacional teniendo en cuen-
ta las condiciones de desplazamiento de estas poblaciones (Castillo
et al, 2014).

Tabla 1. Tipo de hemoglobinas normales

Tipo de HB Cadenas Etapa de desarrollo
Hb A Alfa2 - beta2 Adulta normal (96 %)
Hb A2 Alfa2 - delta2 Adulta normal (3 -3.5 %)
Hb F Alfa2 - gamma2 Adu:;gtglo{grggal)(1 %)
Fetal (98 %) Universidad Javeriana (170 créditos)
Gower | Zeta? - epxilon2 Embrionaria
Gower |l Alfa2 - epxilon2 Embrionaria
Portland Zeta?2 - gamma?2 Embrionaria

Fuente: elaboracion propia.
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Alteraciones de la molécula de hemoglobina

Las hemoglobinopatias son un grupo de trastornos hereditarios
enlos cuales hay una estructuray produccion anormal de la molécula
de hemoglobina. Dichos trastornos genéticos se dividen en dos gru-
pos principales: Talasemia y variantes estructurales de la hemoglobi-
na. Ambas son causadas por mutaciones y o deleciones en los genes
Alfa o Beta globina. Cuando los defectos de genes causan trastornos
de sintesis de las globinas da lugar a la Talasemia, pero la estructu-
ra de hemoglobina en estos casos es normal; de otro lado, cuando
se producen cambios en la estructura de hemoglobina, da lugar a
la hemoglobina anormal. También hay muchas formas mixtas que
combina caracteristicas de ambos grupos como la hemoglobina S, C
vy hemoglobina E, Alfa-talasemia (Kohne, 2011; Kuder et al.,, 2014).

Los defectos de la hemoglobina son clasificados como enfer-
medades endémicas. Asi mismo, las pruebas de hemoglobina tales
como electroforesis de hemoglobina estan indicadas especialmente
en: anemia microcitica hipocromica, después de haberse descartado
la deficiencia de hierro, anemia hemolitica cronica, anemia inducida
por medicamentos, eritrocitosis o cianosis causada por factores he-
matoldgicos, hidropesia fetal de etiologia poco clara, prevencion, des-
pués de haber diagnosticado familiares en una asesoria genética y
diagndstico prenatal (Cao et al, 2010).

Sindromes de talasemia

El nombre talasemias se asigha a un conjunto de anormalida-
des genéticas de la hemoglobina, debidas a un dafo en la sintesis
parcial o total de la cadena de globina. El termino talasemia proviene
del griego (thalassa y haima) que significa mar y sangre respecti-
vamente, se alude porgue estas anemias se presentaban con mayor
frecuencia en las zonas cercanas al mar mediterraneo (Peng et al,
2013; Ahmad, 2008; Sillero, 2012).

17
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Las talasemias se clasifican segun el nombre de la cadena de
globina cuya sintesis se encuentra disminuida. De este modo hay ta-
lasemia Alfa, Beta, Delta y Gama, siendo Alfa y Beta las que tienen
" “menor”,
“intermedia” y “minima” se utilizan para indicar la gravedad clinica, y
Nno necesariamente su caracter hereditario homocigoto y heterocigo-
to. Las talasemias Alfa y Beta son ademas subdivididas en formas a®y
B° en las cuales no se produce la cadena afectada y en formas a®y B°

cuando la cadena se sintetiza, pero en cantidad reducida (Risch, 2011).

mayor importancia clinica. Los términos talasemia “mayor

B- Talasemia

En este tipo de talasemia se encuentra alterada la cadena beta
de la hemoglobina. Los primeros reportes de talasemia datan de 1925.
Los casos iniciales fueron descritos en una poblacidon pediatrica en-
tre pacientes con anemia, rasgos faciales peculiares y cambios a ni-
vel 6seo. Mas adelante, el término talasemia fue acunado por George
Whipple. Alolargo de los afos, la investigacion se centrd en la genéti-
cay fisiopatologia. Hoy en dia se considera como un defecto en la sin-
tesis de las cadenas beta-globina, que conduce a alfa / beta desequi-
librio, eritropoyesis ineficaz y, la anemia créonica (Haddad et al, 2014).

El espectro de talasemias es amplio, con un extremo que com-
prende talasemia menor, que consta de anemia microcitica hipocro-
mica suave sin manifestaciones clinicas obvias, mientras que en el
otro extremo talasemia mayor se caracteriza por los pacientes que
presentan en sus primeros ahos de vida anemia profunda y necesi-
dades de transfusion regulares para la supervivencia. Los pacientes
con talasemia mayor suelen requerir trasfusion de sangre en los dos
primeros anos de vida y no pueden sobrevivir sino con transfusion re-
gular. Pacientes con talasemia intermedia solo requieren transfusio-
nes tardias, es decir, no tan pequenos y pueden no ser regulares. Los
pacientes con talasemia intermedia con frecuencia desarrollan Ulce-
rasen las piernasy tienen una mayor predisposicion a la formacion de
trombos, especialmente si han sido esplenectomizados, en contraste
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con los principales pacientes con talasemia mayor, tales eventos in-
cluyen la trombosis venosa profunda, derrame cerebral y embolismo
pulmonar; los de talasemia menor suelen ser asintomaticos con ane-
mia leve, pero a veces pueden tener anemia moderada (Origa, 2018).

La talasemia es la enfermedad heterogénea mas comun del
ser humano. Es una enfermedad de alta prevalencia en el Medite-
rraneo, la India, norte de China, y las poblaciones del Pacifico. Cada
afo, 100.000 recién nacidos nacen con hemoglobinopatias en todo el
mundo (Chaves, 2000).

Figura 1. Talasemia beta. Foto tomada por las autoras.
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Tabla 2. Talasemias beta

Clasificacion talasemia beta

Forma heterocigota

Forma homocigota

Talasemia menor
(rasgo de {3 talasemia
menor)

Talasemia
intermedia

Talasemia mayor
(anemia cooley)

Produccion disminuida
de |la cadena Beta.
GCeneralmente
asintomatica.

Puede existir
anemia microcitica
hipocromica leve.

Ausencia de sintesis de
cadena Beta.

Similar a una talasemia
mayor, pero con menor
intensidad.

Anemia leve.

Hiperesplenismo,
colelitiasis,
hematopoyesis
extramedular,
sobrecarga progresiva
de hierro.

Reticulocitos
aumentados.

Esplenomegalia,
ictericiay anemia
severa microcitica
hipocromica, codocitos,
normoblastos,
punteado basodfilo
desde el nacimiento.

Transfusiones
regulares.

Sobrecarga de hierro
a largo plazo con
afectacion cardiacay
hemocromatosis.

Hiperesplenismo:
citopenias.

Alteraciones
Oseas. Retraso del
crecimiento corporal.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 2. Beta — talasemia mayor. Foto tomada por las autoras.

Las beta-talasemias se heredan de forma autosémica recesiva.
Los fenotipos homocigotos de beta talasemias incluyen talasemia
mayor e intermedia. La severidad clinica depende del desbalance de
las cadenas de globina. Los puntos criticos de la presentacion de los
sintomas en la Beta talasemia mayor es a cortas edades, desde los 2
afos hasta los 6 afos, con diarrea, irritabilidad, picos febriles frecuen-
tes, ensanchamiento del abdomen, indicando una posible espleno-
megalia.

Sieldiagndsticoy asi mismo, las trasfusiones sanguineas se llevan
a cabo entre las edades mencionadas, manteniéndose una hemog-
lobina entre 9.5 g/dL hasta 10.5 g/dL puede haber un crecimiento nor-
mal hasta los 11 afos. Después de esta edad empiezan a presentarse
complicaciones por las sobrecargas de hierro debido a las continuas
transfusiones y son necesarias las terapias de quelacion del mismo,

21
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el paciente presenta retardo en el crecimiento, fallas en la madura-
cion sexual, problemas a largo plazo cardiacos, del higado (fibrosis y
cirrosis) y de glandulas endocrinas (resultando en diabetes mellitus,
insuficiencia de la paratiroides, tiroides, pituitaria). La beta talasemia
mMayor se caracteriza por presentar un aumento en la HbA2 y de HbF
(Calabrece, 2009).

Beta - talasemia intermedia

Los pacientes con esta variedad de Beta — talasemia, general-
mente se presentan a atencion médica en la infancia tardia o inclu-
so en la edad adulta. Ellos muestran una anemia leve y un nivel de
hemoglobina que van entre 7 g/dL y 10 g/dL, que es sostenible sin
la necesidad de la terapia de transfusion regular. Pueden presentar
complicaciones, tales como eritropoyesis ineficaz, absorcién de hierro
secundaria, hematopoyesis extramedular (EMH), la hemdlisis intra y
extravascular e hipercoagulabilidad. La eritropoyesis extramedular es
un mecanismo de compensacion de la médula dsea para superar la
anemia crénica. Como consecuencia hay deformidades caracteristi-
cas del huesoy de la cara, la osteoporosis con fracturas patolégicas de
los huesos largos y la formacidon de masas eritropoyéticas que afecta
principalmente: bazo, higado, ganglios linfaticos, pecho y columna
vertebral. Los pacientes con talasemia intermedia frecuentemente
desarrollan Ulceras en las piernas y tienen mayor predisposicion a la
trombosis en comparacion con talasemia mayor, sobre todo si se es-
plenectomiza. Estos eventos incluyen la trombosis venosa profunda,
trombosis de la vena porta, el accidente cerebrovascular y la embolia
pulmonar (Calabrece, 2009). La anemia resultante es una consecuen-
cia de la eritropoyesis ineficaz; la anemia cronica, finalmente, conduce
a un estado de absorciéon de hierro continua, que lleva a la sobrecarga
de hierro y todas sus complicaciones resultantes (cardiaca, hepatica,
endocrina, etc.) (Schrier, 2002).
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Beta - talasemia menor

Los pacientes con este tipo de talasemias, generalmente son cli-
nicamente asintomaticos; sin embargo, pueden presentar anemia
leve (Mohammdai-Asl, 2015; Chaves, 2000).

Diagnéstico hematolégico beta talasemia

Los indices RBC muestran anemia microcitica. En la talasemia
mayor se caracteriza por la reduccion del nivel de Hb (<7 g/ dL), volu-
men corpuscular medio (MCV)> 50 <70 fl y la Hb corpuscular media
(MCH)> 12 <20 pg. La talasemia intermedia se caracteriza por niveles
de Hbentre 7y 10 g/dL, VCM entre 50 y 80 fl y MCH entre 16 y 24 pg.
La talasemia menor se caracteriza por la disminucion MCV y MCH,
con el aumento de nivel de Hb A2 (Danjou, 2012).

Frotis de sangre periférica

Las personas afectadas muestran eritrocitos con cambios morfo-
l6gicos [microcitosis, hipocromia, anisocitosis, poiquilocitosis (lagrima
espiculaday células alargadas, codocitos)] y, globulos rojos nucleados
(eritroblastos). El numero de eritroblastos se relaciona con el grado de
anemia y se incrementa marcadamente después de la esplenecto-
mia (Massey, 2000).

Los portadores tienen cambios morfoldgicos en los glébulos ro-
jos menos fuertes. Eritroblastos normalmente no se ven. El andlisis de
hemoglobina cualitativa y cuantitativa (por electroforesis en acetato
de celulosa y DE-52 microchromatography o HPLC) identifica la can-
tidad y el tipo de Hemoglobina presentes (Old, 2016).

El patron de la hemoglobina en beta-talasemia varia segun el
tipo de beta-talasemia. En la beta talasemia O, homocigotos la HbA
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esta ausentey la HbF constituye el 92 %-95 % de la hemoglobina total.
En beta + talasemia homocigotos y beta +/ beta O, los niveles de HbA
tienen entre 10 % y 30 % y HbF entre 70 %-90 %. HbA2 es variable en
beta talasémicos homocigotos y se ve aumentada en beta talasemia
menor (Ching-Nam et al,, 2001; Verhovsek et al, 2012).

Figura 3. Diagnostico Beta talasemia mediante hemograma,
ferritina y electroforesis. K, (Aseem et al., 2009).

( MCYV determination by electronic counter)

MCV<80 MCV<80

Microcytic Non-microcytic

(Plasma Ferritin]

Ferreitin<15ng/ml Ferreitin>15ng/ml

Iron deficiency Anemia (IDA) HPLC

HbA2>3.5 HbA2>3.5

Beta Thalassemia Trait (BTT) No Abnormality detected
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Diagnéstico diferencial

La hemoglobina es un elemento esencial en las células rojas vy,
es la responsable del transporte de gases a través del cuerpo. La he-
moglobina A es un heterotetramero de dos subunidades alfa y de dos
subunidades beta de globinas, con un grupo hemo incrustado en
cada cadena. La composicion normal de la hemoglobina en los recién
nacidos es del 60 %-85 % de Hb Fetal (a,y,) y de un 15 %-40 % de he-
moglobina A (a,8,). Mientras que la hemoglobina A2 (01262) es casi in-
calculable. Durante el primer afio de vida los niveles de Hb A2 deben
someterse a un leve incremento 2.5 %-3.5% de la composicion total de
hemoglobina. La hemoglobina A2 es considerada como un marcador
esencial de diagndstico de rasgo de beta talasemia, en estado menor,
con estudios realizados se sabe que un nivel por encima del 3.5 % es
una caracteristica diagndstica de rasgo de beta talasemia. Una ane-
mia con deficiencia de hierro tiene los niveles de HbA2 reducidos, ya
que esta patologia modula la sintesis de la cadena delta (Khosa, 2015).

El criterio diagndstico para rasgo de beta talasemia son los ni-
veles de hemoglobina A, elevados, a diferencia de la anemia por de-
ficiencia de hierro, ya que ésta reduce la sintesis de hemoglobina
A2, solo aquellos que comparten una misma condicion de anemia
ferropénica y de talasemia pueden tener éstos niveles altos. Algunos
factores socio-econdmicos como las pocas facilidades de acudir a un
diagnostico, el costo de diagnostico molecular, la inconciencia fren-
te a estas enfermedades, entre otros, dificultan la deteccion de es-
tas patologias. La talasemia es el desorden genético mas comun en
el mundo. Hasta la fecha mas de 200 defectos moleculares han sido
descritos en el gen de beta globina causando beta talasemia (Usman
et al, 201).

Asi mismo, la anemia por deficiencia de hierro es la anemia mi-
crocitica hipocromica mas comun en el mundo. La hemoglobina A,
estd compuesta por dos cadenas alfa y dos cadenas delta. La dis-
minucion de A,y a la disminucion de los niveles de hierro puede
ser debido a la disminucion de la trascripcion y /o traslacion del gen
delta. Otra posible explicacion es la competencia entre las cadenas
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beta de la Hb A y las cadenas delta de la Hb A2 en la unién a las
cantidades limitadas de hierro o disposicion de sus grupos hemo
(Ghosh, 2015).

Pocos comparten similitudes con beta-talasemia homocigota:

Las anemias sideroblasticas determinadas genéticamente se
diferencian facilmente por sideroblastos en anillo en la mé-
dula dseay la concentracion sérica de forma variable elevada
de protoporfirina eritrocitaria. La mayoria de las anemias si-
deroblasticas estan asociadas con defectos en la via de bio-
sintesis de hemo, especialmente del acido delta-aminolevu-
linico sintetasa.

Las anemias diseritropoyéticas congénitas no tienen alta HbF
y tienen otras caracteristicas distintivas, como multinucleari-
dad de los precursores de glébulos rojos. Unas condiciones
adquiridas asociados con alta HbF (leucemia mielomonoci-
tica crdénica juvenil con cariotipo normal y anemia aplasica,
tanto congénitas como adquiridas durante la fase de recu-
peracion), se pueden confundir con beta-talasemia, aunque
tienen caracteristicas clinicas y hematoldgicas distintivas.

Los portadores de beta-talasemia tipicos se identificaron por
analisis de los indices de RBC, que muestra microcitosis (bajo MCV)
v la reduccion de contenido de Hb por célula roja (bajo MCH) vy, por
analisis de Hb cualitativa y cuantitativa, que muestra el aumento de
HbA2.

Complicaciones mayores

Las complicaciones en el corazén son la causa principal de muer-
te en la talasemia mayor y esta es consecuencia de la sobrecarga de
hierro. Pacientes con talasemia intermedia son mMmenos propensos a
problemas cardiacos. Dentro de las complicaciones cardiacas encon-
tradas en la mayoria de los pacientes estan la insuficiencia cardiaca
congestiva, cambios pericardicos cronicos y problemas valvulares
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(Carvajal, 2019). La esplenomegalia se presenta junto a un aumento
de la tasa de destruccion de los glébulos rojos. En los fenotipos mas
severos a menudo progresa rapidamente en los primeros afos de
vida, mientras que, en los casos leves, no alcanza un tamano mayor
que 5cm - 6 cm por debajo del borde costal.

La complicacion tromboembolitica ocurre con mas eventos ve-
nosos en talasemia intermedia y con eventos arteriales en talasemia
mayor; sin embrago, son mMmas comunes en la intermedia (Carvajal,
2019).

Las complicaciones endocrinas dependen de la severidad de la
anemia y de la carga de hierro con la que se encuentre. El hipogo-
nadismo es la complicaciéon mas frecuente, afectando mas a pacien-
tes femeninos que masculinos, seguido de diabetes, oligospermia y
azoospermiay, por Ultimo, casi siempre el embarazo suele tener com-
plicaciones (Carvajal, 2019).

La osteoporosis es la causa mas comun en morbilidad en pacien-
tes con alfa talasemia, asociado a la vez con fracturas, deficiencia de
vitamina D y baja densidad mineral en los huesos, junto a expansion
de la médula ¢sea (Clarke et al, 2000).

Diferencias entre anemia ferropénica y Beta
Talasemia

La anemia ferropénica y las talasemias, clinicamente presentan
parametros similares como: los glébulos rojos, microcitica e hipocro-
micos, estos dos trastornos de la hemoglobina son las causas mas co-
munes de anemia en niNos y en adultos; por lo tanto, es importante
determinar si la anemia se da por una disminucién de hierro sérico o
por alteracion genética. Por esta razén, es de importancia realizar los
examenes necesarios para evitar confusiones entre los dos tipos de
anemias, los mas importantes son la prueba de ferritina plasmatica
v, los niveles de HbA2 y HbF, presentandose asi sospecha de rasgo de
beta talasemia, cuando la ferritina plasmatica es mayor a5y g/ Ly
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HbA2 mayor a 3.5 %, mientras que los niveles disminuidos de ferritina
plasmatica pueden ser sospecha de anemia ferropénica que se defi-
ne como ferritina menor a 15 u g /Ly HbA2 menor de 3.5 % (Tarazi et
al, 2008).

La importancia de diagnosticar el rasgo talasémico radica en
gue muchas veces las poblaciones predispuestas a este tipo de enfer-
medad tienden a contraer matrimonio entre personas de la misma
poblaciéon o comunidad, lo cual pude ser riesgoso en caso que lle-
guen a tener hijos, ya que ambos pueden ser portadores de rasgo de
talasemia vy, lo cual causaria talasemia mayor en el individuo; queda
asf claro que la deteccion de rasgo de beta talasemia depende de la
medicion precisa de HbA2 y HbF; no obstante, se han realizado estu-
dios en donde se presentan los dos trastornos de hemoglobina como
se describe en el siguiente aparte (Tiwari et al,, 2009).

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 anemia
ferropénica y no en sindromes talasémicos; sin embargo, en los Ulti-
mos anos se han realizado estudios que demuestran una disminu-
cion de hemoglobina mas marcada cuando hay deficiencia de hierro
y al tiempo existe rasgo de Beta talasemia, lo que provoca una coexis-
tencia entre anemia ferropénica y Beta talasemia. Esto se da debido a
la falta de nutrientes hematopoyéticos y ademas, el desequilibrio en
la sintesis de cadenas de globina (Usman et al, 2009).
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Alfa - Talasemia

Las a talasemias son alteraciones hereditarias caracterizadas por
una delecion de uno o ambos genes de a globina. Los genes de la glo-
bina se encuentran duplicados (aa/aa), ubicdndose en el cromosoma
16 (Rodak, 2014).

Tiene diferentes formas clinicas que proceden de genotipos di-
ferentes:

La a talasemias con genotipo (- -/~ -) es el resultado de la falta de
los cuatro genes o constituye la manifestacion clinica mas grave de
las talasemias y es incompatible con la vida, causando aborto pre-
maturo cerca de las 30 semana de embarazo, esta condicion genera
hydrops fetalis o hidropesia fetal por hemoglobina de Bart (Morales,
2017).

La o talasemias genotipo (- a/aa) acude a la forma mas leve de
la enfermedad, puede cursar con una afecciéon asintomatica, ya que
los genes de alfa compensan la producciéon de la cadena, se dice que
estos pacientes tienen cerca de 1% — 2 % de hemoglobina de Bart al
nacer (Morales, 2017).

La a talasemias genotipo (a -/a-), (- -/aa) que falta uno de cada
grupo de gen o dos de un solo grupo respectivamente, esta condi-
cion se le denomina rasgo alfa talasémico, se caracteriza por tener
una leve anemia y la sangre tiene un 5 % de hemoglobina de Bart al
nacer; por Ultimo, se encuentra la a talasemias genotipo (- -/-a) sélo se
encuentra en los grupos de genes un solo alfa, constituye una anemia
de leve a moderada con dismorfia eritrocitaria, al nacer estos pacien-
tes tienen mas de 5 % de hemoglobina de Bart y pueden tener una
vida normal (Morales, 2017).
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Figura 4. Hemoglobinopatia C. Foto tomada
por las autoras.

La HbC (Hemoglobinopatia C) fue la primera hemoglobinopatia
descrita después de la HbS y se encuentra casi con exclusividad en
la poblaciéon de raza negra afrodescendiente. Spaet y Ranney infor-
maron esta enfermedad en el estado homocigoto (HbCC) en 1953. El
rasgo de hemoglobina C (HbAC) es el estado heterocigoto, en el que
la HbC se hereda junto con la hemoglobina normal (Braunstein, 2019).

Desarrollo de la enfermedad

Enla HbC la lisina reemplaza al acido glutamico en la sexta posi-
cion de la cadena beta. La hemoglobina C se encuentra en el 17 % al
28 % de las personas de ascendencia africana occidental y en el 2 %
al 3 % de la poblacidon negra norteamericana. Es la variante mas fre-
cuente en los Estados Unidos y la tercera en frecuencia en el mundo
(Braunstein, 2019).
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Diagnéstico en el laboratorio

En los homocigotos para HbC hay una anemia normocrémica
normocitica. En ocasiones puede encontrarse cierto grado de micro-
citosis y una hipocromia leve. EI VCM y la CHCM son normales o estan
aumentados. Hay un aumento marcado en el numero de células en
diana y reticulocitos. Puede haber eritrocitos nucleados o no. Dentro
del eritrocito se forman cristales tetragonales de HbC que pueden
verse en el FSP o extendido de sangre. En algunas células la hemog-
lobina se concentra dentro de los limites del cristal. Los cristales se
tifen con gran intensidad y por lo tanto varian en tamano y pare-
cen rectangulares, con extremos en forma de pirdmide o en punta.
El diagndstico definitivo se establece por electroforesis acida de he-
moglobina. No hay HbA en la HbCC. En el rasgo (HbAC) se encuentra
alrededor de un 60 % de HbA y un 30 % de HbC. En agar acetato de
celulosa en pH alcalino, la hemoglobina C migra con el mismo patrén
que la HbA2, la HbE y la HbO-Arab. La HbC se diferencia de las otras
hemoglobinopatias en agar citrato a PH acido (Braunstein, 2019).

Figura 5. Hemoglobinopatia S. Foto tomada por las
autoras.
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La anemia de células falciformes la observé por primera vez en
1910 un médico de Chicago, James Herrick, en un estudiante antillano
gue padecia una anemia grave. En 1917 Emmel, noté que la forma-
cion de células falciformes tenia lugar tanto en pacientes no anémi-
cos como en los que padecian anemia muy grave. La base patoldgica
del trastorno y su relacion con la molécula de la hemoglobina las des-
cribieron Hahn y Gillespie en 1927. Estos autores demostraron que la
formacion de células falciformes sucedia cuando una suspension de
eritrocitos era deficiente en oxigeno y que la forma de los eritrocitos
era reversible cuando esa suspension se oxigenaba de nuevo. En 1949
Pauling demostré que, cuando la HbSS se somete a electroforesis,
migra con un patron diferente al de la HbAA. Se demostrd que esta
diferencia era secundaria a la sustitucion de un aminoacido en la ca-
dena de la globina. Pauling y cols. establecieron la base genética del
trastorno y distinguieron con claridad el rasgo falciforme, con su for-
ma heterocigota (HbAS), del estado homocigoto (HbSS) (Bustamante
et al.,2002; Duran et al, 2012).

En un estudio realizado por Robert Hebbel y sus colegas, demos-
traron que el componente hemo de la hemoglobina tiende a liberar-
se de la proteina debido a episodios repetidos de la polimerizacion
de la hemoglobina S. Algunos de estos grupos hemo libres tienden
a alojarse en la membrana de los hematies, el hierro de este grupo
promueve la formacion de componentes llamados especies reactivas
de oxigeno. Estas moléculas dafian los componentes lipidicos y pro-
teicos de la membrana de los glébulos rojos, produciendo su destruc-
cion (hemodlisis). Por lo tanto, en la anemia falciforme se incrementa
la hemdlisis y desciende el valor de la hemoglobina y el hematocrito
aproximadamente a la mitad del valor normal

Las enfermedades de células falciformes (ECF) son las hemoglo-
binopatias mas frecuentes y engloban un grupo de trastornos here-
ditarios caracterizados por la presencia de HbSS sola o HbS en com-
binacion con otra mutacion de la cadena beta de la Hb. Las variantes
mas frecuentes de la enfermedad son la HbSC y la HbS-B-talasemia
(HbS/B tal).
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Genética

Los genes que contienen la informacion genética para cada ca-
dena de globina normal y anormal se localizan en loci especificos en
los cromosomas 16 y 11. El componente proteico de la hemoglobina
esta formado por 4 subunidades, 2 cadenas alfa y 2 cadenas beta del
tipo de las globinas, el gen para la beta globina estéd localizado sobre
el cromosoma 11, p 15.5 y tiene 475 variantes alélicos, este es un miem-
bro de la familia de los genes de la globina, que es un grupo involu-
crado en el transporte del oxigeno. Los genes alfa estan en el cromo-
soma 16, que también contiene la codificaciéon para las cadenas zeta
de la hemoglobina embrionaria. El gen beta se localiza en el brazo
corto del cromosoma 11. Cada cadena tiene dos loci; por lo tanto, las
variantes de hemoglobina beta se heredan de forma codominante
autosdmica, con un gen de cada padre.

La hemoglobina S se debe a un cambio en el codén CAC normal,
gue pasa a GTG, que da como resultado la sustitucion del aminoacido
acido glutamico por valina, en la posicion 6 de la cadena beta, resul-
tando una hemoglobina anormal, que es la hemoglobina S, en lugar
de la hemoglobina A normal. En estudios realizados en padres de ni-
Aos con drepanocitosis revelan que hasta un 40 % de su hemoglobina
es anormal. Este gen es autosdémico y su herencia sigue un patron
mendeliano comun y corriente; sin embargo, el hecho que el pacien-
te heterocigoto tenga niveles importantes de hemoglobina S indica
gue el gen se comporta como codominante (Bustamante et al.,, 2002;
Duran et al,, 2012).

Los pacientes con enfermedad de células falciformes (SS), enfer-
medad SC o HbS/B-talasemia heredaron un gen falciforme (S) de un
padre y/oun gen S, C o de B-talasemia del otro. Los individuos homo-
cigotos padecen una enfermedad mas grave que los heterocigotos
para HbS.
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Metodologia

Muestreo no probabilistico de tipo intencional, a conveniencia.
Poblacion de afrodescendientes del pacifico colombiano La pobla-
cion objeto de estudio de esta investigacion homlbresy mujeres adul-
tas afrodescendientes. La muestra sanguinea corresponde a 39 par-
ticipantes que cumplan los siguientes criterios de inclusion: mujeres
y hombres entre 18-20 anos del pacifico colombiano y afrodescen-
diente; y, criterio de exclusion: menores de 18 afos. La muestra co-
rresponde a sangre total con EDTA, a la cual se le realizé electroforesis
de hemoglobina alcalina y acida. La investigacion no requiere calculo
muestral.

Resultados

Se analizaron 39 muestras de afrodescendientes del pacifico co-
lombiano, de los cuales 79.4 % (31/39) son mujeresy 20.6 % (8/39) hom-
bres. En los resultados, el 15.3 % son portadores de hemoglobinopatias
y talasemias, distribuidos asi: 51 % (2/39) con Hemoglobina AS, 51 %
(2/39) con Hemoglobina AC y 51 % (2/39) con rasgo de beta talasemia.

Tabla 4. Hombres y mujeres

Hombres y mujeres

Mujeres 79.4 %

Hombres 206 %
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Hombres y mujeres

BMujeres BHombres

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 5. Alteraciones en la molécula de hemoglobina

Alteraciones en la molecula de hemoglobina

Hemoglobina normal 84,7 %

Alteraciones en la molécula de hemoglobina 153 %

Alteraciones de molécula de hemoglobina

90
80
70
60
50
40
30
20

Hemoglobina normal Alteraciones en la molecula
de hemoglobina

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 6. Tipos de hemoglobina encontradas en los participantes

Tipo de hemoglobina Namero Porcentaje
Hemoglobina Normal 33 84,7
Hemoglobina AS 2 51
Hemoglobina AC 2 51
Rasgo Beta talasemia 2 51

Tipos de hemoglobina encontrados
en los participantes

5]

B Hemoglobina normal BIHemoglobina AS
Hemoglobina AC [ Rasgo Beta talasemia

Fuente: elaboracion propia.

Discusion

Las hemoglobinopatias estructurales y las talasemias constitu-
yen un problema de salud publica, debido a que son enfermedades
genéticas de manejo de alto costo, en algunas zonas del pacifico co-
lombiano, se ha comprobado las alteraciones en la molécula de he-
moglobina con presencia de rasgos talasémicos y de hemoglobino-
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patias, de ahila importancia de estudiarlas y diferenciarlas de manera
apropiada (Bernal et al, 2019).

En estudios realizados en poblaciones afrodescendientes (Rose-
ro et al, 2012), se ha evidenciado la variacion de estas alteraciones,
tanto de manera homocigota, asi como en la mayoria heterocigoto,
con rasgos HbS, HbC y B talasemias (Castillo et al, 2014), lo que se
correlaciona con los datos aportados por el DANE, cuando menciona
gue en las regiones tropicales del continente americano es muy va-
riable la sintomatologia en cuanto a factores genéticos, geograficos,
ecolégicosy culturales, dependiendo de la alteracion, todo esto deter-
mina la variabilidad, incidencia, prevalencia y forma de presentacion
de la enfermedad (DANE, 2014).

En investigaciones realizadas en Colombia se ha descrito que
el fenotipo mas frecuente en el pais es el rasgo de Hemoglobina AS
(Satizabal, 2004). Las condiciones socioeconémicas de poblaciones
de bajos ingresos y la ausencia de politicas de tamizaje neonatal, no
permiten realizar un diagnadstico oportunoy al no presentar sintoma-
tologia, puede pasar desapercibido, pero al haber cambios bruscos
en las condiciones fisioldgicas desencadenan hemdlisis, ademas el
desplazamiento de poblaciones afrodescendientes a ciudades de di-
ferentes alturas sobre el nivel del mar ocasiona la exacerbacion de la
enfermedad originando problemas de salud publica (Moddel y Dar-
lison, 2008).

Las regiones donde se encuentra la mayor poblacién afrodes-
cendiente de Colombia son Choco, Valle del Cauca y Cauca, lo que
podria indicar mayor prevalencia de las alteraciones de la hemoglo-
bina en estos departamentos. La frecuencia del gen falciforme varia
entreel 77 %y el 14,7 % en la poblacion de raza negra, principalmente
en el departamento del Choco.

Conclusiones

En el estudio se analizaron 39 muestras de personas afrodes-
cendientes del pacifico colombiano de los cuales 31 son mujeresy 8
hombres.
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El resultado que se obtuvo evidencid que el 153 % presenta alte-
raciones estructurales y talasemias en la molécula de hemoglobina.

En cuanto a alteraciones genéticas en la molécula de hemoglo-
bina, se encontré: rasgo de hemoglobina AC en 51 % (2/39), rasgo de
hemoglobina AS 51 % (2/39) y rasgo de beta talasemias en 51 % (2/39).

Es importante la realizacion de estudios poblacionales para de-
terminar incidencia de enfermedades genéticas relacionadas con la
molécula de hemoglobina y teniendo en cuenta la migracion de po-
blaciones afrodescendientes, implementar politicas de consejeria ge-
nética que informe acerca de las caracteristicas de las enfermedades
para evitar el aumento de portadores y enfermos de manera que se
conozca las consecuencias de trasmitir genes alterados.

Otro punto importante es promover el tamizaje obligatorio en
todos los recién nacidos, para tomar medidas de prevencion que fa-
vorezcan la salud publica en el pais.
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Analisis fisicoquimico y
microbiolégico de leche cruda en dos
fincas lecheras de Colombia
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Introduccion

La produccidn lechera es una de las principales actividades
econdmicas en el sector agrario en Colombia, para el ano 2018 se
presentd un acopio total de 3146 millones de litros de leche, lo que
continda posicionando al pais como el cuarto productor en Ameérica
Latina (figura 1). La leche es reconocida como producto esencial en
la alimentacion humana debido a su alto contenido nutricional, se
requiere que esté libre de microorganismos, ya que es la materia pri-
ma de diferentes productos lacteos de consumo masivo. La cantidad
de leche producida por un determinado animal depende de factores
genéticos, historia nutricional, estado de lactacion y buenas practicas
de manejo.

* Grupo de investigacion REMA. Universidad Colegio Mayor de Cundina-
marca, Facultad de Ciencias de la Salud. Correspondencia: gpinillab@
unicolmayor.edu.co/gpinillab@gmail.com
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Produccion de leche en Colombia

En Colombia la industria bovina es nueve veces mas grande que
el drea dedicada a la agricultura, aungue la productividad correspon-
de al 26 %, cuando se compara con el area de la agricultura que es
del 63 %. El plan estratégico de la Federacion Ganadera de Colombia
(FEDEGAN) para el ano 2019 incluyd optimizar la produccion de leche,
mediante el control de la mastitis bovina, la cual es una de las prin-
cipales causas de pérdidas econdmicas considerables debido a que
afecta tanto la composicidn como la productividad de la leche.

La produccion lechera hace presencia en 22 departamentos del
pais, siendo Antioquia, Boyaca, Cundinamarca y Narino los departa-
mentos mas destacados, los cuales cuentan con una buena ubica-
cion geografica, condiciones climaticas favorables y, ademas, han ve-
nido realizando un trabajo importante frente al manejo de forrajes
resistentes a sequias. En el ano 2016, en Colombia se registraron mas
de 395.215 unidades productoras de leche, es decir casi 400.000 fin-
cas o haciendas de las cuales, solo el 20 % tienen mas de 15 animales.

Caracteristicas generales de las principales
razas lecheras en Colombia

Las razas lecheras mas frecuentes en Colombia son Holstein, Jer-
sey y Normando. La raza Jersey es la mas difundida a nivel nacional,
tiene origen inglés, especificamente en la isla de Jersey, localizada en
el Canal de La Mancha. A Colombia llegaron los primeros animales
pertenecientes a esta raza, en 1946 importados por Miguel Léopez Pu-
marejo. Debido a sus cualidades de rusticidad, tamano, precocidad,
facilidad de parto, longevidad y calidad de leche, es una raza que fa-
cilmente se adapta al tropico. Esta raza se encuentra distribuida en
regiones como la zona Cafetera, los llanos Orientales, Valle del Cauca,
Antioquia y Cundinamarca. El ganado de esta raza es pequeno y las
vacas lecheras pesan en promedio entre 360 a 540 kg, no obstante,
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es capaz de producir mas leche por unidad de peso corporal que mu-
chas otras razas.

En 1872 se introdujo la raza Holstein en Colombia por parte de
Eustacio Santamaria, a cargo del gobierno del Estado de Cundina-
marca. Esta raza ha prosperado extraordinariamente en Cundinamar-
ca, Valle del Cauca, Boyaca, Antioquia y Narifno. El ganado Holstein tie-
ne un peso promedio entre 350-650 kilos, con una alzada de 150 m, se
caracteriza por su pelaje blancoy negro o blanco y rojo; caracteristicas
que les brinda una mayor adaptabilidad a climas calidos. Esta raza
tiene su primer parto antes de cumplir tres anos y puede permane-
cer en un hato durante mas de cinco lactancias. Los bovinos de esta
raza pueden producir mas de 25 litros de leche al dia y debido al buen
peso que pueden alcanzar llegan a producir leche con un contenido
graso de 3.7 % y proteico de 315 %.

Por otra parte, la raza Normando, es procedente del cruzamiento
entre los bovinos que poblaban la Normandia en el siglo IX y los ani-
males traidos por los conquistadores vikingos, esto dio origen a las
razas Contentine, Augeronne y Cauchoise, que al mezclarse entre si
dieron origen a la raza Normando actual, la cual es considerada una
de las razas de doble propdsito mas importantes.

Los principales nichos de Normando en Colombia se encuentran
en Cundinamarca, Boyaca y Caldas. Jorge Ruiz Forero, presidente de
la Asociacion Colombiana de Criadores de ganado Normando “Aso-
normando” indicé que esta es una raza que se ha posicionado fuerte
gracias a la calidad composicional de la leche, ya que actualmente en
el pais tiene un promedio de produccion lechera que supera los 7000
litros por lactancia a 305 dias y una buena composicion nutricional de
la leche con 4.35 % de grasa y 3.42 % de proteina; ademas de tener un
buen equilibrio calcio-fésforo y la frecuencia de la variante 8 de la Ka-
ppa caseina es del 82 %, mientras que en otras razas como la Holstein
esta variante se halla en un 11 %; todas estas cualidades permiten que
la leche de esta raza tenga un rendimiento mayor de un 15 % al 30 %
en la produccion de quesos y mantequillas en comparacion a otras
razas.
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Necesidades nutricionales de bovinos
lecheros

La buena produccidn de leche depende de la buena alimenta-
cion y nutricion del animal, lo que se relaciona directamente con el
background genético y la condicion corporal. Actualmente se sabe
gue la produccion de un bovino lechero puede depender de factores
ambientales y fisioldgicos y de las interacciones del animal con cada
uno de estos factores (tabla 1). Las dietas para bovinos de alta pro-
duccion lechera contienen alta concentracion de energia que suelen
provenir de fuentes de carbohidratos.

Tabla 1. Factores que afectan la produccién lechera

Factores fisiolégicos que

Factores ambientales .
afectan la lactancia

Periodo seco e intervalo de partos Estado de lactancia

Condiciéon corporal previa al parto Persistencia de lactancia

Estado reproductivoy

NuUmero e intervalo entre ordefos :
enfermedades y estrés

Temperatura ambiental Edad del bovino y el tipo de raza

Fuente: elaboracion propia.

Microbiota en leche cruda

La composicion especifica de la microbiota presente en la leche
tiene un impacto directo en el desarrollo de diferentes productos lac-
teos; una alta carga microbiana puede provocar una fermentacion
mMas acelerada de la leche a través de la produccion de lactato cau-
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sando una variedad de impactos en las propiedades organolépticas
y fisicoquimicas, reflejandose en pérdidas econdmicas importantes.
Las bacterias que con mayor frecuencia se encuentran en la leche
son las acido lacticas; dentro de los géneros mas comunes se tienen
Lactococcus y lactobacillus.

Los microorganismos que se encuentran con mayor frecuencia
en leches crudas son: Enterococcus spp, Staphylococcus coagula-
sa negativa, Aerococcus spp, Streptococcus spp, Acinetobacter spp,
Bacillus spp, Enterobacter spp, Corynebacterium spp, Kocurias spp,
Pseudomonas spp, Listeria spp, Salmonella spp, y Escherichia coli.
Sin embargo, existen microorganismos que estan asociados al desa-
rrollo de biopeliculas y al establecimiento de enfermedades graves
como la mastitis clinica que genera grandes pérdidas econdmicas es-
tos microorganismos son principalmente Escherichia coli, S. aureus y
Streptococcus agalactiae.

Diferentes variables geogréficas, tales como temperatura, hu-
medad, factores ambientales como la calidad del aire, del agua, de
los pastos y, las condiciones climaticas, impactan sobre la produccidon
diaria de la leche, al generar cambios en la morfologia de la ubre y la
microbiota de la glandula mamaria del bovino, que se reflejara en el
aumento de la carga microbiana en la leche cruda. En algunos ca-
sos, los bovinos pueden estar cursando con mastitis subclinica, esta
es una patologia que se asocia con una disminucion en la produccion
de la leche y variaciones en las caracteristicas fisicoquimicas. Los mi-
croorganismos que con frecuencia se encuentran relacionados son
los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) que forman parte de la
microbiota normal del pezén y estan presentes en las manos del or-
defador, lo que les facilita colonizar el canal del pezén y penetrar has-
ta los tejidos secretores del bovino, comportandose como microorga-
nisMos oportunistas.
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Metodologia

Tipo de estudio

Se realizd un estudio de tipo descriptivo experimental.

Muestras estudiadas

En 14 bovinos de 3 razas diferentes, Holstein, Jersey y Normando
se obtuvieron 56 muestras de leche cruda pertenecientes a dos fincas
lecheras en la vereda Vueltas Sector Mercadillo en Boyaca.

Identificacion de factores de riesgo

Se entrevisto a los pequenos productores sobre la edad, produc-
cion de leche, raza, numero de partos, nUmero de abortos, tipo de ali-
mentacion, infecciones presentadas y tratamientos antimicrobianos.
Ademas, se observo la practica de ordefoy las caracteristicas macros-
copicas de las ubres.

Toma de la muestra

Se seleccionaron 14 bovinos y de cada cuarterdn se recolectaron
dos muestras de leche cruda del segundo ordefio del dia una para
el estudio microbiolégico y la otra para el analisis fisicoguimico. Las
muestras fueron trasportadas a 4°C para su posterior analisis.

Determinacion de factores fisico-quimicos de la
leche

En la tabla 2 se pueden observar los métodos utilizados para la
determinacion de cada parametro fisico-quimico. Estos pardmetros
se analizaron por bovino y no por cuarterén.
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Tabla 2. Metodologia empleada para el andlisis de las propie-
dades fisicoquimicas

Propiedad

.. i Método
fisicoquimica

Densidad Utilizacion del método 15/15 con Picndémetro.

Utilizacion del reactivo fenolftaleina y titulacion

Acidez de la muestra con Hidroxido de sodio.
Grasa Utilizacion del método de Gerber.
pH Método potenciomeétrico a través del uso del

Ph-metro.

Fuente: elaboracion propia.

Aislamiento e identificacion microbiana

Se realizd aislamiento de microorganismos en 56 muestras reco-
lectadas, sembrando 20 uL de leche cruda en los medios de cultivo
MacConkey, BHI y Bilis esculina y luego se incubaron 24 horas a 37°C.
A las muestras que presentaron crecimiento bacteriano se les realizé
la identificacion microbiana con el sistema VITEK2 de Biomeriux.

Determinaciéon del nimero mas probable (NMP) en
las muestras de leche

1 ml de cada muestra se inoculd en 9 ml de caldo lactosado bilis
verde brillante al 2 %. Posteriormente se realizaron diluciones seria-
das en base 10, por triplicado. Se incubaron a 37°C por 48 horas y se
realizaron lecturas cada 24 horas para observar la producciéon de gas.
Los tubos con presencia de gas fueron repicados en caldo triptéfano
para determinar la presencia de coliformes fecalesy en placas de agar
MacConkey.
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Prueba de la reductasa

En tubos estériles se agregd 10 mL de leche a los que se anadid
1 mL de la solucion indicadora de azul de metileno y se incubaron a
37°C, posteriormente se leyo el viraje de color de las muestras cada 15
minutos durante 5 horas.

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a
Gentamicina

La evaluacion in vitro de la susceptibilidad bacteriana se deter-
mMind mediante la técnica de dilucion en agar con Gentamicina, ami-
noglucosido de amplio espectro. Controles: para que la técnica fuera
valida se contd con dos controles las cepas ATCC 12228 y la ATCC 29213
de S. aureus.

Procedimiento

1. Se prepard una solucion stock o solucion de trabajo inicial
con una concentracion de 5000 pug/Ml, pesando el principio
activo del antibidtico, teniendo en cuenta su potencia dada
por el fabricante yg/mg. Segun el CLSI los microorganismos
obtenidos en el presente estudio tienen un rango de suscep-
tibilidad de 128 ug/Ml a 0.03 ug/Ml. Se debe realizar el siguien-
te calculo para saber cuantos mg del antibidtico (ATB) se de-
ben pesar:

Peso (mg del ATB) =

Volumen deseado SLN stock (MI)* concentracion final

Potencia ATB (dada por el fabricante) ug/mg

2. Preparacion de las diluciones seriadas del antibiodtico: se pre-
pararon diluciones seriadas en base dos desde 2560 hasta
0.62, para alcanzar las concentraciones de 128 ug/Ml a 0.03
ug/ Ml como se muestra en la tabla 3.
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3. Preparacion del medio de cultivo: segun indicaciones del
CLSI, el medio de ideal para pruebas de susceptibilidad es el
Mueller Hilnton; al que se le incorpora cada una de las dilu-
ciones del antibidtico.

4. Preparacion del inoculo: se emplearon cultivos de 18 a 24
horas. Se resuspendieron de 2 a 4 colonias del microorganis-
mo en un tubo con 5 Ml de solucion salina estéril isotonico al
0.89 %. Se ajustd cada una de las suspensiones a una densi-
dad optica de 0.09-0.1, equivalente a la escala 0.5 McFarland
(1.5 x 108 UFC/MI), usando una longitud de onda de 625 nm.

Tabla 3. Diluciones seriadas del antibiotico

Concentracion

Tubo ug/ml Dilucion
1 128 2560
2 64 1280
3 32 640
4 16 320
5 8 160
6 4 80
7 2 40
8 1 20
9 05 10

10 0.25 5
M 0.125 2.5
12 0.06 125
13 0.03 0.62

Fuente: elaboracion propia.
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De las suspensiones estandarizadas se tomaron 50 ulL y se
mezclan en 5 mL de solucion salina estéril. Los in6culos se
utilizaron dentro de los 15 minutos siguientes y se almacena-
ron en hielo para evitar la alteracion de la escala.

5. Inoculacién de las cajas de Petri: antes de iniciar la inocula-
cion se etiquetd cada caja de Petri con las siglas del antibio-
tico, su concentracion y la fecha. Se creé una plantilla para
la siembra de la dilucion final de cada microorganismo. Se
homogenizé cada una de las diluciones por medio de vortex
y se fue afladiendo 10 ul de cada uno de los microorganis-
mos al agar siguiendo la plantilla. Las placas permanecieron
a temperatura ambiente para la adecuada absorcion de cada
inoculo. Se incubaron las placas durante 18 a 24 horas a 36°C.
Se realizé una caja de agar sin antibiético como control de
crecimiento de los microorganismos (Figura 2).

Figura 2. Montaje en el ensayo antimicro-
biano.

11B 12C 13B
1.4C 14D 14E 23C
24A 31A 31B 4.3C
4.4B S1B S1C S2A
52B S4A 54B 82A
ATCC ATCC

Trabajo en conjunto con la comunidad: fueron ejecutadas tres
intervenciones con la comunidad en donde se llevo a cabo el estudio,
se dieron capacitaciones acerca del mejoramiento de buenas practi-
cas de ordeno, diferentes requerimientos nutricionales como los fo-
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rrajes y se sugirio la implementacion de un plan integral, junto con la
alcaldia, en pro de la calidad de la leche y la salud animal.

Resultados

Identificacion de factores de riesgo

Se realiz6 el analisis en 6 bovinos (43 %) que pertenecieron a la
raza Holstein, 6 (43 %) a Jersey vy, 2 (14 %) a Normando. El rango de
edad en los bovinos fue de 2 a 8 afos (tabla 4).

Tabla 4. Identificacion de factores de riesgo asociados a mastitis

Nime- NuUmero
ro de de
partos abortos

Alimenta-

cion

6 Jersey 2.8 afios | Casto purina 16 o
y sal.

6 Holstein | 2-6 afios Pasto, purina 1 :
y sal.

2 Normando | 1-8 afios paStS,SF;:era g o

Fuente: elaboracion propia.

El 64,28 % de bovinos evaluados tuvieron un promedio de pro-
duccion de leche de 18 + 20 litros diarios (figura 3), la producciéon por
bovino fue de 18 + 20 litros diarios para las razas Jersey/Holstein y de
10 + 15 litros diarios para la raza Normando. EI 92.8 % de los bovinos te-
nian al menos un parto, un bovino de raza Holstein presentd un abor-
to espontaneo; la nutricion consistia de purina, pasto y sal, suminis-
trada 2 veces al dia, al examen fisico ninguno de los bovinos mostré
signos de infeccidn y ni consumo de antibidticos.
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Figura 3. Porcentaje de bovinos segun el promedio de
litros (L) de leche por dia.

\7,14%

14,29% ¥

10-15 L
12-14 L
18-20 L
18-25 L
20-23 L

64,28%

Total=14

Determinacion de factores fisico-quimicos de
la leche cruda

Se evaluaron los resultados para cada factor fisicoguimico segun
los valores establecidos por el decreto 616 del 2006. Para la acidez los
valores normales oscilan entre 013 a 0.21 %m/\v, para el pH de 6,6 a 6,8.
Los porcentajes de grasa se manejan desde 3.0 %, aunque la leche de
la raza Jersey genéticamente tiene un mayor porcentaje de proteinas
y de fosfatos por lo gque los niveles de grasa se manejan de 34 % a
53 %y densidades de 1.030-1.033g/ml. El porcentaje de grasa se obser-
v6 disminuido en las tres razas, la raza Holstein presentd un prome-
dio general de 2,87 %, la raza Jersey de 3,03 % y la raza Normando de
315 %. La densidad se encontré aumentada en las tres razas, Unica-
mente un bovino de raza Jersey presenta un valor normal de 1.030g/
ml, los pardmetros de la acidez y el pH fueron normales en las leches
crudas (tabla 5).
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Tabla 5. Andlisis fisicoquimicos de la leche cruda por bovino

Densidad % Grasa Acidez
N° de V.R: . Vi Ph V.R:
Bovino 1.030-1.033 3 4_;., 3 % V.R: 6.7-6.8 0.13-0.21 %
g/ml sEe— m/v
1 1.030 g/ml 31% 6.7 018% mN
2 1.038 g/mll 3.0% 6.8 0.16% mM
3 1.042 g/ml 32% 6.8 0.20% m/v
4 1.046 g/ml 32% 6.8 017% mA
5 1.046 g/ml 2.9% 6.8 017% mM
6 1.039 g/ml 3.0% 6.7 0.21% mM
7 1.038 g/ml 2.5% 6.7 0.20% m/v
8 1.046 g/ml 31% 6.7 0.21% m/v
9 1.043 g/mll 2.9% 6.8 013%mMmN
10 1.034 g/mll 3.0% 6.8 015% m/v
1 1.046 g/ml 31% 6.7 0.14% M
12 1.039 g/ml 2.9% 6.7 0.14% mNN
13 1.039 g/ml 2.9% 6.7 0.14% M
14 1.046 g/ml 3.0% 6.8 0.14% MmN

Fuente: elaboracion propia.

Aislamiento e identificacion microbiana en las
muestras de leche cruda

Se obtuvieron 41 aislamientos de las 56 muestras analizadas,
27(69.2 %) cepas correspondieron a Staphylococcus coagulasa negati-
va, de los cuales 12 (29.3 %) cepas fueron Staphylococcus epidermidis;
1(2.4 %) cepa de Staphylococcus aureus, 1 (2.4 %) cepa de Streptococ-
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cus agalactiae, 8 (21 %) de los aislamientos pertenecieron a otros co-
cos Gram positivosy, 4 fueron bacilos Gram negativos (10 %) los cuales
pertenecen a cepas de Serratias liquefaciens (Figuras 4y 5).

Figura 4. Proporcion de los aislamientos microbianos en le-
che cruda segun el tipo de microorganismo.

Bacilos Gram negativos

Cocos Gram positivos

Estafilococos coagulasa negativos

I I I I I I I I
o 10 20 30 40 50 60 70

=== Porcentaje (%)

mmm NUmero de aislamientos

2.44% Staphylococcus sciuri

2.44% Kocuria kristinae

2.44% Staphylococcus aureus
29.27% Staphylococcus epidermidis
4.88% Staphylococcus lentus
2.44% Streptococcus agalactiae
7.32% Enterococcus faecium
14.63% Staphylococcus warneri
4.88% Staphylococcus hominis spp
2.44% Staphylococcus xylosis
2.44% Staphylococcus caprae
2.44% Kocuria rhizophila

7.32% Aerococcus viridans

-/"
4.88% Staphylococcus simulans

Total=41 9.76% Serratia liquefaciens

Figura 5. Proporcion de los aislamientos microbianos obtenidos
en las muestras de leche cruda segun la cepa aislada.
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Determinacion del NMP en las muestras de
leche

En las muestras de los bovinos 6, 8,10 y 13 se observd produccion
de gas. La técnica se realizd por cada uno de los cuatro cuarterones
de cada bovino. Los coliformes totales oscilaron entre 10,9 NMP/m a
38,7 NMP/my se descarto la presencia de coliformes fecales. Los resul-
tados indicaron que el bovino numero 8 presentd la mayor carga de
bacterias contaminantes en la leche (figura 6).

Figura 6. Determinacion de la técnica
del NMP en las muestras de leche ana-
lizadas.

13

10

Bovino

O 10 20 30 40 50
NMP/mL 48 horas

Prueba de la reductasa

No se observé degradacion total de la solucion indicadora azul
de metileno en ninguna mMuestra; esto muestra que se tiene un nu-
mero estimado de 100.000 UFC/mL a 200.000 UFC/mL, es decir un
recuento normal de microorganismos en leches crudas.
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Pruebas de susceptibilidad a gentamicina
antimicrobiana

Teniendo en cuenta los parametros establecidos por el CLSI que
dictan que los géneros aislados son sensibles < 4 ug/ml de Gentami-
cina, intermedios = 8 yg/ml y resistentes =16 yg/ml. La mayor concen-
tracion en la que se tuvo crecimiento fue a 1 ug/mlindicando que son
aislamientos sensibles a la Gentamicina (figura 7).

Figura 7. Crecimiento de los aislamientos
bacterianos a una concentracion de 0.03
ug/ml de gentamicina.

Trabajo con la comunidad

Durante las intervenciones, se plante6é como objetivo principal
con la comunidad, mejorar la cantidad y la calidad de la leche produ-
cida por bovinos en el municipio de Caldas-Boyaca, por lo que hacia
futuro se busca, junto con la alcaldia, fortalecer la normatividad para
la gestion de proyectos y la creaciéon de una posible asociacion. La
principal finalidad del grupo de investigacion REMA fue concienti-



Capitulo Il

zar a las pequehos productores de la importancia de una ganaderia
responsable y de la implementacion de buenas practicas de ordefio
reflejadas en una buena calidad microbiologica de la leche aun sin
pasterurizar (figura 8).

Se observo detalladamente todo el proceso de ordefo para iden-
tificar diferentes puntos criticos que pudiesen afectar la calidad de |la
leche, después de esta estapa de reconocimientoy teniendo los resul-
tados fisicoquimicos y microbioldgicos de cada bovino se realizdé una
intervencion con la comunidad sobre las buenas practicas de ordefo
resaltando un buen lavado de manos antes y después del ordeno, se
escucharon las inquietudes de la comunidad sobre el manejo de las
mastitis y otras enfermedades comunes que afectan al ganado y por
ultimo se resaltd la gran labor que hacen los pequenos productores y
tomaron medidas correctivas con el fin de agilizar el proceso de orde-
Ao pero sin perder la calidad de la leche (figura 8).

Figura 8. Evidencia de las jornadas que se llevaron a cabo
en las fincas del municipio de Caldas Boyaca.
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Discusion

En los animales existen diferentes factores de riesgo que predis-
ponen al desarrollo de patologias como la mastitis subclinica, entre
ellos: la edad, en la que la prevalencia de la enfermedad incrementa
conforme mayor sea el bovino, en el presente estudio los bovinos con
mayor edad pertenecieron a las razas Jersey y Normando, interesan-
temente los animales pertenecientes a la raza Normando presenta-
ron una menor produccion de leche.

Respecto al analisis fisicoquimico se observd disminucion en los
porcentajes de grasa, especialmente en la raza Holstein con una di-
ferencia de 0,5 % por debajo del valor normal y la Jersey con una di-
ferencia de 0.6 %, las densidades de las tres razas de bovinos estaban
altas, esto coincide con lo mencionado por Calderdn et al. (2006), al
demostrar que los valores de grasa por debajo del 3.0 %, constituyen
una leche de mala calidad nutricional y perjudicial para los producto-
res especialmente en el valor econdmico de la leche. La grasa puede
verse modificada por el tipo de raza, la concentracion de fibra, rela-
cion forraje/concentrado, la capacidad metabdlica de cada bovino, la
edad del animal y el tipo de ordeho. Se ha propuesto que para au-
mentar estos porcentajes de grasa se debe ofrecer heno o pasto ver-
de antes de suministrar un concentrado proteico, varias veces al dia
(Calderon, et al. , 2006). Por otro lado, Bramley et al. (1996), sehalan
gue la mastitis clinica y subclinica causan una disminucion porcen-
tual de grasa en la leche.

La densidad es un parametro que esta directamente relacionado
con la grasa, solidos no grasos y el agua que contenga la leche, diver-
sos estudios concuerdan con los resultados obtenidos al sefalar que
elaumento de la densidad indica leches con muy bajas concentracio-
nes de grasa, proteinay energia (Calderon, et al. 2007; Gentillini, et al.
1995). En cuanto al pH valores superiores en la leche se presentan en
leches mastiticas, mientras que valores inferiores indican presencia
de calostro o descomposicion bacteriana (Brito, 1995). Los 14 bovinos
presentaron pH dentro del rango normal lo que podria descartar la
presencia de estas condiciones.
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La mayoria de los microorganismos aislados fueron Staphylococ-
cus coagulasa negativos (SCN) con un porcentaje del 69.2 %, estos re-
sultados pueden dar indicio de posible predisposicidon a mastitis sub-
clinica en los bovinos evaluados pues varios autores sefialan que estos
microorganismos son la principal causa de esta patologia; S. sciuri y
S. xylosis son las especies aisladas con mayor frecuencia en leches de
bovinos que presentan signos clinicos, mientras que S. lentus es me-
nos frecuente y por lo general se ha hallado en material de ordefio
(Kleinschroth, et al. 1990).

S. epidermisy S. Warneri causan mayores tasas de mastitis sub-
clinica de dificil tratamiento en bovinos primo lactantesy de mas de 4
partos (De Visscher, et al. 2017; Fry, et al. 2014). A partir de las muestras
de leche evaluadas se aisld S. qureus y S. agalactiae, hallazgo impor-
tante debido a que estos microorganismos son los principales agen-
tes etioldgicos de mastitis clinicas, los cuales causan dafos serios en
el tejido mamario del bovino y presentan mayor virulencia lo que les
facilita una rapida propagacion.

La normatividad Colombiana no establece el recuento de coli-
formes totales y fecales como criterio para evaluar la calidad micro-
bioldgica de la leche; sin embargo, una alta carga de bacterias conta-
minantes disminuye la vida Util de los productos elaborados y estan
indicando el grado de contaminacion fecal y la limpieza de las manos
de los operarios (Cervinkova, et al. 2013). Segun Rodriguez et al. (2014),
lo ideal es mantener cifras menores de 50 NMP/mI que se logra im-
plementando un adecuado sellado y el secado rutinario de los pezo-
nes (Rodriguez, et al. 2015), este hallazgo evidencia que es necesario
implementar este tipo de medidas en los hatos para disminuir la car-
ga de bacterias contaminantes, debido a que se encontrd un ndmero
elevado de estos microorganismos. Un microorganismo que ha sido
implicado en el desarrollo de mastitis de tipo ambiental es la Serra-
tia liguefaciens, ya que generalmente infecta al bovino porque se en-
cuentra en estiércol, material de cama, agua contaminada, etc. Las
infecciones causadas por este microorganismo pueden ocurrir tanto
en el periodo seco como de lactancia de los bovinos (Todhunter, 1991).

Los resultados evidenciaron variedad de microbiota en las mues-
tras de leche cruda recolectadas, lo que es de gran interés debido a
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gue una exposicion prolongada a este tipo de microorganismos au-
menta el riesgo de desarrollo de mastitis clinica, subclinicay ambien-
tal, por lo que toma gran relevancia implementar medidas de con-
trol que promuevan y garanticen la calidad higiénica de la leche y el
bienestar de los bovinos. Para una mayor calidad en la leche se debe
reducir la diversidad microbiana, por lo que es necesario concientizar
y capacitar a las personas encargadas acerca de las buenas practicas
de ordefo que deben aplicar antes, durante y después de la obten-
cion de la leche.
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sefalizacion. En los humanos se han identificado 11 TLRs, los cuales se
dividen en dos categorias, segun el patdgeno que reconoce, bacte-
rianos (TLRs de PAMPs 4 vy 5) o virales (TLR3, 7/8 y 9), los cuales se en-
cuentran en la superficie celular. El gen TLR4 se encuentra presente
en células como los macrdéfagos circulantes y otras células inmunes
sistémicas. El TNFa tiene la capacidad de aumentar la expresion del
gen TLR4 por medio de su receptor iniciando una cascada de sefali-
zacion (Medzhitov, 2001).

Del conjunto de los Toll like receptor (TLRs) descritos en la lite-
ratura, el TLR4 y TLR2 tienen un papel clave en el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, tales como lipidos (LPS), peptido-
glicanos, porinas, lipoproteinas y acido lipoteicoico; por esta razon, es-
tudiar el papel que desempenfa los TLRs asociado con C. trachomatis
vy ARe aportaria al esclarecimiento de la etiologia de la enfermedad.

Estudios previos han reportado asociacion del Polimorfismo de
nucledtido simple (SNP), relacionados con artritis reactiva aguda, pu-
diendo llegar a ser cronica (Tsui et al,, 2008). Se han reportado estu-
dios de asociacion entre el SNP vy la infeccion con Salmonella enteri-
tidis en pacientes con ARe; sin embargo, no se conocen estudios de
la asociacion entre algunos SNP y el desarrollo de ARe en pacientes
sensibilizados a C. trachomatis.

El papel de la genética en el estudio de
las enfermedades complejas crénicas e
infeccionas

Los estudios de ligamiento y de genes candidatos, han permi-
tido identificar multiples regiones cromosémicas y polimorfismos
relacionados con la susceptibilidad de asma, atopia, entre otras en-
fermedades complejas como las espondiloartropatias (Sengler et al.,
2002) en estos estudios, se han reportado genes que participan en la
inmunidad innata y modulan la respuesta a agentes microbianos, los
cuales han adquirido reciente importancia en el entendimiento de la
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atopia, como una rasgo complejo en la cual intervienen interacciones
gen a geny gen ambiente, este es solo un ejemplo de las multiples
enfermedades complejas, en las cuales polimorfismos presentes en
genes involucrados en la inmunidad innata, estaria asociados en la
susceptibilidad al desarrollo de enfermedades crénicas infecciosas y
no infecciosas.

Estudios de genomas completo

En la actualidad las grandes tecnologias en secuenciacion per-
miten buscar variantes comunes a través del genoma, llevando a
cabo la genotipificacion de mas de 300.000 SNPs (Polimorfismo de
nucledtido Unico), estudios conocidos como Genome Wide. Otros es-
tudios de mapeo fino estan enfocados en regiones candidatas que
han sido identificadas previamente por estudios de desequilibrio de
ligamientoy pueden contener entre 5y 50 genesy, pueden involucrar
varios cientos de SNPs.

Sin embargo, otro tipo de estudios genéticos de menor tamano
son Utiles para la evaluacion de asociaciones entre marcadores en un
locus y el fenotipo o rasgo de estudio, entre estos estan los estudios
de genes candidatos, que involucran 5-50 SNPs, en genes definidos,
gue se encuentran en posiciones postulantes identificadas en previos
estudios de ligamiento, y el estudio de polimorfismos candidatos, en
los cuales se evalUan polimorfismos sospechosos de estar implicados
en un rasgo (Balding, 2006).

La hipotesis de enfermedades comunes / variables comunes
propone gque cada factor genético es en gran parte responsable de la
susceptibilidad genética a una enfermedad compleja. En los estudios
de asociacion en los cuales se han identificado polimorfismos aso-
ciados de susceptibilidad, estos probablemente no son responsables
directos de la susceptibilidad a la enfermedad, pero podrian estar en
desequilibrio de ligamiento con la verdadera variable funcional, di-
chas variables de susceptibilidad se pueden encontrar en segmentos
cromosoémicos ancestrales compartidos entre todos los sujetos afec-
tados con determinada enfermedad compleja.

Gracias a los resultados del Proyecto Genoma Humano, en el cual
se caracterizo la secuencia completa del ADN humano, se identifica-
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ron variantes genéticas que contribuyen a la individualidad genéti-
ca y los hallazgos del proyecto HapMap (mapa de haplotipos), cuyo
objetivo es la caracterizacion de la diversidad genética en diferentes
grupos poblacionales, han permitido que los estudios de la genética
en enfermedades complejas adquirieran un nuevo enfoque, desde la
caracterizacion de polimorfismos en un gen candidato como posible
responsable de susceptibilidad a determinada enfermedad, para in-
cluir varios factores de riesgo genéticos y no genéticos.

Nuevos enfoques desde la genética

Actualmente se observan diversos estudios en el contexto de en-
fermedades genéticas complejas: la evaluacion de genes candidatos,
estudios de ligamiento de genoma completo y, estudio de asociacion
de genoma completo, entre otros (Steinke et al.,, 2008).

El estudio de genes candidatos se enfoca en los que pueden es-
tar participando en una via de la enfermedad vy la presencia de un
polimorfismo funcional, en el cual se pueda evaluar la asociacion con
determinada enfermedad en la poblacion, para este tipo de estudios
se evalUan grupos de casos y controles, para probar la asociacion en-
tre la variante funcional y la susceptibilidad a la enfermedad, o en un
grupo familiary probar la vinculaciéon del polimorfismo con la suscep-
tibilidad a la enfermedad (Steinke et al., 2008).

El papel de un polimorfismo debe confirmarse en un estudio
funcional, debido a que con gran frecuencia, estos son silenciosos y
no tienen efecto en la expresion del geny es posible que la asociacion
previa observada se deba a otro polimorfismo en desequilibrio de li-
gamiento con el polimorfismo evaluado (Steinke et al,, 2008).

Las variantes genéticas tal vez mas estudiadas son los SNPs (Sin-
gle Nucleotide Polymorphism), las cuales son sustituciones de un nu-
cledtido por otro en la cadena de DNA, estos constituyen hasta el 90 %
de todas las variaciones gendémicas humanas.

Los GWAs son estudios en los cuales se genotipifican un gran
ndmero de polimorfismos, para encontrar variantes asociadas a en-
fermedad y fenotipos asociados. El disefo de estos estudios con ma-
yor frecuencia es de tipo casos y controles, en el cual las frecuencias
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alélicas son comparadas entre los grupos, es de vital importancia que
estos sean seleccionados de la misma poblacion.

El éxito de los estudios GWAs, depende de la eficiente seleccidon
de polimorfismos, estos estudios han generado nuevos conocimien-
tos en el descubrimiento de genes, sin reporte previo de su papel en
cierta enfermedad, o regiones gendmicas con funcién desconocida,
los cuales se han encontrado asociados como riesgo a enfermedades
complejas.

Esto se debe al gran numero de SNPs que abarca, desde cientos
de miles, hasta millones a lo largo de todo el genoma, como resulta-
do de estos estudios se observan varios polimorfismos asociados a
la susceptibilidad de enfermedad, pero se desconoce cudl es el poli-
morfismo asociado directamente al efecto bioldgico, ya que las aso-
ciaciones encontradas suelen ser indirectas, debido al desequilibrio
de ligamiento en el que se encuentran las variantes genéticas (Anaya
& Alfaro, 2010).

Es poco frecuente encontrar replicacion en los hallazgos en es-
tudios de este tipo, algunas de las principales dificultades a las que
se atribuye estas diferencias, son el tamano inadecuado de la mues-
tra, la caracterizacion incompleta de genes candidatos, analisis esta-
disticos limitados, heterogeneidad de la muestra, entre otras causas
(Steinke et al., 2008).

Artritis reactiva asociada a la infeccion por
Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis), pertenece al géne-
ro Chlamydia, familia Chlamydiaceae, orden Chlamydiales. Es una
bacteria Gram negativa intracelular obligada, considerada como uno
de los patégenos de transmision sexual de mayor prevalencia a nivel
mundial.
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C. trachomatis es el patégeno mas prevalente en las ETS en el
mundo occidental y es el agente etioldgico que subclinicamente me-
nos se diagndstica. En Estados Unidos se han estimado cifras de has-
ta 4 millones de nuevos casos de infecciones por ano, de los cuales
se estiman que el 1.25 %, equivalente a 50000 casos, corresponden a
mujeres que quedan infértiles después de la infeccion. Se ha calcula-
do que un 7 % de los casos asintomaticos corresponden a pacientes
de género masculino, lo que contrasta con casos de mujeres asinto-
maticas donde las cifras alcanzan el doble de los hombres con un 14 %
(Lopez-Hurtado y Guerra-Infante, 2002).

Esta bacteria presenta una membrana externa constituida por
lipopolisacarido y una pared celular que carece de acido muramico,
su forma es cocoide y posee proteinas de membrana externa (OMP),
adhesinas y el heparan sulfato. Dentro de las proteinas de membra-
Nna externa se encuentra MOMP, la cual representa un 60 % del total
de las proteinas de membrana, con respecto a otras proteinas ricas
en cisteina. Entre sus funciones se destacan, la integridad estructu-
ral de la membrana, accién de porina y la adhesion (Lopez-Hurtado
vy Guerra-Infante, 2002). La importancia de MOMP radica en que es
inmunogénicay que presenta epitopos especificos de su especie por
lo que ha sido considerada Util para el desarrollo de vacunas. MOMP
también tiene conformaciones alternativas que pueden adaptarse a
las etapas especificas de crecimiento por la bacteriay puede impartir
diferentes niveles de inmunogenicidad (Lépez-Hurtado y Guerra-In-
fante, 2002).

C. trachomatis tiene un ciclo de vida bifasico con dos formas fun-
cionalesy metabdlicamente distintas (Frohlich et al,, 2014). La forma in-
fecciosa del organismo es el cuerpo elemental, esta existe extracelular-
mente y es metabdlicamente inerte. Dentro del fagosoma la bacteria
se diferencia en una forma replicativa metabdlicamente activa, pero no
infecciosa llamada cuerpo reticulado, capaz de reproducirse por fision
binaria y que dentro de la célula puede evadir el fago lisosoma.

Se considera a C. trachomatis como un parasito energético,
puesto que carece de enzimas basicas para obtener ATP y nutrientes,
por lo que utiliza la maqguinaria del huésped para su metabolismo y
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desarrollo. También es capaz de modificar su membrana de inclusion
y de esta forma evadir la accion del sistema inmune (Matta et al., 2001).

La infeccion causada por C. trachomatis en un primer encuentro
esta mediada principalmente a nivel celular, mientras que la respues-
ta humoral, que es mediada por anticuerpos especificos, esta dada
principalmente por la estimulacion provocada por el lipopolisacarido
vy la proteina MOMP vy la produccion de IgM e IgG (Lopez-Hurtado y
Guerra-Infante, 2002). Los anticuerpos actldan blogqueando el efecto
toxico del lipopolisacarido, causado por la induccion de citoquinas pro
inflamatorias como IL-1y TNF, las cuales pueden provocar caquexia
en el individuo y la adhesiéon de la bacteria a la célula huésped.

Este patdgeno utiliza mecanismos para evadir la respuesta in-
mune y producir cambios celulares que permiten su supervivencia,
entre estos se encuentra la regulacion a la baja del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) de clase | y clase I, contrarrestar la
apoptosis de la célula huésped bloqueando la liberacién del citocro-
mo C desde la mitocondria hacia el citosol e inhibir la activacion de la
caspasa 3y su sefal pro apoptdtica, con el fin de completar su ciclo
reproductivo intracelular.

A pesar de esto, se ha demostrado que la respuesta de las célu-
las T, tanto CD4+ como CD8+ se activan después de la infeccion, con
predominio de activacion los linfocitos T CD8+ HLAB27+ mediado por
el IFN-y. Esta respuesta se ha descrito como factor primordial para la
asociacion de la infeccion por Chlamydia con la artritis reactiva ARe
(Zarco, 2012).

C. trachomatis tiene un periodo de incubacion entre 7 y 21 dias,
donde se destacan sintomas como disuria, secreciones de color cre-
ma, que puede llevar a complicaciones como linfadenopatias. La pa-
tologia causada por C. trachomatis mas frecuente en hombres es |la
uretritis no gonocdcica (UNG), en la que la Unica manera de detectar-
la es por cultivo o serologia. Otra patologia es la epididimo-orquitis,
ésta es caracteristica en jovenes con tendencia promiscua o con mas
de una pareja sexual, la sintomatologia esta dada principalmente por
secreciones moderadas o abundantes, dolor escrotal unilateral con
inflamacion y eritema edematoso, su diagnostico se hace por serolo-
gia (Matta et al,, 2001).
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En mujeres las patologias caracteristicas producidas por C. tra-
chomatis son cervicitis y salpingitis aguda. La cervicitis cursa de for-
ma asintomatica en la mayoria de los casos, aungue un tercio de las
mujeres tienen sintomas como secreciones e inflamacion, secrecio-
nes mucopurulentas hiperemia y edema.

Las patologias causadas por C trachomatis han tomado gran im-
portancia, ya que estudios recientes han fortalecido la asociacion mi-
crobiana con ARe, debido a la demostracion de antigenos microbia-
nos en la articulacion. Varios investigadores han utilizado la reaccidon
en cadena de la polimerasa para demostrar el hallazgo de ADN o ARN
de Chlamydia en las articulaciones de pacientes con ARe post-infec-
cién con Ctrachomatis lo que confirma la relacion entre esta bacteria
v la aparicion de la ARe (Thuong et al,, 2007).

La artritis reactiva o sindrome de Reiter (ARe)

La artritis reactiva o sindrome de Reiter (ARe), es una enferme-
dad inflamatoria que pertenece al grupo de las espondiloartropatias,
este dafo articular compromete toda clase de articulaciones de las
extremidades, produciendo una inflamacién debido a la respuesta
desencadenada por complejos inmunes provenientes de la infeccion
gue inicia de forma venérea (Vila, s.f.).

Hans Reiter diagnosticd en 1916 un soldado joven, que mostraba
un cuadro clinico de poliartritis, conjuntivitis y uretritis, quien habia
cursado por una infeccion gastrointestinal por espiroquetas, este re-
porte sirvid de base para estudios de la artritis reactiva, es por ello
gue también se conoce como sindrome de Reiter (Lopez-Hurtado y
Guerra-Infante, 2002). El mismo afo se reportd un cuadro similar al
descrito por Reiter, en el que el paciente cursaba con diarrea, con-
juntivitis y artritis. Por tal motivo, se dio importancia a esta patologia
y se comenzd a profundizar acerca de su etiologia. No hay pruebas
de laboratorio especificas para diagnosticar la enfermedad, el médi-
co tratante debe hacer una anamnesis de todo el cuadro clinico y el
historial del paciente apoyado en radiografias, cuadro hematico y la
infeccidon cursante por microorganismos (Pila, et al., 2009).
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Sin embargo, fue hasta después de la segunda guerra mundial,
por una epidemia en Finlandia, causada por Shigella flexneri, que se
estudid y se ratifico la relacion entre infecciones por microorganismos
con la artritis, en donde el 0,2 % de la poblacion afectada presentd la
complicacioén, gracias a esto se hizo seguimiento a las personas que
padecieron la enfermedad, de las cuales la mayoria presentd compli-
caciones articulares (Tejera, et al,, 2012).

Con mayor frecuencia ARe se asocia a personas genéticamente
susceptibles que se infectan con microorganismos. A nivel bacteriano
se sabe que los Gram negativos especialmente Chlamydia, Yersinia,
Salmonella, Shigella, Neisseria y Campylobacter, causales de infec-
ciones gastrointestinales o urogenitales, se han relacionado con casos
de ARe (Almododvar & Zarco, 2013; Llorente, 2009).

En la forma venérea, la especie C. trachomatis es una de las mas
frecuentemente asociadas a ARe sobre todo en personas que estan
en edades entre los 20 y 40 anos teniendo mayor impacto en hom-
bres que en mujeres y presentando la triada clasica de uretritis, con-
juntivitis y artritis (Almoddvar & Zarco, 2013; Llorente 2009; Ostaszews-
ka-Puchalska et al,, 2015) como se observa en la figura 1.

Figura 1. Triada clasica Artritis Reactiva

Triada clasica
Artritis Reactiva
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Toll-like receptor, C. trachomatis y Artritis reactiva

A nivel inmunolégico se ha descrito que C. trachomatis a través
de sus componentes proteicos estimula receptores tipo Toll o TLR's,
los cuales se encuentran estrechamente relacionados con la produc-
cion de Are (Al-Kuhlani, et al,, 2020; Yu et al.,, 2016).

Los TLR's pertenecen a la respuesta inmune innata y juegan un
papel importantes en la linea inicial de defensa contra PAMP's, de
manera extracelular son fundamentales para el reconocimiento de
estos patrones e intracelularmente son de gran importancia en la ac-
tivacion de vias de senalizacion (Al-Kuhlani, et al,, 2020; Yu et al.,, 2016).
Algunos polimorfismos reportados en los TLR's han asociado resis-
tencia o susceptibilidad a diferentes enfermedades, pues estos cam-
bios en la secuencia de ADN pueden modificar la respuesta inmune
delindividuo al medio ambiente y a algunos patégenos (Anyelo, et al.,
2014 Crespo-Lessmann, et al., 2010).

Enla ARe, la inflamacion es generada posterior a ciertas infeccio-
nes bacterianas en personas genéticamente susceptibles, como se
ha descrito algunos PAMP's asociados desarrollo de prostatitis cro-
nica, enfermedad inflamatoria pélvica o biopeliculas bacterianas, es
asi como C. trachomatis causa la triada inflamatoria, algunos autores
sugieren que estos procesos inflamatorios estan mediados por la es-
timulacion de receptores tipo Toll que presentan determinados poli-
morfismos, por lo que en el caso de ARe habrd manifestacion en in-
dividuos genéticamente susceptibles, causando inflamacion crénica
que se produce en forma de entesitis inflamacion de la zona de inser-
cion de un tendon, de un ligamento, de una capsula o de una fascia
en un hueso (Almodadvar & Zarco, 2013; Joosten, et al., 2016; Arend &
Firestein, 2012; Garcia-Kutzbach, et al., 2018; Hacquard-Bouder, 2009).
Recientemente, varios estudios han evaluado los roles potenciales de
algunos los polimorfismos descritos en TLR s asociados al desarro-
llo de algunas espondiloartropatias, aunque los resultados de estos
estudios muestran gran variabilidad, es importante recordar que la
frecuencia de los polimorfismos varia entre las diversas poblaciones
humanas.
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Como resultado de la revision se encontrd un total de 1283 pa-
cientes con espondiloartropatias que fueron diagnosticados con
C.trachomatis, en pacientes sintomatico y asintomaticos. En los es-
tudios reportados en la base de datos de PubMed, durante los ahos
(2001-2020), en diferentes zonas geograficas del mundo, 347 pacien-
tes que padecian sintomas articulares se asociaron con C.tracomatis,

el resto presentaban espondiloartropatia a causa de otro microorga-
nismo u otra afectacion articular no asociada a infecciones (tabla 1).

Tabla 1. Presencia de C.trachomatis con espondiloartropatias

Autores, aino

Ct+ARe

Sharma et al., 2020 India 85 20 24
Cristea et al,, 2019 Rumania 27 26 5
e o poona | | w4
Kumar et al., 2014 India 38 38 19
Kumar et al., 2016 India 20 20 6
Kuipers et al., 2009 N. Africa 23 25 3
Savolainen et al, 2009 | Finlandia 122 78 42
Siala et al., 2009 Tdnez 34 14 20
Butrimiene et al,, 2006 Lituania 120 52 34
Wilkinson, et. al Ward, UK 49 - 15

2004
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Pavlica et al,, 2003 Serbia 18 16 4

Nikkari et al., 2001 Finlandia 132 25 39

Fendler et al.,, 2001 Alemania 52 74 24

Schumacher. et al. 2001 EE.UU 188 24 6]

Schnarr et al,, 2001 Alemania 52 3 9
Total 1283 551 347

Fuente: elaboracion propia.

Un total de 1283 pacientes se han estudiado en distintos paises,
siendo 347 individuos los que poseen C. trachomatis y presentan sin-
tomas articulares (N. Africa): Norte de Africa: Algeria, Marruecos, Tu-
nez (UK): Reino Unido, (P): NUmero de Pacientes en estudio, (C): Po-
blacion control,(Ct+ARe): Pacientes con artritis reactiva asociada a C.

trachomatis.

Relacion de receptores tipo Toll y sus

polimorfismos en pacientes diagnosticados

con C. trachomatis

Posterior a revisar estudios seleccionados por su idoneidad, los
cuales comprenden entre los anos 2006-2016, se evidencia que hay
estudios poblacionales que han demostrados la asociacion de algu-
nos TLR “s y la infeccion por C. trachomatis, en el caso de TLR6 pese
a que se incluyod en el estudio de Taylor D. et al,, no demostrd se en-
contro asociacion estadisticamente significativa con la infeccion por

C. trachomatis, como se observa en la tabla 2.
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Tabla 2. Asociacién de TLR “s y la infeccidon por C. trachomatis

Ct/n TLR+Ct
TLRI ]
Taylor et al, 2012 EE.UU 94/290 Si
Verweij et al, 2016 Prlses 322/731 Si
Bajos
TLR2
Taylor et al,, 2012 EE.UU 94/290 No
Agrawal et al,, 2011 India 127/279 Si
Verweij et al, 2016 Prlses 322/731 No
Bajos
TLR4 )
Taylor et al,, 2012 EE.UU 94/290 Si
Agrawal et al,, 2011 India 127/219 Si
den Hartog et al., 2006 Prises 39/227 Sj
Bajos
TLR6 Taylor et al,, 2012 EE.UU 94/290 No
TLRS i
Verweij et al, 2016 Féa'tc’es 322/731 Si
ajos
den Hartog et al., 2006 Pa|§es 39/227 Si
Bajos

(Ct/n): casos de C. trachomatis/poblaciéon de estudio, (TLR+Ct): Asocia-
cion entre TLR y Ct (Si): asociacion estadisticamente significativa en el
estudio, (No): no se describe asociacion estadisticamente significativa en

el estudio.

Fuente: elaboracion propia.
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En cuanto a los estudios en los cuales se han tratado la posible
asociacion entre la frecuencia de un polimorfismo de los TLR (1, 2, 4,
6 vy 9) vy su relacion con la susceptibilidad a C. trachomatis, son esca-
sos los que han reportado una relacion entre estas variables, como se
observa en la tabla 3. No se encontraron abundantes investigaciones
en las cuales se evalué el mismo SNP en diferentes poblaciones, lo
gue permitiria corroborar la asociacion entre los SNP s con la infec-
cion a C. trachomatis o con aquellos individuos portadores asinto-
maticos, sin embargo, es de resaltar los estudios de asociacion para
el SNP rs4986790 (TLR 4), reportados con la misma nacionalidad, a
pesar que sus resultados son contradictorios, el estudio de este SNP,
en poblaciones con diferencias geograficas permitiria evidenciar la
posible asociacion del mismo y la susceptibilidad a la infecciéon por C.
trachomatis.

Tabla 3. SNP s asociados a la infeccién por C.trachomatis

Autores Pais  Asociacion
TR rs5743618 Taylor et al., 2012 EE.UU Si
rs5743817 Taylor et al,, 2012 EE.UU no
rs4833095 Taylor et al., 2012 EE.UU Si
TLRZ rs3804099 Taylor et al.,, 2012 EE.UU no
rs11938228 Taylor et al.,, 2012 EE.UU no
rs1898830 Taylor et al.,, 2012 EE.UU no
(s5743708 | Verweij et al, 2016 Eaa'?sss si
(s4696480 | Verwel et al, 2016 Fésaa;sfss ho
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Autores Pais Asociacion

LR rs192797 Taylor et al,, 2012 EE.UU Si
Verweij et al,, 2016 Pa|§es no

Bajos

rs4986790 )

den Hartog et al., 2006 Da@es Si

Bajos
TLRG rs1039559 Taylor et al.,, 2012 EE.UU no
rs5743810 Taylor et al.,, 2012 EE.UU no
rs11536889 Taylor et al., 2012 EE.UU no
rs5030728 Taylor et al.,, 2012 EE.UU no
TLRI 1 ec743836 | Verweij et al, 2016 Ples si

Bajos
(s352140 | Verweij et al, 2016 PEISES si

Bajos

Fuente: elaboracion propia.

En la tabla se encuentran 16 de los polimorfismos encontrados
en la revision del a literatura, los SNP de (TLR) Toll like receptor se ana-
lizaron en el 2012 al 2016, 7 (SNP) Polimorfismos de nucledtido simple
estan asociados a la infeccion por C. trachomatis.

Los Toll Like Receptor (TLR) estan
relacionados con diferentes
espondiloartropatias

Se reportan varias enfermedades articulares publicadas en la
base de datos Pubmed, asociadas con los Toll Like Receptor, como
espondiloartritis, artritis reumatoide, osteoartritis, artritis idiopatica,
espondilitis anquilosante, entre otras.
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Se pueden agrupar los resultados obtenidos entre aquellos TL-
R s con escasa evidencia de asociacion a espondiloartropatias, entre
estos se agruparon los TLR "s 1,3, 5 -10, como se observa en la figura 2.

Figura 2, parte 1. Espondilo artropatias mas frecuentes asocia-
dasaTLR s

Espondiloartropatias Espondiloartropatias
3 asociadas a tlrl asociadas a tlr3

&{9\6 {é{\\ 6\68
P a >
P N &
O Qoo -6@

<& &,;&\
?
Diagndsticos Diagndsticos

Espondiloartropatias Espondiloartropatias

asociadas a tIr5 asociadas a tlr6

Diagndsticos Diagndsticos
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Figura 2, parte 2. Espondilo artropatias mas frecuentes asocia-

dasaTLR s

Espondiloartropatias
asociadas a tir7

Diagnésticos

Espondiloartropatias
asociadas a tIr9

Diagndsticos

Asimismo, se ha reportado una escasa evidencia de asociacion
entre el TLR1y la inflamacion articular como la espondilitis anquilo-
sante, sin embargo, hay evidencias de asociacién con osteoartritis, es-
pondiloartritis y artritis reumatoide, ver tabla 4, y figura 2.

Tabla 4. TLR “s estan relacionados con diferentes espondiloar-

tropatia

TLRI

Pais TLR+A Diagnéstico
Zhang et al,, 2019 China no ESpo.nd'“t'S
anquilosante
Barreto et al., 2017 Finlandia Si Osteoartritis
Kragstrup et al, 2015 | Dinamarca Si Espondiloartritis
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TLR+A Diagnéstico
UER Tamaki et al., 2011 Japoén Si Artritis Reumatoide
Ospelt et al,, 2008 Suiza si Artritis Reumatoide
Zhang et al, 2019 China si alfwsqpfirods!ir:itse
Liu et al,, 2017 China Si Osteoartritis
Barreto et al.,, 2017 Finlandia Si Osteoartritis
Eser & Sahin, 2016 Turquia si Artritis Reumatoide
Lacerte et al,, 2016 Canada Si Artritis Reumatoide
Kragstrup et al,, 2015 | Dinamarca si Espondiloartritis
Savic et al.,, 2014 UK Si Artritis Reumatoide
Lee et al, 2014 Corea Si Artritis Reumatoide
Tz Nair et al., 2012 EE.UU Si Osteoartritis
Carrasco et al.,, 201 Brasil Si Artritis psoridsica
iiylies o igariel, India si Artritis idiopatica
201
Tamaki et al.,, 2011 Japoén Si Artritis Reumatoide
Ospelt et al,, 2008 Suiza Si Artritis Reumatoide
Candia et al., 2007 EE.UU Si Artritis Psoriasica
Varoga et al., 2006 Alemania Si Artritis Bacteriana
Pierer et al.,, 2004 Suiza Si ARy OA

89
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Diagnéstico
USRS Zhang et al,, 2019 China no Equndlhus
anquilosante
Barreto et al,, 2017 Finlandia Si Osteoartritis
Kragstrup et al, 2015 | Dinamarca no Espondiloartritis
Lee et al, 2014 Corea Si Artritis Reumatoide
Tamaki et al, 201 Japon si Artritis Reumatoide
TLRS Roelofs et al., 2009 Payses Si Artritis Reumatoide
Bajos
Ospelt et al,, 2008 Suiza Si Artritis Reumatoide
Roelofs et al., 2005 Dalses Si Artritis Reumatoide
Bajos
Zhang et al,, 2019 China Si ESand'“t'S
anqguilosante
Barreto et al,, 2017 Finlandia Si Osteoartritis
Eser & Sahin, 2016 Turquia no Artritis Reumatoide
Kragstrup et al,, 2015 | Dinamarca Si Espondiloartritis
Savic et al., 2014 UK Si Artritis Reumatoide
Lee et al, 2014 Corea Si Artritis Reumatoide
Nair et al., 2012 EE.UU Si Osteoartritis
VRS Carrasco et al.,, 201 Brasil no Artritis psoridsica
iiyles & rogariel, India Si Artritis idiopatica
2011
Tamaki et al.,, 2011 Japoén Si Artritis Reumatoide
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TLR+A Diagnéstico
LR Assassi et al., 2011 EE.UU Si Equndll|t|s
anquilosante
Ospelt et al,, 2008 Suiza si Artritis Reumatoide
Yang et al., 2007 China si Equndll|t|s
anquilosante
Candia et al., 2007 EE.UU no Artritis Psoridsica
Zhang et al., 2019 China si Equndll|t|s
anquilosante
Barreto et al,, 2017 Finlandia Si Osteoartritis
TLRS 1 Assassi et al, 2011 EE.UU si Esjpemellis
anquilosante
Tamaki et al., 201 Japon Si Artritis Reumatoide
Ospelt et al,, 2008 Suiza Si Artritis Reumatoide
Zhang et al,, 2019 China no ESand'“t'S
anqguilosante
Barreto et al., 2017 Finlandia Si Osteoartritis
ULRG Tamaki et al.,, 2011 Japon Si Artritis Reumatoide
Ospelt et al,, 2008 Suiza Si Artritis Reumatoide
Zhang et al,, 2019 China no ESpo.nd'“t'S
anquilosante
Barreto et al., 2017 Finlandia Si Osteoartritis
Roelofs et al,, 2009 Pal_ses Si Artritis Reumatoide
Bajos
ULR7 Ospelt et al,, 2008 Suiza no Artritis Reumatoide
Roelofs et al., 2005 PRles Si Artritis Reumatoide

Bajos

91



92 Diario de campo: Vol. 12 / Tomo 2

TLR+A Diagnéstico

ULR7 Zhang et al,, 2019 China no ESpO.nd'“t'S
anquilosante
ULRe Barreto et al,, 2017 Finlandia Si Osteoartritis
Ospelt et al,, 2008 Suiza no Artritis Reumatoide
Zhang et al,, 2019 China no ESpo.nd'“t'S
anquilosante
Barreto et al,, 2017 Finlandia Si Osteoartritis
Lacerte et al., 2016 Canada Si Artritis Reumatoide
TLR9 . . .
Kragstrup et al,, 2015 | Dinamarca no Espondiloartritis
Tamaki et al, 201 Japon si Artritis Reumatoide
Ospelt et al,, 2008 Suiza no Artritis Reumatoide
Zhang et al,, 2019 China Si Artritis Reumatoide
TLRIO Torices et al., 2016 Espana si Artritis Reumatoide
Ospelt et al,, 2008 Suiza no Artritis Reumatoide

TLRy asociacion a alguna espondiloartropatia. AR y OA: Artritis
Reumatoide y Osteoartritis.

Fuente: elaboracion propia.

Referente a los TLR3, 6, 7y 9, se encuentra escaso reporte de es-
tudios que asocian con patologias como osteoartritis, artritis reuma-
toide, ver figura 2. En todos los casos se han reportados con mayor
frecuencia estudios de asociacidon con artritis reumatoide, esto se
puede explicar debido que es una de las enfermedades autoinmunes
de mayor frecuencia en la poblacidn, por lo cual es de mayor interés
para la comunidad cientifica; sin embargo, es necesario el desarrollo
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de nuevos estudios que permitan evaluar posibles asociaciones con
otras espondiloartropatias de baja frecuencia y en otras poblaciones
en el mundo.

En lo referente a los TLR2 y 4, se ha encontrado mayor eviden-
cia de asociacion de estos TLR s, un mayor ndmero de enfermeda-
des como se observa en la figura 3, en el cual se evidencia para el TLR
2 enfermedades como espondilitis anquilosante, osteoartritis, artritis
reumatoide, artritis psoriasica, artritis idiopatica, artritis bacteriana y
espondilo artritis, donde se observa con mayor frecuencia las publica-
ciones que encuentran asociacion con artritis reumatoide, ver figura 3.

No se han reportado un ndmero tan amplio de enfermedades
asociadas con TLR4 en comparacion con TLR2, entre estas se encuen-
tra espondioartritis, artritis reumatoide, osteoartritis, artritis idiopatica
y espondilitis anquilosante, de las cuales la de mayor frecuencia es
artritis reumatoide, ver figura 3.

Figura 3. TLR 2 y 4 presentan mayor asociacion al desarrollo de
espondilo artropatias

Espondiloartropatfas Espondiloartropatfas
asociadas a TLR2 asociadas a TLR4

TLR2
TLR4

Diagnésticos Diagnésticos
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Se observa en la grafica que el diagnostico mas frecuentemente
asociado a TLR2 y TLR4 es artritis reumatoide.

El rol de TLR 4 en la respuesta inmune

El gen que codifica para el TLR4 se encuentra ubicado en el cro-
mosoma 9 banda g33.1 del humano, este estd altamente conserva-
dos desde Drosophila hasta el humano, y comparten similaridades
funcionales y estructurales, estos reconocen patrones moleculares
asociados a patdégenos y median la produccion de citoquinas, este
receptor estd involucrado en la sefalizacion de LPS, presente en las
bacterias Gram Negativas.

El complejo de reconocimiento de LPS esta compuesto por va-
rias proteinas que participan entre ellas y permiten dar inicio a la se-
Ralizacion intracelular, de la cual se produce una respuesta inflamato-
ria, las proteinas involucradas son la proteina de unioén a lipidos, CD14,
MD2, TLR4.

El LPS, es un componente glicolipido de la membrana externa
de las bacterias Gram negativas, esta compuesto de tres regiones
unidas de forma covalente: el lipido A responsable de la toxicidad,
tiene un nucleo oligosacarido compuesto por diez residuos sacari-
dos y en la region mas externa la cadena lateral O, altamente va-
riable y determina la especificidad antigénica del LPS, compuesta
de varias unidades repetidas de tetrasacaridos (Simpson & Martinez,
2010).

Las bacterias Gram Negativas presentan en su membrana ex-
terna LPS, el cual es procesado por la proteina de unién a LPS (LBP)
y CD14. La proteina LBP remueve el LPS de la membrana externa y
forma complejos conformados por LPS, LPB y CDl4s. Este complejo
entrega el LPS a CD14m desencadenando la sefalizacion de LPS, uni-
do este al CD14 es trasferido al complejo TLR4 -MD2, el cual posterior
oligomerizacion desencadena la sefal via TLR activando la respuesta
inmune (Miyake, 2004). (Figura 4).
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Figura 4. Reconocimiento innato de lipopolisacarido por el re-
ceptor tipo Toll 4-MD-2

Bacterias
Gram negativas
e o LBP
) e , LPS sCD14
L1
Olgomerizacion / \
LPS LPS <« LPS
‘ Tlr4-MD-2 mCD14
l INnteraccion con LPS

Respuesta de defensa inmediata
Activando la inmunidad adquirida

El rol de TLR 2 en la respuesta inmune

El gen que codifica para el TLR2 se encuentra ubicado en el cro-
mosoma 4932 en el humano, el cual esta altamente conservado des-
de Drosophila hasta el humano, y comparten similaridad funcional y
estructural, estos reconocen patrones moleculares asociados a patoé-
genosy median la produccion de citoquinas (Arancibia Zunino, 20006).

TLR2 se expresa en la microglia, células de Schwann, monocitos,
macrofagos, células dendriticas, leucocitos polimorfonucleares, célu-
las By células T, incluyendo células T reguladoras. En algunos casos,
se produce en un heterodimero, por ejemplo, se combina con TLR1 o
TLR6.
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Otras células en las cuales se expresa se encuentran, en el epite-
lio de los conductos de aire, alvéolos pulmonares, tubulos renales, y
capsulas de Bowman en corpusculos renales.

La vias de senalizacion mediadas por TLR2 comprenden la via
clasica, que involucra el reclutamiento de la proteina MyD88 y una
alternativa donde participa la Fosfoinositol 3-Quinasa (PI13K). A su vez,
los glucocorticoides (GCs) son moléculas que suprimen la inflama-
cion y la inmunidad adaptativa, que recientemente han sido repor-
tadas como potenciadoras de la expresion de ciertas moléculas de la
inmunidad innata, tales como el TLR2 (Thuong et al,, 2007).

Varios SNPs del gen TLR2 se han reportado asociados a diferen-
tes patologias, entre los mas frecuentes sobresalen, rs1898830, cono-
cido como -15607A / G que se asocia con la excreciéon vy la frecuencia
de la lesion de herpes viral simplex genital tipo 2 (Bochud et al., 2007) .
También se encuentra; rs3804099, conocido como T597C que ha sido
asociado con un mayor riesgo de meningitis tuberculosa (Thuong et
al, 2007). Ademas, una investigacion realizada por Park y colabora-
dores, estudid dos SNPs en conjunto, en el que reportaron un fuerte
efecto protector contra el desarrollo de la diabetes tipo 1 en una po-
blacion coreana (Park et al,, 2004). EI SNP rs 5743708 del gen TLR2 se
ha asociado a ARe, en un estudio realizado en 23 pacientes canadien-
ses con diagnostico de infeccion por Salmonella enteritidis, donde se
encontrd asociacion de ARe con la variante TLR2 rs 5743708.

Conclusiones

El estudio de enfermedades complejas requiere de la investiga-
cion, no solo de las interacciones entre el agente causal y el desarro-
llo de los sintomas en cada individuo, ademas de las multiples inte-
racciones entre la respuesta inmune del paciente y del patdégeno C.
trachomatis y a su vez, estan mediadas por el background genético
del paciente, es asi, gue multiples SNP “s, pueden hacerlo resistente
o susceptible a una enfermedad, en el caso de las infecciones por C.
trachomatis, no estad involucrado solamente en el proceso de la infec-
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cion aguda, sino que ademas la presencia de estas variables, pueden
predisponerlo al desarrollo de espondilo artropatias.

Aungue son escasas las evidencias de las asociaciones de algu-
nos de los SNP “s, con el desarrollo de estas patologias, es necesarios
fortalecer la continua busqueda de SNP “s asociados a otras espondi-
loatropatias diferentes a Artritis reumatoide, la cual es la que se diag-
nostica con mayor frecuencia.

Otras de las areas de desarrollo es continuar la busqueda de es-
tos SNP “s en otras poblaciones, ya que las frecuencias alélicas varian
entre las diferentes etnias y agrupaciones humanas en el mundo. Es-
tas investigaciones, permitiran brindar a la comunidad cientifica un
mayor entendimiento de las interacciones del patégeno C. tracho-
matis, y la respuesta inmune (moderada por la herencia genética del
individuo), ademas de las posibles interacciones con el ambiente, es
asi, que el entendimiento de las enfermedades complejas debe abar-
car la comprension de todas las interacciones del individuo.
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Introducciéon

En la actualidad se utilizan métodos fisicos y quimicos para me-

dir el impacto que tienen los téxicos sobre los recursos no renova-
bles, sin embargo, es necesaria la implementacion de modelos biold-
gicos que permitan establecer aproximacion mas real de los efectos
adversos de estos compuestos tdxicos sobre los ecosistemas (Boyd,
McBride, Rice, Snyder & Freedman, 2010). En las Ultimas décadas se
han desarrollado estudios empleando al nematodo Caenorhabditis
elegans (C. elegans) como modelo Util en el monitoreo de toxicos a
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Texto resultado del proyecto: Analisis del efecto de aguas contami-
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nivel ambiental, lo cual amplia los campos de investigacion, facilita
el analisis y comprension de los mecanismos de accion de los toxi-
Cos que se pueden encontrar en muestras de agua; ademas, permite
comprender algunos mecanismos de patologias humanas como las
enfermedades neurodegenerativas, por su homologia con el huma-
no y facil analisis de sus caracteristicas fisioldgicas (Banse, Blue, Ro-
binson, Jarrett, & Phillips, 2019; Betzel & Bassett, 2017; Zecic, Dhondt, &
Braeckman, 2019; Parada-Ferro, et al.,, 2017 ).

La cepa transgénica de C. elegans TJ356 lleva la proteina GFP
fusionada al gen DAF-16 ortélogo del factor de transcripcion FOXO,
responsable de activar genes involucrados en la supervivencia y las
respuestas al estrés oxidativo, en el nematodo, lo que permite eviden-
ciar el efecto téxico de algunos compuestos. EI comportamiento de
este nematodo esta dado por multiples mecanismos de sefalizacion
y respuesta, entre los cuales son importantes los procesos de sintesis
y de liberacion de moléculas, asi como la integridad celular y las com-
plejas interacciones que ocurren en el organismo; este conjunto de
procesos integrados, puede verse afectado por un amplio espectro de
sustancias quimicas (Anbalagan et al, 2013; Dutilleul, Goussen, Bon-
zom, Galas, & Reale, 2015; Henderson & Johnson, 2001).

Ademas, se ha demostrado que los nematodos poseen criterios
fenotipicos sensibles comparables con los de otros organismos, que
permiten realizar ensayos de toxicidad para analizar los riesgos po-
tenciales de quimicos, metales pesados y pesticidas (Ali & Rajini, 2012;
Hoss et al, 2013). Actualmente se han disefado cepas transgénicas
de C. elegans con genes reporteros que facilitan su utilizacion en el
ambito de la toxicologia ambiental, permitiendo evidenciar los efec-
tos de sustancias a estudiar, como lo son las respuestas al estrés in-
ducidas por pesticidas y extractos organicos de los suelos y el agua
(Anbalagan et al,, 2013; Dutilleul et al,, 2015). Un transgénico relevante
es la cepa TJ356 que lleva la proteina GFP fusionada a DAF-16 dirigida
por 6kb de su promotor (Henderson & Johnson, 2001), lo que permi-
te evaluar el efecto tdxico de compuestos presentes en el suelo y los
cuerpos hidricos, por lo cual seria de utilidad para determinar el perfil
toxicoldgico de aguas contaminadas.
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Generalidades de C. elegans

C. elegans es un nematodo pequeno y de vida libre, propuesto
en 1963 por Sydney Brenner al Laboratorio de Biologia Molecular del
Consejo de Investigacion Médica (LMB), desde entonces ha sido utili-
zado como modelo biolégico para comprender el desarrollo y correc-
to funcionamiento del sistema nervioso. Tiene un ciclo de vida rapido,
aproximadamente 3 dias a 25 °C, desde el huevo hasta el adulto que
pone huevos, y existe principalmente como un hermafrodita auto-
fecundado; aunque los machos se encuentran con una frecuencia
<0.2 %, debido a que poseen un numero determinado e invariable de
células somaticas, ha sido posible esquematizar por completo su lina-
je celular y realizar los denominados mapas de cableado mas com-
pletos de cualquier sistema nervioso.

Caracteristicas del modelo

El modelo C. elegans es un nematodo de via libre perteneciente
a la familia Rhabditidae, la cepa silvestre es denominada N2y cuenta
con caracteristicas que lo convierten en un buen modelo para realizar
diferentes estudios:

Posee 959 células somaticas y 302 neuronas.
Una doble diferenciacion sexual: hermafrodita y macho.
Aproximadamente un milimetro de longitud.

Posee |la capacidad de adaptarse a diversas condiciones en el
laboratorio, facilitando su crecimiento sobre placas de Petri
en medio Nematode Growth Medium (NGM), en presencia
de bacterias Escherichia coli OP50 (Zecic et al., 2019).

Un lapso de vida entre dos y tres semanas.

Es observable al microscopio optico (Mufioz, 2014).
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Produccion de aproximadamente 300 progenies por autofe-
cundacion y hasta 1000 progenies por reproduccion cruzada
(entre un hermafrodita y un macho).

Puede colocar de 200 a 300 huevos, que pueden llegar a su
fase adulta en dos dias.

Posee aproximadamente 19.000 genes y 97 mega bases en
su material genético completamente secuenciado.

Sus 6rganos de reproduccion (génadas) son de tamaho con-
siderable permitiendo el analisis de procesos relativos a la or-
ganogénesis, proliferacion celular, meiosis y embriogénesis
(Munoz, 2014).

Descripcion del ciclo de vida de C. elegans

El ciclo de vida de C. elegans es un proceso conformado por dos
fases principales: embrionaria y post-embrionaria. Es asi como 14 ho-
ras después de la fertilizacion, el huevo se abre y procede al desarrollo
con cuatro estados larvarios separados por mudas (Boticario & Cas-
cales, 2009). En su etapa de adulto, 131 células mueren por apoptosis,
dejando como resultado final 959 células somaticas. Después de rea-
lizar un pase la mayor puesta de huevos por parte del nematodo se
produce en un lapso de cuatro dias y finaliza aproximadamente a los
cinco difas (Laos, 2011). El ciclo de vida de este nematodo inicia con el
apareamiento, ya sea por autofecundacion (para los hermafroditas), o
copulacion entre macho (X0O) y hermafrodita (XX); desarrolldandose la
fase embrionaria.

La fase embrionaria (huevos) tiene una duracion de 12-14 horas,
con untamafiode 0,5 um, presentando fase gastrulacion y formacion
de la larva ondulada. La fase larvaria inicia con el estadio L1 caracte-
rizandose por un tamano corto, presentando érganos diferenciados,
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pero funcionalmente inmaduros y poco visibles, luego de 12 horas se
desarrolla el estadio L2, el cual manifiesta un aumento de compleji-
dad morfoldgica. Al cabo de 8 horas inicia el estadio L3, mostrando
un desarrollo diferenciado a nivel del sistema reproductivo, siendo vi-
sibles la mayoria de 6rganos. El estadio L4 tiene lugar a las 16 horas,
aumentando su longitud, ademas de la visibilidad del Utero donde se
desarrollaran los huevos. El nematodo llega a su estadio adulto joven
a las 10 horas, siendo fértil y competente a nivel reproductivo durante
los primeros 6 dias del estadio; siguiendo su etapa de adulto, alcan-
zando la madurez maxima hasta finalizar el ciclo de vida (Fielenbach
& Antebi, 2008). (Figura 1).

Figura 1. Ciclo de vida de C. elegans

% | :' L’ :
Huevo _\ B

Adulto
Ciclo de vida C. elegans
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L4 L3

Se observan la fase embrionaria: desde la fecundacion hasta la eclo-
sion del huevo; y la fase post-embrionaria: larva L1 a L2 (duracién de
12 horas), Larva L2 a L3 (duracion de 8 horas), Larva L3 a L4 (duracion
de 16 horas), y Larva L4 a adulto (duraciéon de 10 horas). Fotografias
tomadas y esquema elaborado por integrantes del Grupo Biotec-
nologia y Genética UCMC.



Capitulo Iv

En el primer estadio de larva L1, con una longitud de 250 um, se
da un minimo consolidamiento del sistema nervioso, con el estable-
cimiento de cinco clases de neuronas motoras: VAN, VBN, VCn, ASn,
VDn a partir de trece (13) precursores (W, P1-P12). Ademas, cabe resal-
tar que durante la segunda mitad del estadio, se inician el desarrollo
de las gébnadas somaticas, a partir de precursores (Z1y Z4), que dan
origen al2 célulasen el hermafrodita y 10 células en el macho; los pre-
cursores de la linea germinal (Z2 y Z3), inician una serie de divisiones
sucesivas (hasta la edad adulta), con el fin que en el estadio L3y L4 se
dé lugar a la vulva (Alberts B, Johnson A, Lewis J, & col., 2002).

El segundo estadio es la larva L2, en el cual el nUmero de divisio-
nes es minimMo, con respecto al sistema nervioso G2, origina dos neu-
ronas del ganglio ventral; en cuanto al sistema reproductor las células
“hijas (Z2y Z3)", permanecen en continua division hasta llegar aproxi-
madamente a cuadruplicarse (Figura 2). Al final del estadio se inicia
reordenamiento celular estableciéndose limites entre las células ger-
minales y somaticas. “La gdénada comienza a alargarse, liderada por
las células DTC" (Wormatlas, 2015).

Figura 2. Células germinales. Tomada por integrantes
del Grupo Biotecnologia y genética UCMC

Células germinales

13
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El tercer estadio es la larva L3, en el que el sistema reproductor,
conformado por espermatecas, Utero y vainas gonadales, se encuen-
tran constituidas por un total de 143 células. La especificidad es mayor
en células precursoras vulvares, que al dividirse originan las células
vulvares terminales. Los precursores del musculo sexual (mioblasto)
se dividen originando 16 células. En la larva macho las gdnadas, vesi-
cula seminal y conductos deferentes son constituidos por 53 células
somaticas generadas a partir de blastos somaticos especificos (Al-
berts et al., 2002).

El cuarto estadio es la larva L4, en el cual se complementa la go-
nadogénesis, los espermatozoides se originan a partir de las células
germinales por medio de la diferenciacion, al finalizar dicho proceso
las demas células germinales sin migrar se diferencian en ovocitos.
En laslarvas macho los mesoblastos del linaje M dan origen a 41 mUs-
culos sexuales. Las células del recto forman la proctodeo que contie-
ne las espiculas (Wormatlas, 2015). Finalmente, se genera la punta re-
donda de la cola caracteristica del adulto.

El dltimo estadio es la larva adulta, el periodo de vida de un adul-
to normal es de 10-15 dias, después de los 3-4 de dias fértiles de pro-
ducir ovocitos (Tabla 1).

Tabla 1. Vida fértil y reproductiva de larvas adultas

Dias fértiles y

Forma de >
e o numero de
fertilizacion )
progenie
Hermafrodita Autofertilizacion 300 progenies
Hermafrodita — Apareamiento macho- )

macho hermafrodita 12081400 (eregenies

Macho - Apareamiento macho- Ag?jrgzmrlggzocg ngaonote
hermafrodita hermafrodita P

progenies

Fuente: elaboracion propia.

Es caracteristico que se expresen genes exclusivos de cada etapa,
permitiendo los cambios fenotipicos especificos como la cuticula lar-
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val, caracteristica en cada estadio larval, formacion de tejidos y tipos
celulares.

Cuerpo de C. elegans en machos y
hermafroditas

La forma del cuerpo de los adultos, al igual que la de otros nema-
todos es de forma cilindrica, no segmentado, que se estrecha hacia los
extremos de su cuerpo; posee un tubo exterior y posteriormente un
tubo interior separados por un espacio pseudocelomico (Laos, 2011).

La anatomia de los dos sexos del C. elegans, difieren en la dispo-
sicion de la gdnada y en la cola, estas diferencias se establecen pre-
dominantemente durante el desarrollo post embrionario. La génada
de los C. elegans macho es un tubo simple abierto a la cloaca, cerca
de la cola; en los C. elegans hermafroditas la génada tiene 2 I6bulos
simétricos (uno se extiende hacia la parte anterior y el otro hacia la
parte posterior), con abertura simple en el Utero, localizado en la vulva
(figura 3) (Alberts et al,, 2002; Hansen & Pilgrim, 1999).

Figura 3. Ciclo de vida de C. elegans
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Los hermafroditas y los machos difieren notablemente en el
tamanfo corporal generaly enlas estructuras como la génada
y la cola somaticas. Elaborado por Andrea Viviana Gualteros.
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C. elegans y toxicologia

Los bioensayos de toxicidad en C. elegans fueron descritos por Wi-
lliams et al, en 1990, como pruebas reales para evaluar el deterioro de
los ecosistemas; con las cuales se obtienen resultados confiables acer-
ca de la afectacion de la estructura y funcion de los mismos, junto con
las consecuencias que presentan los seres vivos que interactUan en el
ambiente. Para determinar dicha afectacion se hace uso de inverte-
brados que proporcionan gran cantidad de informacion toxicolégica.

Para calcular la utilidad de C. elegans en el estudio de la ecotoxi-
cidad acuéatica, Williams y colaboradores analizaron 14 sales de me-
tales solubles en agua con alta incidencia producto de los residuos
industriales, con el objetivo de determinar la Dosis Letal 50 (DL50) y
establecer una base de datos toxicoldgicos para cada metal y compa-
rarlos con documentos de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
(Williams & Dusenbery, 1990), determinando gque los metales: mercu-
rio, plomo, cobre, zinc y cadmio pueden inducir una respuesta de es-
trés liderado por el aumento de B-galactosida, enzima informadora
de estrés. Para detectar el aumento de la misma se puede hacer uso
de métodos colorimétricos y pruebas histoquimicas que aumentan
la sensibilidad de los bioensayos en comparacion con las pruebas de
letalidad (Peter, Candido, & Jones, 1996).

En 1998 se generaron los primeros graficos de control de labo-
ratorio en cuanto a pruebas de toxicidad en cuerpos acuaticos ha-
ciendo uso del nematodo, los resultados se obtuvieron tras la reali-
zacion de pruebas de letalidad durante 24 horas y 48 horas, ademas
se restringe el alimento para el grupo de las 24 horas. Los resultados
obtenidos determinaron la sensibilidad, reproducibilidad y credibi-
lidad del organismo para evaluacion toxicoldgica; por otra parte, se
estandarizo el procedimiento para realizar este tipo de pruebas toxi-
coldgicas de 24h y 48h con C. elegans (Baer, 1996). El siguiente paso
para evaluar las afecciones, que puede presentar el nematodo tras la
exposicion al toxico, se determind en 1999 con Dhawan et al,, quienes
le dieron un nuevo enfoque a la investigacion ecotoxicoldgica en C.
elegans, calculando y comparando la supervivencia, reproduccion y
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comportamiento del mismo; con los resultados obtenidos se pudo
precisar que la reproduccion y el comportamiento son indicadores de
toxicidad mucho mas sensibles que la letalidad (Dhawan, Dusenbery
& Williams, 1999).

Este nuevo mecanismo de analisis dio la posibilidad de estable-
cer nuevos ensayos entre los cuales Gary et al, en 2002, destacaron
crecimiento, alimentacion, reproduccion y movimiento. Los resulta-
dos demuestran gque la ingesta de toxicos via oral desencadena pa-
tologias asociadas al tubo digestivo, que provocan la pérdida del ape-
tito por parte del nematodo y como consecuencia de ello se sugiere
la alteracion de las pruebas conductuales elegidas para este estudio
(Anderson, Boyd & Williams, 20071).

Por otro lado, en 2004, se evalud el comportamiento locomotor
del nematodo enfrentado a tres clases de quimicos: pesticidas orga-
nicos, solventes organicos y, metales pesados; la reduccion del movi-
miento se vio afectada o no dependiendo el quimico y concentracion
de exposicidon. Segun las observaciones correspondientes a la reduc-
cion del movimiento en el 50 % de la muestra, se determind que los
guimicos que reducen el indicador con mayor efectividad eran aque-
llos considerados como neurotoxicos: levamisol, mebendazol, etanol,
acetona y metales pesados (Anderson, Cole & Williams, 2004).

En 2008 se establecieron nuevos puntos de analisis por Harada
et al, en los que se incluyen alteracion de ultraestructuras, induccion
de la proteina del estrés y cambio en la longitud corporal; ademas se
evaluaron los efectos créonicos o a largo plazo de exposicion en cuanto
a reproduccion y crecimiento, ya que los organismos en los ecosiste-
mas mantienen un contacto prolongado o permanente con los toxi-
cos, los cuales pueden ingresar por medio de la alimentacion (Hara-
da, Kurauchi, Hayashi & Eki, 2007).

Luego que Williams et al., determinaran que agentes como el
mercurioy plomo inducen una respuesta en el nematodo consecuen-
te a la toxicidad, Du et al, en 2009, corroboraron el dafno provocado
mediante el seguimiento conductual, poniendo de manifiesto un
comportamiento locomotor anormal conocido como encogimiento,
lo cual sugiere la afeccion directa de las neuronas GABAérgicas, ya
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gue son las encargadas de la sinapsis relacionada con estimulos de
movimiento; esto se evidenciod con la pérdida de la continuidad axo-
nal visible gracias a la proteina verde fluorescente (Du & Wang, 2009).
En Colombia, Bautista y colaboradores (2004), describieron la
problematica medioambiental de las curtiembres ubicadas en el
corredor Villapinzén-Choconta, debido a que estan ubicadas 12 ki-
l6metros después del nacimiento del Rio Bogota, convirtiéndose en
el primer foco de contaminacion; también se presentan las posibles
soluciones para resolver la problematica. Para este aho el principal
problema data de la obtencion de cueros poco tecnificados y artesa-
nalmente producidos, sin tener en cuenta el daflo ambiental que se
genera, por ejemplo, durante los procesos quimicos no hay control
de dosificacion y/o pesaje de insumos, asi como el vertimiento de re-
siduos que son arrojados al Rio Bogota, afectando el cuerpo de agua
en un 20.6 %, las aguas subterraneas 11.6 % y el aire un 12 % (Bautista,
2004). En vista de los resultados de contaminacion se generan estra-
tegias de planeacion que tratan de mitigar dicho impacto y organi-
zar el gremio para obtener la legalizacion del trabajo, los permisos
ambientales como consecuencia de la instalacion de una planta uni-
ca de tratamiento de aguas mixtas para todo el sector y el estableci-
miento del Parque Industrial donde cumplan con la utilizacién de los
Sistemas de Gestion Ambiental Industrial y las normas I1SO 14000.

Toxicologia ambiental en el modelo de C.
elegans

La toxicologia ambiental ha tomado relevancia desde hace varias
décadas, por lo cual el uso de organismos modelos para analizar los
efectos de los contaminantes en el medio ambiente se ha converti-
do en una alternativa Util. Los mas empleados son los invertebrados,
debido a que los ecosistemas en su mayoria se encuentran confor-
mados por este tipo de organismos, debido a que el 97 % de todas
las especies animales son invertebrados (McClellan-Green, Romano
& Oberdorster, 2007), ademés su sistema endocrino tiene rasgos y /
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0 vias comparables a los observados en organismos superiores, en
cuanto a procesos COMo Mecanismos toxico-cinéticos (absorcion y
eliminacion, metabolismo v fisiologia) y puntos finales toxicolégicos
(supervivencia y comportamiento, asi como morfologia y desarrollo)
como lo describen McClellan-Green y colaboradores. (2007).

Uno de los invertebrados mas empleados en y toxicologia am-
biental es el nematodo C. elegans, por sus caracteristicas como su
facil mantenimiento en el laboratorio, corto ciclo de vida, fenotipos
observables, facil manipulacion genética y genoma bien caracteriza-
do que permite la deteccidn de objetivos moleculares de toxicidad en
el genoma y asi evaluar la toxicidad de nuevos productos quimicos,
como lo establecen Leung y colaboradores (2008).

Para el uso de C. elegans en el dambito de la toxicologia se han es-
tablecido métodos, que permiten determinar los efectos de los com-
puestos toxicos en el fenotipo del nematodo, como la cuantificacion
de la capacidad reproductiva, la cual tiene correlacion con la letalidad
en roedores, permitiendo sugerir que este ensayo puede ser Util para
predecir la toxicidad potencial de los gquimicos como lo describen en
su estudio Boyd y colaboradores en 2010. También se ha analizado
la elaboracidon de nuevos medios para los estudios de toxicologia y
nanotoxicologia para medir los efectos de los compuestos quimicos
en el agua y los suelos, debido a que representan mejor la estructura
y las condiciones naturales, ademas de permitir la modificacion de
parametros relevantes y ofrecer la posibilidad de realizar estudios de
toxicidad en diversas condiciones incluyendo ensayos estables con
nanoparticulas como ha sido demostrado por Tyne y colaboradores
(2013).

C. elegans también ha sido empleado para monitorear la calidad
de aguas oceanicas y continentales demostrando gran utilidad. En
aguas oceanicas C. elegans ha sido empleado para determinar la toxi-
cidad de dispersantes quimicos como, por ejemplo, el Corexit 9500 A
(compuesto por propilenglicol y dioctil sulfonuccinato de sodio como
detergente) utilizado en derrames de petroéleo, del cual se ha demos-
trado que potencia los efectos adversos del petréleo crudo en la re-
produccion de nematodo C. elegans, por medio de la apoptosis de
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células germinales inducida por CEP-1, ademas el anti - apoptdtico
ced - 9/ Bcl-2 se activa en respuesta al aumento de la muerte celular,
como lo describe Bolt (2014).

En aguas continentales C. elegans es Util en la determinacion de
la calidad de agua por medio de analisis eco-toxicoldgicos que per-
miten realizar la evaluacion integrada de la calidad del agua. En el es-
tudio realizado por Clavijo y colaboradores (2016), fue seleccionada La
Cuenca del Rio Tunuyan (Provincia de Mendoza, Argentina) como un
sistema de control de agua tradicional representativo para probar la
aplicabilidad del bioensayo toxicolégico con C. elegans, permitiendo
concluir que los estudios tradicionales de calidad del agua no predi-
cen los posibles efectos téxicos en los organismos vivos y los bioensa-
yos con el nematodo permiten obtener con mayor exactitud un perfil
toxicoldgico del agua (Clavijo et al,, 2016).

En Colombia Tejeda-Benitez y colaboradores (2016), utilizaron
C. elegans para determinar el perfil toxicoldgico del Rio Magdalena,
para esto se evaluaron los sedimentos del rio en puntos especificos,
determinando la supervivencia, la locomocion y el crecimiento de las
cepas de tipo salvaje y transgénicas de C. elegans. Los resultaron evi-
denciaron metales pesados (cadmio, plomo, cobre y niquel) en altas
concentraciones, ademas de observarse alteracion de la superviven-
Cia, crecimiento, locomocion y expresion génica en los genes mtl-2,
sod-4 y gst-1 del nematodo. Concluyendo que el cadmio y el plomo
fueron los metales que se asociaron principalmente con la toxicidad
de los sedimentosyy, los sitios de muestreo con la mayor alteracion en
la expresion génica en C. elegans fueron Barrancabermeja y Girardot
(Tejeda-Benitez, Flegal, Odigie & Olivero-Verbel, 2016).

C. elegans, permite el estudio de los efectos de los metales pe-
sados, como fue demostrado en el estudio de Luz y colaboradores
(2017), quienes, mediante analisis de la funcién mitocondrial como la
fision, la fusion y la mitofagia que son procesos interrelacionados que
regulan la forma, el nUmero y el tamano mitocondrial, asi como la
actividad metabdlica y la respuesta frente a sustancias como los me-
tales pesados, que alteran la funcion mitocondrial, al afectar los genes
gue la modulan, los cuales son DRP1 en la fision, MEN2 y OPAI en la
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fusion y PINK1y PARK2 en la mitofagia. En los resultados se evidencio
que el arsénico interrumpe el metabolismo del piruvatoy la actividad
del ciclo de Krebs que conlleva al déficit mitocondrial (Luz et al., 2017).
Por las propiedades mencionadas de C. elegans, es considerado
una especie de nematodos representativa para pruebas de toxico-
logfa en aguas dulces como lo establecid Haegerbaeumer y colabo-
radores en su estudio (2018), en el que fueron comparados diversos
nematodos evaluando la sensibilidad al estrés quimico, empleando
nueve tratamientos quimicos diferentes, incluidos los metales y los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) durante 48 h. C. elegans
fue ligeramente menos tolerante a los metales, pero mas tolerante
a los HAP, lo cual es una respuesta caracteristica de las especies de
nematodos de agua dulce (Haegerbaeumer et al,, 2018).
Actualmente ha tomado relevancia la epigenética ambiental y C.
elegans se ha convertido en un modelo para la toxicologia ambien-
tal, en particular para el estudio de la genotoxicidad quimica y la in-
fluencia ambiental en el epigenoma; ademas de permitir el analisis
de los estimulos quimicos exdgenos en la regulacion transcripcional,
la reprogramacion epigenética del desarrollo, la memoria y herencia
epigenética; como lo establecen Weinhouse y colaboradores (2018).
Por otro lado, se han elaborado cepas transgénicas de C. elegans
con proteinas marcadas con GFP Utiles en la investigacion de res-
puestas al estrés, inducidas por compuestos toxicos (como pesticidas
y residuos organicos) en aguas y suelos, como se evidencia en el es-
tudio realizado por Anbalagan y colaboradores (2013), en el cual son
utilizadas 24 cepas con informadores de GFP que representan cuatro
vias diferentes de respuesta al estrés en C. elegans, se concluyd que
los principales toxicos presentes en estas muestras de agua son de
naturaleza metalica y que los extractos organicos de suelo tuvieron
efectos insignificantes en la expresion de genes y de manera similar,
varios pesticidas tuvieron poco efecto en la expresion de un transgén
constitutivo myo-3 :: GFP (Anbalagan et al., 2013).
Dentro de las cepas transgénicas informadoras de GFP se en-
cuentra la TJ356, que tiene el gen daf-16 marcado con GFP y codifica
para el factor de transcripcion DAF- 16, el cual se caracteriza por in-
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tervenir y regular respuestas ante procesos de estrés en el nematodo,
como lo ha descrito en su estudio Kampkotter y colaboradores (2007),
quienes analizaron los efectos protectores de los flavonoides Kaemp-
ferol y Fisetina sobre C. elegans. Ambos flavonoides aumentaron la
supervivencia, redujeron la acumulacion de especies reactivas de oxi-
geno (ROS) intracelular y disminuyeron el estrés oxidativo (Kampko-
tter et al, 2007). Resultados similares se evidenciaron en el estudio
realizado por Havermann y colaboradores (2014), donde se evaluaron
los efectos del fenetiléster del acido cafeico en la acumulacion de es-
pecies reactivas de oxigeno y la modulacion de las vias activas redox
SKN-1y DAF-16 en C. elegans. El fenetiléster del acido cafeico ejercio
un fuerte efecto antioxidante, disminuyo los niveles de ROS, incre-
mento la resistencia al estrés del nematodo contra el estrés térmicoy
prolongd su vida media; modulando la via DAF-16 (Havermann, Cho-
volou, Humpf, & Watjen, 2014).

Finalmente, contaminantes toxicos como el Arsénico, disminu-
yen significativamente la vida Util, la frecuencia de defecacion, favo-
rece la acumulacion de lipofuscina intestinal, incrementa peroxida-
cion de lipidos y aumenta los niveles de ROS intracelular de forma
dependiente de la edad en C. elegans;, demostrando que el arsénico
acelera el proceso de envejecimiento en el cual el factor de transcrip-
cion DAF-16 juega un papel regulador, como lo describe Yu y cola-
boradores (2016). Por lo cual la cepa TJ356 que permite visualizar el
comportamiento de la proteina DAF-16 por medio de fluorescencia,
evidencia con mayor claridad los efectos de los compuestos toxicos
en cuerpos hidricos.

Cepa constitutiva TJ356 de C. elegans

La cepatransgénica TJ356de C. elegans zIs356 (daf-16:CFP+rol-6),
crece, se reproduce lentamente y es mas resistente al estrés (Hender-
son & Johnson, 2001). Transgénico integrado por irradiacion gamma
extracromosomal (Ex daf-16:GFP). Esta cepa transgénica tiene el gen
daf-16, ortdlogo de Forkhead Box Clase O (FOXO) familia de factores
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de transcripcion (Sanadhya et al., 2018), marcado con GFP. El gen daf-
16 codifica para la proteina DAF-16 que normalmente se localiza en
el citosol, en condiciones de estrés (estrés oxidativo principalmente)
se activa y es importada al nucleo donde induce la transcripcion de
genes relacionados con el estrés, metabolismo y longevidad (Figura
4) (Hartwig, Heidler, Moch, Daniel, & Wenzel, 2009; Sobeh et al,, 2017).

Figura 4. Localizacion de la proteina DAF-16 en la cepa TJ356

A. Se observa la localizacion ci-
tosolica de la proteina DAF-16
en condiciones normales. B. Las
flechas sefialan la localizacion
nuclear de la proteina DAF-16 en
condiciones de estrés. Fotogra-
fias tomadas por los integrantes
del Grupo Biotecnologia y Ge-
nética UCMC.

La locomocion en rodillo es una de sus caracteristicas de esta
cepa transgénica, debido a que es portador del alelo dominante rol-
6, que produce un fenotipo de rodillo, en el cual el gusano retuerce
el cuerpo en una hélice diestra, ademas su desplazamiento es lento,
dirigido por la cabeza y la zona anterior de su cuerpo (Figura 5) (Cai,
Phong, Fisher, & Wang, 2011; Corsi, Wightman, & Chalfie, 2015; Lin &
Chuang, 2017).
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Figura 5. Fenotipo rodillo en C. elegans. Fotografia tomada por
integrantes del Grupo Biotecnologia y genética UCMC

Durante el proceso de expresion génica el gen daf-16 produce
tres transcritos diferentes: al, a2,y b, que codifican un factor de trans-
cripcion (Figura 6) (Henderson & Johnson, 2001). Las lineas continudas
representan el ADN gendmico, las lineas discontinuas representan los
intrones empalmados, las cajas blancas representan las regiones no
traducidas 5'y 3, las cajas azules claras indican los exones que codi-
fican el dominio de la cabeza de la horquilla y las cajas verdes repre-
sentan los exones que codifican la proteina fluorescente verde (GFP)
(Henderson & Johnson, 20071).
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Figura 6. Esquema del gen daf-16. Esqguema grupo Biotecnolo-
giay Genética UCMC
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En C. elegans daf-16 esta regulado negativamente por una via de
sefalizacion similar a la insulina, por medio de la serina-treonina qui-
nasa AKT / PKB, que fosforila residuos especificos de serina / treonina
en proteinas similares a DAF-16; conllevando a la exclusion nuclear y
asiinhibir la funcion de DAF-16 (Figura 7) (Henderson & Johnson, 2001).

DAF-16 puede servir como un interruptor para alterar la asigna-
cion de recursos en respuesta a un entorno cambiante. La activacion
de DAF-16 es inhibida por la sefalizacion similar a la insulina en res-
puesta a la disponibilidad de alimentos. El estrés puede inhibir la se-
falizacion similar a la insulina o activar directamente DAF-16 0 ambos.
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Figura 7. Regulacion de daf-16. Esquema grupo Biotecnologia
y Genética UCMC
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En condiciones normales, DAF-16 se localiza en el citosol (favore-
ce la reproduccion y el crecimiento), ya que se inhibe su entrada en
el nucleo por daf-2 y akt-1/akt-2, ambos componentes de la sefaliza-
cion similar a la insulina en nematodos (Henderson & Johnson, 2001).
Sin embargo, bajo condiciones desfavorables, tales como inanicion,
calor, estrés oxidativo, obstaculos en el crecimiento o reproduccion,
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cuando se requiere reparacion y mantenimiento celular y/o genéti-
co, DAF-16 se traslada al nucleo para iniciar la transcripcion de una
gran cantidad de genes involucrados en el respuesta al estrés, meta-
bolismo y longevidad; retrasando la reproduccion y el crecimiento, al
tiempo que aumenta la resistencia al estrés (Henderson & Johnson,
2001 Sanadhya et al, 2018), por lo cual se ha considerado que DAF-
16 asigna recursos y modula respuestas ante entornos cambiantes
(Henderson & Johnson, 20071).

DAF-16 :: GFP es visible desde la etapa embrionaria antes de la
eclosion y asi permanece durante todo el ciclo de vida del nematodo,
expresandose en todas las células (predominante en células neuro-
nales) con excepciéon a las que componen la faringe (Henderson &
Johnson, 2001). Se ha descrito que DAF-16 contribuye a la prevencion
o reparacion del dafo macromolecular oxidativo, al ser esencial para
la expresion maxima de HSP-16, ctl-1, ctl-2 (isoformas de catalasa) y
sod-3 para una Superéoxido Dismutasa (SOD) (Hartwig et al., 2009).

En los procesos de estrés de C. elegans se caracteriza la interven-
cion de las proteinas de choque térmico (HSP), especificamente HSP-
16.2, la cual ha permitido determinar la capacidad de soportar estrés
térmico por parte del nematodo, pues se ha sugerido que su meca-
nismo de accion se basa en reducir el estrés al incrementar la con-
centracion de glutation reducido (GSH) por medio del aumento de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en la generacion NADPH a través
de la GSSG-reductasa como modulador redox. Ademas se ha identifi-
cado que la funcion de HSP-16.2 en la resistencia al estrés se encuentra
involucrado en la via de sefalizacion de insulina / IGF-1, la cual es deter-
minante de la longevidad en C. elegans (Hartwig et al,, 2009).

Conclusiones

C. elegans por sus versatiles caracteristicas es sensible a la ex-
posicion de una gran gama de sustancias, adoptando cambios que
son perceptibles a nivel fisioldgico y pueden ser detectados desde la
experimentacion basica como la observacion, hasta ambitos de alta
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complejidad como protedmica, metaboldémica y epigenética. Adicio-
nalmente, el surgimiento de cepas transgénicas que evidencian cam-
bios fisioldgicos y en la expresion génica por medio de reporteros uni-
dos a genes o proteinas de interés, facilitan la identificacion en menor
tiempo de las alteraciones generadas durante la exposicion del ne-
matodo a diversas sustancias y metabolitos. Teniendo en cuenta los
criterios mencionados, C. elegans y sus cepas transgénicas como la
TJ356 son Utiles como modelo de investigacion in vivo en toxicolo-
gila ambiental, en la cual se incluye el analisis de suelos, sedimentos y
cuerpos hidricos.
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