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Editorial

Parasitismo intestinal y su relacion con el saneamiento ambiental y las condiciones sociales en
Latinoamérica y el Caribe

Las parasitosis intestinales por helmintos y protozoarios constituyen unas de las enfermedades mas
ampliamente diseminadas en el mundo y en Latinoamérica y el Caribe. A manera de ejemplo, se estima
gue solo un grupo de ellas, las geohelmintiasis, afectan a mas de mil millones de personas en el mundo y
gue cerca de 900 millones de nifios estan en riesgo (1). En Latinoamérica y el Caribe se estima que una
de cada tres personas esta infectada por geohelmintos, y cerca de 46 millones de nifios entre 1y 14 afios
de edad estan en riesgo de infeccion por estos parasitos (1). Los nifios en edades preescolar (1 a 4 afios)
y escolar (5 a 14 afios) estan entre los grupos mas vulnerables; en ellos, los helmintos intestinales afectan
la nutricién, el crecimiento, el desarrollo fisico y el aprendizaje, con consecuencias que pueden perdurar
a lo largo de su vida y afectar su rendimiento escolar y su productividad laboral y, en consecuencia,
su capacidad de generar ingresos. Los protozoarios intestinales son frecuentes agentes causales de
enfermedad diarreica aguda, asi como de desnutricién.

Las helmintiasis intestinales forman parte del grupo de enfermedades tropicales desatendidas, porque
estan asociadas con la pobreza y la marginacion, no reciben la debida atencién nacional o internacional,
los recursos para hacerles frente son insuficientes y no han sido histéricamente una prioridad en las
agendas de los ministerios de Salud, de los centros publicos de investigacion, ni de las compafiias
farmacéuticas que producen medicamentos y pruebas diagnoésticas. Estas enfermedades afectan
desproporcionadamente a los grupos de poblacion histéricamente desatendidos, incluidas ciertas
poblaciones indigenas, afrodescendientes y poblaciones pobres de las zonas rurales y periurbanas
(2). Los factores sociales determinantes de dichas enfermedades incluyen las deficientes condiciones
de vivienda (sin techos, paredes o pisos adecuados), la falta de acceso a agua potable y segura y a
saneamiento basico e higiene, los bajos ingresos, la educacién deficiente y las barreras de acceso a los
servicios de salud en general y, en especial, a la atencién primaria en salud (2,3).

La distribucion de las enfermedades tropicales desatendidas y la amplia diseminacion de las parasitosis
intestinales en Latinoamérica y el Caribe, se explican por los indicadores de pobreza y de desigualdad
de los ingresos. En esta parte del mundo, el porcentaje de personas que viven en la pobreza total,
definida como ingresos menores de USD$ 4 diarios, fue de 24,3 % en el 2013, aproximadamente 153
millones de personas, de las cuales poco menos de la mitad —72,5 millones— vivian en la pobreza extrema
(ingresos menores de USD$ 2,50 diarios) (4). En el 2015, el 6 % de los, aproximadamente, 630 millones
de habitantes de América Latina y el Caribe carecia de acceso a agua potable (3 % de la poblacién urbana
y 17 % de la rural), y el 17 % no tenia acceso a servicios de saneamiento adecuados (12 % en areas
urbanas y 37 % en las rurales) (5). Un informe reciente de Unicef y la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) (6) revel6 que en esta region 18 millones de personas aun tienen que recurrir a la defecacion al
aire libre, lo cual contribuye a mantener la contaminacién fecal del medio ambiente y a perpetuar el ciclo
de transmisién de los parasitos intestinales.

Dada su naturaleza, la prevencién y el control de las parasitosis intestinales deben tener un enfoque
intersectorial, con medidas que corresponden al sector de la salud, como la desparasitacion masiva
periddica contra las geohelmintiasis en nifios en edad preescolar y escolar para reducir el impacto en la
salud y la morbilidad, asi como intervenciones propias de otros sectores, como el de educacion, para el
mejoramiento de la higiene, la promocién del uso de calzado y el incremento del acceso a agua potable
y segura y al saneamiento basico. El sector de la salud debe promover la integracion entre programas



y sectores clave para implementar intervenciones costo-eficientes y para abordar los factores sociales
determinantes de la salud en lo tocante a las parasitosis intestinales y, en general, a las enfermedades
tropicales desatendidas, con el fin de contribuir a reducir la carga de enfermedad, mejorar las condiciones
de vida y romper el circulo vicioso de la pobreza como factor determinante de la enfermedad.

Afinales de 2015, la OMS presenté la estrategia “Agua, saneamiento e higiene para acelerar y sostener
el progreso en las enfermedades tropicales desatendidas, 2015-2020" (7), la cual propone los siguientes
cuatro objetivos estratégicos:

1. Aumentar el conocimiento de los beneficios mutuos de la integracién de las intervenciones en salud
para las enfermedades tropicales desatendidas, y aquellas destinadas a garantizar los servicios de
agua, saneamiento e higiene, mediante el intercambio de experiencias y de evidencias de mejora en
la prestacion.

2. Usar la vigilancia del agua, el saneamiento y la higiene y de las enfermedades tropicales desatendidas
para llamar la atencion sobre las desigualdades, canalizar las inversiones y hacer seguimiento de
los avances.

3. Reforzar la evidencia sobre la forma de desarrollar intervenciones efectivas de acceso al agua,
el saneamiento y la higiene, orientadas al control de las enfermedades tropicales desatendidas, e
incluir los hallazgos en las orientaciones y en la practica.

4. Planificar, entregar y evaluar los programas con aportes de todos los involucrados en la prestacion
de los servicios de agua, saneamiento e higiene, y la atencion en salud, especificamente de las
enfermedades tropicales desatendidas, en todos los niveles.

Llevar a la practica la integracion intersectorial constituye un gran desafio, que esta estrategia aborda con
recomendaciones y acciones practicas especificas.

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), 2015-2030 (8), con cuyas metas se comprometieron los
Estados miembro de la Organizacion de Naciones Unidas, constituyen una oportunidad para avanzar hacia
la integracion y la reduccion de la carga de enfermedad debida a enfermedades tropicales desatendidas,
en general, y a las parasitosis intestinales, en particular, mediante la aplicacién de esta y otras estrategias.
Cabe destacar que en el ODS 3: “Garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas
las edades”, la meta 3.3 menciona explicitamente las enfermedades tropicales desatendidas: “Para 2030,
poner fin a las epidemias del sida, la tuberculosis, la malaria y las enfermedades tropicales desatendidas
y combatir la hepatitis, las enfermedades transmitidas por el agua y otras enfermedades transmisibles”. El
cumplimiento de esta meta solo es posible con la necesaria coordinacion, integracion y accion intersectorial
para mejorar la higiene y el acceso al agua potable y al saneamiento bésico, lo cual constituye, a su vez,
el ODS 6: “Garantizar la disponibilidad de agua y su gestion sostenible y el saneamiento para todos”. A la
prevencion y el control del parasitismo intestinal contribuiran también las acciones e intervenciones que
se realicen para lograr el ODS 1: “Poner fin a la pobreza en todas sus formas en todo el mundo”, el ODS
2: “Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la mejora de la nutricion y promover la agricultura
sostenible”, y el ODS 10: “Reducir la desigualdad en y entre los paises” (8).

Todo ello lleva a pensar que es posible a partir de ahora y hasta el 2030, no solamente reducir la morbilidad
aguda y cronica causada por los parasitos intestinales, sino disminuir drasticamente su incidencia y
prevalencia en Latinoamérica y el Caribe, a la par que se contribuye a mejorar las condiciones de salud
y la calidad de vida de las poblaciones vulnerables, a mejorar su bienestar, a reducir la pobreza y las
desigualdades sociales y econémicas y, en Ultima a instancia, a dignificar la vida misma de las poblaciones
desatendidas. Cabe confiar en que asi sea con el firme compromiso de los Estados y la accion efectiva
de todos los sectores involucrados.

Santiago Nicholls

Investigador Emérito, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

Asesor Regional, Enfermedades Infecciosas Desatendidas, Unidad de Enfermedades Desatendidas,
Tropicales y Transmitidas por Vectores, Departamento de Enfermedades Transmisibles y Andlisis de
Salud, Organizacion Panamericana de la Salud, Washington, D.C., Estados Unidos
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PRESENTACION DE CASO

Tres casos de mieloma multiple de novo después de trasplante renal
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La enfermedad renal asociada a cadenas ligeras es frecuente en el contexto de las gammapatias
monoclonales, afecta los glomérulos o los tlbulos renales, y su causa mas comun es el mieloma
multiple. Puede desarrollarse después de un trasplante renal por recurrencia de un mieloma madltiple
ya existente, o puede ser de diagndstico nuevo y presentarse con deterioro de la funcién renal y
proteinuria. Siempre se requiere una biopsia renal para confirmar el diagnéstico.

Se describen aqui tres casos de disfuncion del injerto renal debida a mieloma multiple en pacientes sin
antecedentes de esta condicion antes del trasplante.

Palabras clave: mieloma multiple; trasplante de rifién; enfermedades renales; paraproteinemias.
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Three cases of de novo multiple myeloma after kidney transplantation

Light chain-associated kidney compromise is frequent in patients with monoclonal gammopathies; it
affects the glomeruli or the tubules, and its most common cause is multiple myeloma. It may develop
after a kidney transplant due to recurrence of a preexisting multiple myeloma or it can be a de novo
disease manifesting as graft dysfunction and proteinuria. Akidney biopsy is always necessary to confirm
the diagnosis.

We describe three cases of kidney graft dysfunction due to multiple myeloma in patients without

presence of the disease before the transplant.

Key words: multiple myeloma; kidney transplantation; kidney diseases; paraproteinemias.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3090

La enfermedad de cadenas ligeras afecta de
diferentes formas el funcionamiento renal, y puede
manifestarse como nefropatia por cilindros (rifién
de mieloma), cadenas ligeras detectadas por
inmunofluorescencia sin evidencia morfoldgica de
dafio renal, enfermedad por deposito de cadenas
ligeras, sindrome de Fanconi por cadenas ligeras,
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nefritis intersticial por cadenas ligeras y lesiones
glomerulares asociadas a cadenas ligeras o cade-
nas pesadas con patrones de lesién glomerular del
tipo proliferativo de membranas o membranoso,
glomeruloesclerosis nodular y amiloidosis (1), asi
como por la formacion de estructuras organizadas
ya identificadas como glomerulopatia inmuno-
tactoide, fibrilar o por crioglobulinas. Dado que
se trata de una enfermedad de gran variabilidad
histologica, los pacientes deben someterse a
estudios hematolégicos para poder confirmar
el diagnostico, establecer el prondstico y, por
supuesto, ofrecer el mejor tratamiento posible.
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El mieloma multiple es una enfermedad maligna
poco frecuente, con una incidencia de tres a cuatro
casos por 100.000 personas al afio; los rifiones
suelen ser los érganos mas comprometidos en
el momento del diagnéstico (aproximadamente,
en 50 % de los pacientes), y es la neoplasia que
mas frecuentemente desencadena la enfermedad
renal crénica terminal, la cual es un factor inde-
pendiente de riesgo de mayor mortalidad (2). En
los udltimos afios, se han documentado mejores
resultados con el trasplante renal en pacientes
con enfermedad renal crénica terminal causada
por mieloma multiple en remision clinica (2,3); sin
embargo, persiste el riesgo de recurrencia de la
enfermedad en el injerto o, con menor frecuencia,
Su reaparicion, caso en el cual las estrategias de
tratamiento son un reto para el clinico, ya que en
la mayoria de los casos no se recupera la funcion
renal (4).

En el Hospital Pablo Tob6n Uribe de Medellin se
habian llevado a cabo 812 trasplantes de rifién
hasta el 31 de marzo de 2016, y en tres de ellos
hubo compromiso renal como manifestacion inicial
de mieloma mudltiple no diagnosticado antes. A
continuacion se presentan los tres casos.

Caso 1

Se trata de un paciente de 55 afios con anteceden-
tes de enfermedad renal crénica terminal de causa
desconocida, por lo cual se le hizo trasplante renal
en el 2012. Como parte de los examenes previos al
trasplante, se hizo electroforesis de proteinas con
resultado normal, y el paciente recibié induccion con
30 mg de alemtuzumab, pulsos de metilprednisolona
e inmunosupresion con ciclosporina, micofenolato y
prednisona, con lo cual se logro la funcién adecuada
del injerto renal.

Un mes después del trasplante el paciente tuvo una
infeccion por citomegalovirus tratada con valgan-
ciclovir, de la cual se recuperé completamente. A
los ocho meses presenté disfuncion del injerto con
elevacioén de la creatinina hasta 1,8 mg/dl, por lo
cual se sospechd que habia rechazo o toxicidad
por anticalcineurinicos o una infeccién viral.

Se hizo una biopsia renal con la cual se confirmé
el diagnéstico de nefropatia por cilindros (figura 1)
y, por ello, se solicitaron nuevos estudios con los
cuales se diagnosticé mieloma multiple (cuadro 1).
El paciente recibié quimioterapia con bortezomib y
dexametasona, con lo cual entré en remision y, seis
meses después, se le hizo el trasplante autlogo de
médula ésea con éxito, pues se logré la estabilizacion

Mieloma multiple después de trasplante renal

de su funcion renal y niveles de creatinina basal de
1,5 mg/dl que persistian tres afios y medio después
del diagndstico de mieloma multiple.

Caso 2

Se trata de un paciente de 68 afios con diagndstico
de enfermedad renal crénica terminal asociada a
nefropatia hipertensiva, quien llevaba dos afios
en hemodialisis. En el protocolo para el trasplante
renal se documentd la presencia de tromboci-
tosis confirmada por hematologia; finalmente, se
determiné que era una trombocitemia esencial
en la médula ésea, lo cual no constituia una
contraindicacion para el procedimiento.

En el 2013, el paciente fue sometido a trasplante
de donante fallecido, y recibié induccién con
basiliximab méas metilprednisolona y tratamiento
de mantenimiento con ciclosporina, micofenolato
y prednisona. Veinte dias después del trasplante,
el paciente presentd rechazo celular agudo, el
cual se trat6 inicialmente con bolos de esteroides
y, posteriormente, con tacrolimus, con lo cual se
recuperd la funcién del injerto y se alcanzaron
niveles de creatinina basal de 1,2 mg/dl.

Quince meses después, presento elevacion aguda
de la creatinina hasta alcanzar 5,7 mg/dl, por lo cual
se sospechd un nuevo rechazo agudo del injerto. Se
le administraron bolos de esteroides y se le hizo una
biopsia renal, en la cual se detectd una nefropatia
por cilindros; en consecuencia, se practicaron
estudios de hematologia complementarios, los cua-
les confirmaron la existencia de mieloma mudltiple
(cuadro 1). El paciente recibid tratamiento con
bortezomib y dexametasona con buen resultado
terapéutico, y recuperdé la funcion renal hasta los
valores basales. Transcurridos dos afios desde el
diagnoéstico de mieloma multiple, el paciente se ha
mantenido estable y sin recaidas.

Caso 3

Se tratd de un paciente de 75 afios, con enfermedad
renal crénica terminal de etiologia desconocida
segun los estudios previos, quien llevaba tres
afios en hemodialisis cuando recibio el trasplante
renal de donante fallecido en el 2007. En la
electroforesis contemplada en el protocolo previo
al trasplante, se registraron valores normales
de proteinas, y el paciente recibid induccién con
alemtuzumab mas metilprednisolona, y tratamiento
de mantenimiento con ciclosporina, azatioprina y
esteroides. Posteriormente, se cambio a tacrolimus
por intolerancia a la ciclosporina y sus niveles de
creatinina quedaron en 0,7 mg/dl.
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Figura 1. a. Los cortes muestran parénquima renal con presencia de cilindros de aspecto hialino, uniformes, cuya coloracion es
hipereosindfila (flechas). Ademas, se observan cambios por fibrosis intersticial e inflamacién mononuclear. Hematoxilina y eosina,
20X. b. Con la coloracion de &cido peryddico de Schiff, el color de los cilindros es palido (flechas), lo cual es caracteristico de la
nefropatia por cilindros. Acido peryodico de Schiff, 40X. ¢. Los cortes muestran un glomérulo con lesion de patron nodular mesangial
y marcado engrosamiento de las asas capilares glomerulares. Hematoxilina y eosina 40X. d. La coloracién con acido perydédico de
Schiff reveld reaccion en los componentes glomerulares del tipo de asas glomerulares y el mesangio, resaltando el aspecto nodular.
A pesar de tratarse de un material reactivo a esta coloracion, y de que la microscopia de luz no evidencié los cilindros, los hallazgos
de la inmunofluorescencia demostraron la intensa reaccién de las cadenas ligeras kappa en las asas glomerulares y en el fondo del
tejido, lo cual obligd a hacer méas estudios hematolégicos para llegar al diagnéstico. Acido peryddico de Schiff, 40X.

Cuadro 1. Resultados de laboratorio en el momento del diagnéstico de mieloma mdltiple

Estudio

Caso 1

Caso 2

Caso 3

Electroforesis de proteinas

Inmunofijacion en orina
Inmunofijacion en sangre
Cadenas livianas

Beta 2 microblogulina
Biopsia de médula 6sea
Citometria de flujo

Rayos X de huesos largos
Rayos X de craneo

Rayos X de columna
Dafio organico atribuible a
mieloma (niveles elevados
de calcio, falla renal,
anemia, lesiones 6seas)

Hipogammaglobulinemia

Cadena lambda

Cadena lambda

Kappa: 9,56 mg/L (N)
Lambda: 14,77 mg/L (N)
6,2 mg/L (alta)

11 % de plasmocitos

11 % de plasmocitos con
fenotipo anormal y poca
expresion de CD38, CD56,
CD45; monoclonales lambda
negativas para CD19
Normal

Normal

Normal
Anemia, falla renal

Banda monoclonal en la
region beta

Proteina de Bence-Jones
Cadena lambda

Kappa: 18 mg/L

Lambda: 1.874 mg/L

9,87 mg/dl (alta)

10 % de plasmocitos

1 % de plasmocitos con
fenotipo anormal y expresion
de CD38; monoclonales
lambda negativos para CD19
y CD56

Normal

Lesiones licidas en
sacabocado

Osteopenia

Anemia, falla renal, lesiones
liticas

Agammaglobulinemia

Proteina de Bence-Jones
Cadena lambda
ND

16,43 mg/L (alta)

15 % de plasmocitos

8 % de plasmocitos

con fenotipo anormal

y expresion de CD38 'y
CD56; monoclonales kappa
negativos para CD19
Normal

Lesiones liticas

Normal
Anemia, falla renal, lesiones
liticas

ND: no disponible
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A los cuatro meses del trasplante, el paciente
presentd meningitis tuberculosa, para la cual recibid
tratamiento, pero hubo secuelas neurologicas gra-
ves. Durante su evolucion, el paciente desarrollo,
ademas, falla cardiaca isquémica, la cual se manejé
en forma conservadora.

Ocho afios después, presenté una elevacién aguda
de la creatinina (2 mg/dl) y proteinuria. En la biopsia
renal se reportd glomeruloesclerosis nodular, a pesar
de que el paciente no era diabético (figura 1 cy d), en
tanto que, mediante otros estudios, se establecio el
diagnéstico de enfermedad linfoproliferativa del tipo
de mieloma multiple después del trasplante, pues su
aparicion fue muy tardia con respecto al trasplante
renal (cuadro 1). Dadas las multiples enfermedades
descritas y el delicado estado funcional del paciente,
se decidio un manejo paliativo sin quimioterapia y
dos meses después fallecio.

Discusidn

Se presentan tres casos clinicos de pacientes con
trasplante de rifién que tuvieron disfuncién aguda
del injerto renal atribuida inicialmente a otras
causas, como rechazo, toxicidad por la accién
de medicamentos inhibidores de la calcineurina
o infeccién viral, y en quienes la biopsia renal
hizo sospechar un mieloma miltiple como nuevo
diagnéstico, el cual se confirmé con los estudios
complementarios. Con el tratamiento se lograron
restablecer los valores hematoldgicos y recuperar
la funcion renal, sin necesidad de recurrir a diélisis
en dos de los pacientes, en tanto que en el paciente
del caso 3, se decidiéo administrar el tratamiento
conservador debido a la presencia simultanea de
diversas enfermedades que finalmente llevaron a
su muerte.

El mieloma mudltiple es una neoplasia de células
plasmaticas productoras de proteinas monoclo-
nales o paraproteinas, el cual se manifiesta con un
comportamiento ineficiente de las inmunoglobulinas,
compromiso de la funcion de la médula ésea y
destruccién del tejido éseo. Representa el 1 % de
todos los canceres, tiene una incidencia anual de
4 por 100.000 habitantes, la mediana de edad en
el momento del diagndstico es de 65 afios y es
mas frecuente en afroamericanos. Los sintomas
mas frecuentes en el momento del diagnéstico
son dolor éseo, astenia, adinamia, pérdida de peso
y parestesias; se encuentra hipercalcemia en el
28 % de los pacientes, anormalidades en los rayos
X hasta en el 80 %, lesiones liticas en el 57 %
y, en menor frecuencia, osteoporosis, fracturas
patoldgicas y compresion de la médula espinal.

Mieloma multiple después de trasplante renal

El compromiso renal es frecuente y muchas veces
se requiere didlisis, ya que el trasplante renal
esta contraindicado en los pacientes en quienes
se presenta. EI mieloma multiple continda siendo
incurable en la mayoria de los casos, con una
mediana de supervivencia de tres afos (2,3).

La manifestacién renal mas comdn del mieloma
multiple es la nefropatia por cilindros de cadenas
livianas (riibn de mieloma) (4), la cual resulta
de la acumulacién y depdsito de paraproteinas
monoclonales en el rifion, con el consecuente
efecto téxico directo sobre el epitelio tubular y la
formacion de cilindros con obstruccion secundaria
y deterioro progresivo de su funcion (4,5).

En las imagenes en el microscopio de luz, se
observan cambios indicativos de lesiones loca-
lizadas, en su mayoria, en el compartimiento
intersticial entre los tdbulos, con tdbulos distales
dilatados y conductos colectores cuyos cilindros
no se tifien con acido peryodico de Schiff, y que
resultan en atrofia y fibrosis intersticial (5,6).
Mediante inmunofluorescencia se confirma el
diagnodstico con base en la expresion intensa de
una de las cadenas ligeras lambda o kappa v,
con menor frecuencia, de alguna de las cadenas
pesadas, tanto en el fondo del tejido como en los
cilindros (4-6). Precisamente esta fue la mani-
festacion que se presentd en dos de los casos aqui
estudiados, confirmada luego como nefropatia por
cilindros en la biopsia, lo cual condujo, a su vez, a
la confirmacion del diagnéstico de mieloma multiple
en ambos casos (figura 1 a 'y b).

El efecto en los capilares glomerulares y el mesan-
gio es menos frecuente; sin embargo, estos son
sitios de preferencia para el depdsito anormal
de proteinas. El compromiso glomerular puede
presentarse en tres categorias reconocidas:

1) enfermedades con formacion de fibrillas, tales
como amiloidosis o glomerulonefritis fibrilar, asi
como enfermedades con formacion de estruc-
turas organizadas que sugieren microtibulos,
como glomerulonefritis crioglobulinémica, glo-
merulonefritis inmunotactoide o glomerulonefritis
con depdsitos de inmunoglobulina monoclonal
microtubular organizada,;

2) enfermedades con depdsitos granulares electro-
densos, como la de depdsito de inmunoglobulina
monoclonal, la de depdsito de cadenas ligeras 'y
la de depésito de cadenas pesadas; y

3) las glomerulopatias, cuyos mecanismos fisiopa-
tolégicos no se han dilucidado totalmente en el
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mieloma mudltiple, entre ellas, la glomerulonefritis
membranoproliferativa, la parpura de Henoch-
Schdélein, la nefropatia por IgA, la enfermedad de
cambios minimos, la glomeruloesclerosis focal
y la segmentaria, la enfermedad antimembrana
basal glomerular y la poliangitis microscépica
asociada alos ANCA (Anti-Neutrophil Cytoplasmic
Antibodies) (7).

La forma mas frecuente es la amiloidosis, seguida
porlaenfermedad pordepédsitodeinmunoglobulina
monoclonal (7,8). En el caso 3 aqui reportado,
la biopsia revelé glomerulesclerosis nodular sin
presencia de amiloide (figura 1 ¢ y d), el cual
es un hallazgo histolégico infrecuente de la
enfermedad por depdsito de inmunoglobulina
monoclonal, que se caracteriza por no presentar
afinidad por el rojo Congo ni birrefringencia al ser
expuesto a luz polarizada, lo cual la diferencia
de la amiloidosis; sin embargo, es una de las
lesiones cuyo diagndstico diferencial es la nefro-
patia diabética o glomeuloesclerosis nodular
en grandes fumadores. El paciente del caso 3
no tenia estos antecedentes y en su biopsia
renal se detectd una diferencia importante en la
expresion de las cadenas ligeras kappa, tanto en
el fondo como en la membrana basal glomerular,
por lo cual se hicieron estudios adicionales y se
logré diagnosticar el mieloma mdltiple. De alli,
la importancia de considerar esta condicién y de
hacer una biopsia con las tinciones adecuadas
para evitar diagnosticos erréneos.

Otros tipos de compromiso renal asociados al
mieloma multiple son la hipercalcemia, la sepsis,
la nefrotoxicidad por medicamentos o medios de
contraste, los estados de hiperviscosidad por el
acumulo de inmunoglobulinas, el sindrome de lisis
tumoral o compromiso posrrenal por litiasis, pero
estos son menos frecuentes y no ocurrieron en los
casos reportados (6,7).

Resulta complicado diferenciar el mieloma mdilti-
ple de nuevo diagndstico de una recaida después
del trasplante, porque muchas veces se trata de
formas subclinicas de la enfermedad presentes
antes del trasplante que no se detectan con
los examenes del protocolo (9). Ademas, en
los pacientes con enfermedad renal crénica
terminal de etiologia idiopatica diagnosticada
antes del trasplante (30,8 % de los casos aqui
presentados), no se hace biopsia renal porque no
aporta informacién util por tratarse de riflones con
fibrosis y, en cambio, si implica un mayor riesgo
de complicaciones.
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En dos de los tres casos que se describen hubo
seguridad de que se trataba de un mieloma multiple
de nuevo diagnéstico (casos 2 y 3), ya que en uno
se presentd ocho afios después del trasplante,
tiempo de evolucién improbable para un mieloma
multiple de lenta evolucion que hubiera estado
presente antes del trasplante, y dado el antecedente
de trombocitosis en el otro paciente, se contaba
con los resultados de los estudios hematolégicos
previos al trasplante, los cuales descartaban la
enfermedad en ese momento (biopsia de médula
Osea, inmunofijacion en sangre y orina, serie de
huesos largos).

En el tercer caso, el mieloma mudltiple se diag-
nosticé ocho meses después del trasplante; antes
del procedimiento quirdrgico, se habia practicado
electroforesis de proteinas en suero y orina, como
parte del protocolo previo al trasplante, para
la tamizacibn de mieloma mudltiple, sin que se
demostrara pico monoclonal. No obstante, debe
tenerse en cuenta que estos estudios no detectan
el mieloma mdltiple no secretor, para lo cual se
requieren estudios adicionales. Por esta razon, es
probable que el mieloma ya estuviera presente con
evolucion lenta. Asi, la incidencia global calculada
después del trasplante en este grupo de pacientes
fue de 0,36 %.

Hasta donde se pudo constatar en los articulos
consultados, se han descrito siete casos de
mieloma multiple de nuevo diagnéstico después
de trasplante. En dichos casos, el diagndstico fue
tardio y se requirieron dos biopsias del injerto,
la primera de las cuales evidencid6 cambios
intersticiales inusuales entre los tdbulos, pero,
posteriormente, los hallazgos tipicos permitieron
el diagnéstico definitivo sin que se registraran
valores anormales en los estudios hematol6-
gicos previos al trasplante (4-11). La mayoria de
los pacientes fueron tratados con esteroides,
melfalan y talidomida; en dos casos se administré
bortezomib, pero solo en uno de ellos se pudo
recuperar la funcion renal; en los demas hubo
una recuperacion de los valores hematolégicos,
pero también, se requirié nefrectomia del injerto o
terapia de reemplazo renal.

El tratamiento del rifién afectado por el mieloma se
basa en la correccion de factores reversibles que
favorecen la precipitacion de los cilindros, como son
la deshidratacion, la infeccion y la hipercalcemia, asi
como la disminucion de la produccién de cadenas
livianas con la quimioterapia, su disminucion rapida
con plasmaferésis, y la terapia de reemplazo renal
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en caso de ser necesaria (4,5,8). El bortezomib,
un inhibidor del proteosoma, ha demostrado ser
efectivo para mejorar las tasas de mejoria y lograr
la remision completa, la supervivencia libre de
progresion, la supervivencia global y la recupera-
cion de la funcion renal antes y después del
trasplante renal (12).

Los tres casos que se describen aqui confirman la
necesidad y la importancia de efectuar un estudio
minucioso antes del trasplante, y determinar tan
pronto como sea posible la etiologia de la falla renal
para descartar el compromiso por mieloma madltiple.
En caso de que el resultado de los exdmenes sea
negativo, debe seguir sospechandose la presencia
de esta condicién después del trasplante, cuando
la causa del deterioro de la funcién renal no sea
clara, puesto que el tratamiento oportuno evita las
complicaciones renales y las hematolégicas (9).

En la mayoria de los pocos casos de mieloma
multiple primario después del trasplante descritos
hasta ahora, no se logré la recuperaciéon del
injerto renal y se requiri6 nuevamente dialisis
y, en algunos casos, nefrectomia. En dos de los
casos que se presentan aqui, hubo una evolucion
satisfactoria, con estabilizacion de la funcién renal
y recuperacion de los valores hematolégicos; en
el tercer caso, el desenlace fatal se debi6 a las
multiples enfermedades concomitantes, lo cual
constituia un mal prondstico por no poder tratarse
con quimioterapia. Esto confirma la necesidad
de sospechar siempre esta condicion, ya que las
opciones de tratamiento con quimioterapia y el
trasplante de médula 6sea son la Unica alternativa
con un eventual efecto a largo plazo.

Conclusion

El compromiso renal por mieloma multiple es una
condicién clinica infrecuente en el periodo posterior
al trasplante renal; sin embargo, debe sospecharse
cuando la causa de disfuncion del injerto no es clara
y en la biopsia se reportan hallazgos indicativos
de esta neoplasia hematolégica. El tratamiento
oportuno puede mejorar el pronéstico y propiciar la
supervivencia del paciente.
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Hemosiderosis pulmonar idiopatica con osificacion pulmonar
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La osificacion pulmonar es un hallazgo poco usual, generalmente asintomatico, que se reporta como
incidental en biopsias de pulmdén. Asimismo, la hemosiderosis pulmonar idiopatica es una causa
poco frecuente de infiltracion pulmonar. Se presenta el caso de un hombre de 64 afios con sintomas
respiratorios crénicos, en quien se detectaron estas dos condiciones en el estudio histopatolégico.

Palabras clave: osteogénesis; hemosiderosis; pulmén; informes de casos.
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Idiopathic pulmonary hemosiderosis with dendriform pulmonary ossification

Pulmonary ossification is a rare and usually asymptomatic finding reported as incidental in lung biopsies.
Similarly, idiopathic pulmonary hemosiderosis is a rare cause of pulmonary infiltrates. We report the
case of a 64-year old man with chronic respiratory symptoms in whom these two histopathological

findings converged.

Key words: Osteogenesis; hemosiderosis; lung; case reports.
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La hemosiderosis pulmonar idiopatica del adulto y
la osificacion pulmonar son poco frecuentes, y su
etiologia no es clara. Habitualmente, son hallazgos
incidentales en biopsias pulmonares.

Se presenta el caso de un hombre de 64 afios,
sintomatico respiratorio cronico y sin antecedentes
patolégicos, ni de tabaquismo o exposicion a otras
sustancias toxicas, en cuyo estudio histopatoldgico
se evidencio la presencia de estas dos condiciones.
En la consulta, el paciente relaté haber padecido
de tos seca durante 30 afios, predominantemente
en las mafianas, en ocasiones con vomito, Yy
acompafiada de disnea de instauracion insidiosa.

En el examen fisico se encontrd baja saturacion
de oxigeno y estertores finos de predominio
inspiratorio en ambos campos pulmonares. En la
radiografia de térax se evidenciaron opacidades
intersticiales de tipo reticulonodulares difusas
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bilaterales (figuras 1y 2) y, posteriormente, en la
tomografia de alta resolucion de térax se detec-
taron opacidades intersticiales con engrosamiento
de los tabiques interlobulillares, principalmente
en la base pulmonar, y mdultiples micronédulos
(figuras 3y 4).

Se le practic6 una biopsia pulmonar por toracos-
copia, en la cual se report6 pérdida de arquitectura
del pulmon, fibroantracosis perivascular, hemorragia
alveolar reciente y antigua con alvéolos llenos de
hematies y macrofagos pardos, hemosideréfagos
con la coloracién para hierro y presencia de

Figura 1. Radiografia de torax, 2007: infiltrados intersticiales
que comprometen ambos pulmones en forma difusa, pero
principalmente los lébulos inferiores

Madeleine Barrera: recoleccion de los datos, digitalizacién de imagenes y resumen del caso
Ambas autoras hicieron la revision de la literatura cientifica y el analisis.
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Figura 3. Tomografia de alta resolucion de térax, 2007:
engrosamiento difuso del intersticio centrolobulillar y pleuro-
septal, con multiples micronédulos de predominio basal

e ﬁff' i

Figura 4. Tomografia de alta resolucién de térax de noviembre
de 2010; se observa progresion de infiltrados en comparacion
con la tomografia previa.

Hemosiderosis con osificaciéon pulmonar

espiculas con medula 6sea en la luz de los alvéolos.
Con base en todos estos examenes, se diagnosticd
hemosiderosis y osificacion pulmonar.

Las pruebas de la funcion pulmonar demostraron
una alteracion restrictiva que siguié avanzando en
los afios de seguimiento, asi como disminucion de
la capacidad de difusion del monoéxido de carbono
(cuadro 1).

En el ecocardiograma transtoracico, se descar-
taron enfermedad valvular y falla cardiaca. En
la gammagrafia 6ésea se observd captacion del
trazador en ambos campos pulmonares.

Los valores elevados de hierro sérico y ferritina
(cuadro 2) llevaron a sospechar la presencia
de hemocromatosis, probablemente genética,
aunque no se documentaron niveles tan ele-
vados de hierro como los que caracterizan la
enfermedad ni tampoco se evidencié compromiso
hepatico o miocéardico. Se planted la posibilidad
de una hemocromatosis genética resultante en
hemosiderosis pulmonar, cuya cronicidad y falta
de tratamiento provocaron la apariciéon de la
osificacion pulmonar (figura 5).

A continuacién se presenta una revision de las
enfermedades que confluyeron en este paciente.

Obtencién de los datos

Se hizo una revision sistemética de la literatura
cientifica en PubMed, Medline, Lilacs y Gloogle
Académico, sin limitaciones de idioma, tipo de
articulo o fecha de publicacion, excepto para el
caso de la hemosiderosis pulmonar, que se limitd
a mayores de 19 afios. Se utilizaron las siguientes
palabras clave y términos MESH: osteogenesis
or ossification, lung and idiopathic pulmonary
hemosiderosis. Se encontraron 151 articulos, de
los cuales solo el 24 % correspondia a osificacion
pulmonar idiopatica, y que, en general, eran
reportes de caso. Finalmente, se tuvieron en
cuenta 26 articulos con informacion util sobre la
etiologia, el diagnostico y el tratamiento de las

Cuadro 1. Pruebas de funcién pulmonar

2007 2011 2012
CVF 3,27 (81) 2,52 (64) 2,60 (64)
VEF, 2,66 (85) 2,11 (67) 1,98 (62)
VEF,/CVF 81 84 76
D.co 16,3 (53) 13,5 (46)
D,o/VA 4,92 (99) 3,86 (78)

CVF: capacidad vital forzada; VEF;: volumen espiratorio forzado en
el primer segundo; D, .. Diffusing Capacity for Carbon Monoxide; VA:
volumen alveolar
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Cuadro 2. Ferrocinética

Biomédica 2016;36:504-8

Diciembre de 2011 Febrero de 2012  Marzo de 2012 Julio de 2012 Octubre de 2012
Hierro sérico (ug/dl) 98 88 222 139
Ferritina (ng/ml) 649,70 661 305 438

Valores normales de ferritina: 30 a 400 ng/ml; valores normales de hierro: 59 a 158 pg/d|

Figura 5. Gammagrafia 6sea que muestra aumento difuso de la actividad en el parénquima de ambos pulmones

dos enfermedades. No se encontrd ningln reporte
de caso en el cual se presentaran ambas en un
solo paciente.

Consideraciones éticas

La publicacién del caso se hace con la autorizacion
del paciente.

Revision

La hemosiderosis pulmonar idiopatica fue descrita
por primera vez como “endurecimiento de pulmén
marrén” por Rudolf Virchow en 1864, en la autopsia
de algunos pacientes; posteriormente, Wilhelm
Ceelen (1) correlacion6 estos resultados con los
sintomas clinicos de dos nifios que murieron de
hemosiderosis pulmonar idiopéatica en 1931, por
lo que también se la conoce como sindrome de
Ceelen (2). En cuanto a la osificacion pulmonar, fue
descrita por primera vez por Hubert von Luschka
en 1856 (3).

La hemosiderosis pulmonar idiopatica es una
rara enfermedad que se presenta principalmente
en niflos; causa recurrentes episodios de
hemorragia alveolar difusa que, eventualmente,
pueden desembocar en fibrosis pulmonar (4).La
hemosiderina es el pigmento de color amarillo
dorado o pardo y aspecto granuloso o cristalino,
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proveniente de la conversion del hierro de la
hemoglobina por los macréfagos alveolares. Se
denomina hemosiderosis a la acumulacion de
hemosiderina en los tejidos, observable mediante
la tincién en fresco con azul de Prusia. Entre las
causas de la condicion se ha propuesto su origen
inmunitario, ya que se han detectado complejos
inmunitarios circulantes en suero en algunos
pacientes, y se ha observado que en el 25 %
de aquellos con diagndstico de hemosiderosis
pulmonar idiopética se presenta alguna enferme-
dad autoinmunitaria a los 10 afios del diagnéstico
inicial (1).

Otra teoria propone una probable relacién con
un componente alérgico en los casos asociados
con la enfermedad celiaca y la mejoria de las
alteraciones radiologicas al suprimir el gluten de la
dieta (5), relacién que se conoce con el nombre
de sindrome de Lane-Hamilton. La hipétesis que
postula un origen inflamatorio se basa en factores
ambientales, como el hongo Stachybotrys chartarum
(moho), los cuales favorecen la acumulacion de
neutrofilos en la membrana alvéolo-capilar y causan
su disrupcioén. Por ultimo, la teoria del origen meta-
bdlico plantea la presencia de un defecto de la
enzima hemooxigenasa 1, encargada de catalizar
la eliminacion del hierro de la hemoglobina, la cual
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puede ser inducida por factores de estrés celular y
limitar la capacidad de los macréfagos alveolares
de metabolizar la hemoglobina.

La enfermedad presenta diversas manifestaciones,
que van desde un cuadro clinico caracterizado
por el inicio agudo de hemoptisis y disnea, hasta
uno de evolucion insidiosa de disnea progresiva,
fatiga y anemia. Casi todos los pacientes adultos
desarrollan hemoptisis de diversa gravedad (6).
En cerca del 20 % de los pacientes hay hepato-
megalia o esplenomegalia (7).

Tras un episodio agudo con hemorragia pulmonar,
las radiografias de térax muestran opacidades
alveolares que pueden remitir durante la fase
asintomética. En la tomografia de alta resolucién
de térax, se pueden observar opacidades mal
definidas, unilaterales o bilaterales, con un patrén
de ocupacion alveolar de predominio basal en los
campos pulmonares. Las opacidades varian en
intensidad segln la magnitud de la hemorragia
alveolar y el tiempo transcurrido desde el ultimo
episodio de sangrado. Los pacientes cuya enferme-
dad ha sido de larga evolucién ocasionalmente
pueden desarrollar multiples quistes focales, de
predominio posterior y en los segmentos basales
laterales (8).

La sospecha clinica de hemorragia requiere
la confirmacion mediante lavado broncoalveolar
(9,10), el cual se hace generalmente en segmentos
del pulmén donde la tomografia haya evidenciado
opacidad del tipo de vidrio esmerilado, o en el
[6bulo medio si la enfermedad es difusa. En
adultos se requiere la biopsia pulmonar para
confirmar el diagndstico de hemosiderosis pul-
monar idiopatica (11).

El tratamiento se enfoca en las causas detectadas.
La administraciéon de corticoides debe iniciarse
con una dosis de 1 a 2 mg/kg diarios por via
intravenosa en los casos graves, la cual debera
disminuirse a la dosis de mantenimiento de 0,5
a 0,75 mg/kg diarios durantel8 a 24 meses
(12,13).

El tratamiento inmunosupresor puede emplearse
conjuntamente con glucocorticoides orales en los
pacientes con enfermedad grave o con episodios
recurrentes de hemorragia alveolar. Se han utilizado
con éxito la azatioprina, la hidroxicloroquina, la
ciclofosfamida y la 6-mercaptopurina en combi-
nacion con glucocorticoides orales; sin embargo,
la informacion que sustenta la eficacia de este
enfoque es limitada (14,15).

Hemosiderosis con osificaciéon pulmonar

En cuanto a la osificacion pulmonar, esta se
define como la presencia histolégica de hueso
maduro, con contenido de médula 6sea o sin él,
en el intersticio o en los espacios alveolares (3),
y se asocia con antecedentes de enfermedad
pulmonar, cardiaca o en otros érganos, confirmada
por histopatologia. Generalmente, su diagnéstico
es incidental (16). La relacién de hombre a mujer
en mayores de 80 afios es de 7 a 1y, en menores
de 80 afios,de 1 a1 (3).

Segun el patrén histopatolégico, se han descrito
dos formas de presentacién: granular y dendri-
forme (17). La forma granular, también conocida
como nodular circunscrita, es la mas comun y se
caracteriza por depdsitos laminares de material
0seo calcificado dentro de los espacios alveolares,
frecuentemente sin elementos medulares. La forma
dendriforme, o ramificada, se relaciona con la
bifurcacién intersticial de espiculas 6seas que
contienen elementos medulares con actividad
osteoblastica y osteoclastica y que pueden protruir
dentro de los alvéolos.

En diversos articulos se menciona que, en los casos
asociados con congestion venosa pulmonar cronica,
la hemorragia alveolar es un factor predisponente
para la aparicion de fibrosis y osificacion (18).

El diagnostico es incidental en casos aislados
estudiados post mortem (19), o se hace con base
en los hallazgos de estudios histopatologicos
posteriores a cirugias (17). Su curso clinico
generalmente es asintomatico, o con sintomas
relacionados con la causa de base (20). No es
comun que la osificacion pulmonar se aprecie en
las radiografias de térax y, cuando esta presente,
se manifiesta como infiltrado reticulonodular en
los |6bulos inferiores, generalmente bilateral. En
la mayoria de los casos es dificil determinar si las
imagenes lineales corresponden a areas calcifi-
cadas o afibrosis pulmonar, pues las lineas son muy
finas. En la tomografia de alta resolucion de térax,
en la variedad dendriforme, pueden verse lineas
de 1 a 4 mm en un patrén arboriforme de distribu-
cién broncovascular, que denotan el compromiso
intersticial, y en la variedad nodular, multiples areas
de micronédulos subpleurales. La gammagrafia
Osea con marcador radiactivo (metilen-difosfonato
nuclear con tecnecio 99) permite el diagndstico
cuando se observa un aumento de la captacién
del trazador en ambos campos pulmonares (21).

Tanto en la hemosiderosis como en la osificacion
pulmonar, las pruebas de funcién pulmonar mues-
tran anomalias restrictivas e hipoxemia (22). Durante
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los episodios de sangrado agudo en la hemosi-
derosis pulmonar, la hemoglobina de los eritrocitos
vertida en los alvéolos absorbe &vidamente el
mondxido de carbono, lo cual permite su difusién en
concentraciones inusitadamente altas. Cuando se
degradan los eritrocitos alveolares y la hemoglobina
gue contienen, la difusion del monéxido de carbono
disminuye a los niveles previos a la hemorragia y
sigue reduciéndose progresivamente cuando se ha
desarrollado la fibrosis del parénquima pulmonar.

Conclusiones

Se presenta un paciente con diagnéstico de
hemosiderosis y osificacién pulmonar, confirmado
mediante estudio de histopatologia, que presen-
taba un trastorno de base que comprometia el
metabolismo del hierro. El paciente habia tenido
un deterioro funcional respiratorio progresivo, sin
que se hubiera tenido sospecha clinica de su
condicion, a pesar de la cronicidad de los sintomas
respiratorios.
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Introduccion. Las estrias de grasa en la pared arterial pueden aparecer desde el tercer afio de vida 'y
se relacionan con factores de riesgo aterogénico, como la hipertension arterial sistémica y el contenido
de sodio en la dieta. En pocos estudios se reporta el consumo de sodio en la dieta debido a la dificultad
para la recoleccién de los datos.

Objetivo. Determinar el consumo promedio de sodio en la dieta de nifios de uno a 18 meses de edad,
mediante una encuesta sobre la dieta a lo largo de tres dias.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio de corte transversal con 48 nifios sin enfermedad renal ni
restricciones en la dieta, atendidos en consulta pediatrica entre enero y junio del 2011, el cual incluyé
una encuesta sobre la dieta a los padres y la clasificacion del estado nutricional por antropometria y
medicion de la presién arterial. Se analizaron el contenido de sodio y demas nutrientes de la dieta con
el Programa Internacional de Consumo de Alimentos (CERES), las medidas antropométricas con el
programa Anthro de la Organizacion Mundial de la Salud y las caracteristicas sociodemograficas con
el programa de Epi-info.

Resultados. El 69 % de los nifios tenia un consumo alto de sodio, el 6,2 % presentaba presion arterial
elevada, y el 20,7 %, sobrepeso y obesidad.

Conclusiones. La prevalencia de hipertension arterial sistémica super6 la informada para Colombia
(1 a 3 %). Dos de los tres nifios con presion arterial elevada tenian una dieta rica en sodio, asi como
sobrepeso y obesidad con valores superiores a lo informado para Colombia (16 %). Se sugiere medir
la presion arterial tempranamente, recomendar la restriccion de sal y azUcar en la alimentacion de los
menores de dos afos, desarrollar estudios mas grandes para obtener datos poblacionales sobre la
ingestion de sodio, y disefiar estrategias de intervencion, adecuadas y oportunas, para disminuir los
riesgos en la edad adulta.

Palabras clave: dieta; alimentacion; lactante; sodio; cloruro de sodio; presion arterial.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3187

Measurement of dietary sodium intake in a group of children from one to 18 months of age in a
pediatric service in Cali, Colombia

Introduction: The fatty streaks in an arterial wall can appear from the third year of age, and they show
an association with atherogenic risk factors such as hypertension and sodium in the diet. Given the
difficulty of data gathering, few studies report the intake of sodium in the diet.

Objective: To determine average sodium intake in the diet of children between one and 18 months of
age through a three-day dietary survey.

Materials and methods: This was a cross-sectional study with 48 children without renal disease or
diet restrictions seen in pediatric practice between January and June, 2011. It included a dietary survey
for the parents, nutritional status classification by anthropometry, and blood pressure measurements.
Sodium content and other nutrients in the diet program were analyzed with the International Food
Consumption Program (CERES), anthropometry with the World Health Organization Anthro program,
and Epi-info for socio-demographic characteristics.
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Results: In total, 69% of children had high sodium consumption, 6.2% had high blood pressure, and

20.7% were overweight and obese.

Conclusions: The prevalence of hypertension exceeds that reported for Colombia (1-3%). Two of the
three children with high blood pressure had high sodium intake and they were overweight and obese,
with values above those reported for Colombian children (16%). We suggest to measure blood pressure
early, and to restrict salt and sugar in food for infants and children under two years of age. Also, larger
studies should be conducted to collect population data on sodium intake and develop appropriate and
timely intervention strategies to reduce risks in adulthood.

Key words: Diet; feeding; infant; sodium; sodium chloride; arterial pressure.
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La hipertension arterial sistémica es la principal
causa de enfermedades cardiovasculares, 62 %
de las cuales corresponden a accidentes cerebro-
vasculares, y 49 %, a enfermedad de las arterias
coronarias (1,2). En un andlisis sistematico de los
datos de salud de la poblacion, se constaté que esta
es la principal causa de muerte en el mundo (3).

En nifios se ha demostrado que la hipertension
arterial elevada mantiene esa misma tendencia
en la tercera y cuarta décadas de la vida (4,5). En
diversos estudios se ha evidenciado la relacion
directa entre factores modificables, como la inges-
tion elevada de sodio, el sobrepeso y la obesidad,
que favorecen la elevacion de la presién arterial,
y se han encontrado cifras hasta tres veces mas
elevadas en niflos obesos, independientemente
de su raza o sexo (6).

La transicién en la alimentacion es fundamental
para establecer habitos alimenticios saludables; la
exposicion temprana a alimentos con alto contenido
de azucar y sal se relaciona con su mayor consumo
y aumenta el riesgo de enfermedades cronicas
en la edad adulta, por lo cual las estrategias de
intervencién temprana contribuyen a reducir su
incidencia (6-14).

Se recomienda que la medicion de la ingestién de
sodio esté en manos de un experto en nutricion y
gue el seguimiento se haga mediante la medicion
del sodio en la orina y en la dieta, aunque no existe
consenso sobre como cuantificar con precision su
ingestion (15).

En varios estudios se mencionan las dificultades
para establecer el método de determinacion de
la ingestion de sodio (recordacion de la ingestion
de alimentos o técnicas de laboratorio), debido
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a las variaciones individuales y las fluctuaciones
diarias. Del mismo modo, resulta dificil conocer la
cantidad de sal agregada a las preparaciones, ya
gue la metodologia para su cuantificacion no ha
sido estandarizada ni validada (15).

A pesar de ser una recomendacion prioritaria
en muchas de las guias para el manejo de la
hipertension arterial sistémica y de las guias ali-
mentarias de la mayoria de los paises, en estas
no se menciona la metodologia para determinar
el consumo de sal en la alimentacién (16), lo cual
es importante para valorar si las medidas para
reducirlo han sido efectivas.

En Colombia no se han hecho estudios sobre el
consumo de sodio en nifilos menores de dos afos,
y en otros paises son escasas las investigaciones
sobre la ingestion de sodio en la dieta de nifios
pequefios y hay poca claridad con respecto a los
métodos de medicion. Entre ellos, se mencionan
la medicion del sodio en la orina en 24 horas, asi
como la recoleccidn espontanea en la mafiana o
en la noche, y mediciones adicionales como la de
creatinina y la de sodio en una muestra aislada de
orina (17,18).

En este contexto, en el presente estudio se tuvo
como objetivo determinar el consumo promedio de
sodio en la dieta de nifios menores de 18 meses de
edad mediante el registro por recordacion de la
ingestion a lo largo de tres dias, la medicion de
la presién arterial y la valoracién de su estado
nutricional.

Se espera que los resultados contribuyan a esta-
blecer la cantidad de sodio ingerido en este grupo
de edad y las estrategias de intervencién que
favorezcan el control del consumo de sodio en
la dieta, con la consiguiente disminucién de los
riesgos de hipertension arterial sistémica.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal
en niflos de ambos sexos y de uno a 18 meses
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de edad, seleccionados por conveniencia entre
quienes asistieron de manera espontanea a la
consulta pediatrica en un consultorio en Cali,
Colombia, entre enero y junio de 2011, siempre que
cumplieran con los criterios de inclusion y aceptaran
las condiciones para participar en la investigacion.
Se informd a los padres y se les explicaron la
metodologia y la finalidad del estudio, luego de lo
cual firmaron el consentimiento informado.

Se utiliz6 un formato para recopilar los datos
sociodemograficos y la dieta por recordacion de
24 horas durante tres dias (incluido un dia de fin
de semana) mediante preguntas a las madres o a
las personas responsables, lo cual estuvo a cargo
de un profesional adiestrado en la utilizacion de
encuestas sobre la dieta. Antes de iniciar el trabajo
de campo, se estandarizo la informacion sobre el
tamafio de las porciones y se la presentdé mediante
modulos gréficos en los cuales se ilustraban
detalladamente los tipos de alimentos consumidos
a lo largo del dia, las preparaciones, la forma de
coccidn, y el uso de sal, aceite y otros productos.

También, se registro la alimentacion por lactancia
materna exclusiva o parcial, su frecuencia y su
duracién. Se utiliz6 una férmula validada para
el calculo de la produccién de leche materna por
minuto y se multiplicé por el total del consumo por
dia, con el fin de determinar el contenido de calorias
y nutrientes, incluido el sodio, teniendo en cuenta
si la leche era madura, de transicién o calostro
(16,19-21). Asimismo, se registr6 el uso de leche de
férmula, consignando su contenido de nutrientes,
su nombre, la frecuencia del consumo, la cantidad
ingerida por el bebé y la forma de preparacion.

De igual manera, se registro la alimentacion com-
plementaria con el nombre del alimentoy laforma de
preparacion, la frecuencia de administracion durante
el dia, la cantidad administrada y la consumida
por el nifio. Esta informacion se registré segun las
pautas del Programa Internacional de Consumo de
Alimentos, CERES, especificando el tamafio de las
porciones. Con este programa se analizaron los
macronutrientes y micronutrientes utilizando para
su procesamiento las tablas de composicién de
alimentos de la poblacién colombiana, establecidas
por el Instituto Colombiano de Bienestar Familiar.

En cuanto al consumo de sodio y otros nutrientes,
se consider6 que su ingestién era adecuada cuando
la relacion entre lo consumido y lo recomendado
estaba entre 90 y 110 %, que habia déficit cuando
era menor de 90 % y, exceso, cuando estaba por
encima de 110 %.

Medicion de la ingestién de sodio en nifios

El método, ya validado en otras investigaciones en
nifios (21,22), incluy6 los siguientes aspectos:

1) los datos sociodemograficos de los nifios;

2) los datos clinicos y antropométricos: peso, talla,
edad, presion arterial tomada en brazo derecho
y examen fisico a cargo de uno de los pediatras
autores del estudio, y

3) los datos de la ingestion de sodio en la dieta en
tres dias diferentes de la semana, incluido uno
de fin de semana.

Criterios de inclusién

Los siguientes fueron los criterios de inclusion:
nifios sin ninguna enfermedad renal u otra
aparente, y sin restricciones en su dieta; nifios que
se encontraran en el rango de edades contem-
pladas en el estudio, y nifios cuyos padres firmaran
el consentimiento informado.

El analisis del contenido de macronutrientes y
micronutrientes en la leche materna, las férmulas
lacteas y la dieta se hizo con el programa CERES
segun lo registrado en la anamnesis alimentaria.
Los resultados se presentaron como el promedio
de los tres dias y se expresaron como porcen-
tajes de las recomendaciones de la dieta diaria
(Recommended Dietary Allowances), establecidas
segun edad y sexo, por la Food and Nutrition Board
de Estados Unidos (22).

Una nutricionista dietista experta en el tema se
encarg6 de preguntar sobre la frecuencia de la lac-
tancia materna y la duracién aproximada de cada
tomaalolargo de 24 horas. Posteriormente, mediante
la férmula establecida para ello, se determind la
cantidad de leche ingerida en el tiempo de lactancia
y la cantidad de sodio por mililitro ingerido (22).

Para comparar el consumo de sodio en la dieta
establecido en las recomendaciones de dieta diaria,
se utilizé el conjunto de valores de referencia que
constituyen las ingestiones dietarias de referencia
(Dietary Reference Intakes) (22), las cuales son una
actualizacion de las RDA conocidas mundialmente.

Para valorar el estado nutricional se usaron las
medidas antropométricas mediante el programa
Anthro de la OMS y se clasificd a cada nifio de
acuerdo con las guias de la misma OMS vy la
Resolucion 2121 del Ministerio de Proteccion
Social de Colombia (23,24).

Para medir la presion arterial sistémica, se utilizd
un esfigmomandmetro de mercurio estandar, pre-
viamente calibrado. Se tomd la presion arterial
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estando el nifio sentado, con el brazalete cubriendo
dos tercios de la extension del brazo derecho, en
un ambiente tranquilo, con temperatura agradable
y después de reposar al menos cinco minutos.

El mango debia rodear completamente la circun-
ferencia del brazo y cubrir 75 % de su longitud
(distancia entre el acromion y el olécranon); se dejo
espacio suficiente en la fosa antecubital para colocar
la campana del fonendoscopio. La presion arterial
sistolica se registré cuando aparecia el primer ruido
arterial (fase | de Korotkoff) y, la diastélica, cuando
desaparecia completamente el ruido (fase V de
Korotkoff). Se hizo una segunda medicion con otro
esfigmomandmetro previamente calibrado en cero
y se sac6 una media de las dos lecturas.

Se determind la categoria de la presion arterial con
base en el cuartoy el Gltimo reporte en el diagndéstico,
la evaluacion y el tratamiento de la hipertension
arterial sistémica en niflos y adolescentes (25-
27), y se consider6 que la presion era normal si
la presion arterial sistélica o la diastdlica estaban
por debajo del percentil 90; se considerd que los
nifios presentaban prehipertension cuando su
presion arterial sistdlica o la diastélica se situaban
entre los percentiles 90 y 95, y que tenian hiperten-
sion cuando una de estas estaba por encima del
percentil 95.

Andlisis estadistico

Se elaboraron tres bases de datos. Para la antro-
pometria, se usé el programaAnthro de la OMS para
nifios menores de dos afios. Para el procesamiento
y analisis de los componentes de la dieta, se utilizé
el programa CERES con las tablas de composicion
guimica de los alimentos colombianos y la informa-
cion se procesé en el paquete estadistico Epi-Info
3.5.3, 2011. Se generaron las tablas de frecuencias
y de 2 x 2 y se hicieron los andlisis descriptivos
univariado y bivariado. En el andlisis estadistico se
usaron medidas de tendencia central de mediana
y promedio, y medidas de dispersion. Se recurrid
a pruebas de ji al cuadrado para comprobar las
diferencias en algunos resultados.

Consideraciones éticas

La informacién obtenida se mantuvo en absoluta
confidencialidad. El estudio conté con la aprobacion
del Comité de Etica Humana de la Universidad
del Valle, y los participantes firmaron el consen-
timiento informado. Este estudio cumplié con los
estandares éticos internacionales establecidos en
la Declaracion de Helsinki.
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Resultados
Caracteristicas sociodemograficas

Del total de nifios, 24 (50 %) estaban entre los seis
y los 12 meses de edad, y con un ligero margen de
diferencia, la mayoria eran de sexo masculino. Casi
todos pertenecian a los estratos socioeconémicos
3y 5, y procedian de Cali (cuadro 1); 58 % de las
madres tenian educacion profesional y 87,9 % de
los nifios habia nacido a término.

Estado nutricional

Segun los indicadores antropométricos estable-
cidos en las tablas de la OMS, 96 % de los nifios se
ubicé en un promedio de +1 desviacién estandar
con respecto a la poblacion de referencia en todos
los indicadores calculados para la edad, como
peso, longitud, indice de masa corporal (IMC) y
perimetro cefalico.

En el cuadro 2 se presentan los resultados de la
relacién entre peso y talla: 34 (70 %) nifios tenian
un peso adecuado para la longitud, siete (14,5 %)
tenian sobrepeso y tres (6,2 %) eran obesos. Los
10 nifios que registraron +1 desviacion estandar,
se clasificaron segun el indice de masa corporal
establecido en la Resolucién 2121, y se encon-
tr6 que ocho (16,6 %) tenian sobrepeso y dos
(4 %), obesidad.

Cuadro 1. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion
estudiada

Variables Resultado Valor (%)
Edad (meses) 0a<6 16 (33,0)
6a<12 24 (50,0)
12a18 8 (17,0)
Total 48 (100,0)
Sexo Masculino 25 (52,1)
Femenino 23 (47,9)
Total 48 (100,0)
Estrato Nivel 1y 2 6 (12,6)
socioeconémico Nivel 3 14 (29,1)
Nivel 4 13 (27,0)
Nivel 5 15 (31,3)
Total 48 (100,0)
Procedencia Cali 41 (85,4)
Otras poblaciones 7 (14,5)
del Valle del Cauca
Profesional 28 (58,0)
Nivel de escolaridad  Técnico 1 (2,0
de la madre Béasica completa 8 (16,6)
Bésica incompleta 3 (6,2
Sin datos 8 (16,6)
Total 48 (100,0)
Semanas de A término 42 (87,9)
gestacion 34y 36 semanas 6 (13,0)
Total 48 (100,0)
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En cuanto a la relacion entre peso y edad, 26
ninos (54 %) tenian el peso adecuado para la
edad, seis (12,5 %) presentaban riesgo de bajo
peso y dos (4 %) tenian un peso muy bajo para su
edad; 14 (29%) presentaron una puntuacion z, o
puntuacion estandar, mayor de uno, por lo cual no
se clasificaron segun el peso para la edad sino con
base en el indice de masa corporal para la edad.

Con respecto a la relacion de la talla y la edad,
se observd que 42 (87,5 %) nifios presentaron una
talla adecuada para la edad y tres (6,2 %) tenian
talla baja y riesgo de talla baja.

En lo que respecta al perimetro cefalico, en 89,5 %
de los nifios estaba en valores normales segun el
puntaje z para la poblacion de referencia, cuatro
(8,3 %) presentaron una puntuacién z menor de
2y, uno (2 %), uno menor o igual a 2, es decir,
se ubico en el grupo de riesgo de trastornos del
neurodesarrollo (28).

En cuanto a la presién arterial sistémica, 47 nifios
(93,7 %) presentaron valores entre el percentil 50 y
75 para la talla o la edad, y tres (6,2 %) registraron
lecturas por encima del percentil 90 para su edad o
talla, lo cual se considera elevado.

Alimentacion

Segun la recordacion de lo consumido en los tres
dias, 31 (64,5 %) nifios recibian alimentacion com-
plementaria, nueve (18,7 %), lactancia materna
exclusiva, cuatro (8,3 %), leche de féormula infantil,
y cuatro (8,3 %), lactancia materna y leche de
férmula infantil.

Enla poblacién de menores de 6 meses (17 entotal),
nueve (52,9 %) se alimentaban exclusivamente con
lactancia materna, cuatro (23,5 %), con lactancia
materna mas leche de férmula infantil, y cuatro
(23,5 %), solo con formula infantil.

El consumo de energia promedio por dia fue de
868 calorias, con un porcentaje de adecuacién de
106 % (ingestion real / recomendacion x 100): en 19
(40 %) de los nifios el consumo calérico era exce-
sivo, en 16 (33,3 %), el consumo era normal segin
las recomendaciones de Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar (29), y en 13 (27 %) el consumo
estaba por debajo de lo recomendado.

En cuanto al consumo de proteinas, se encontrd
gue en 18 (38 %) de los nifios este era bajo, en 17
(35 %) era adecuado y en 13 (27 %) era excesivo;
en 28 (58 %) el consumo de grasas era excesivo y
en seis (13 %) habia déficit (cuadro 3). En 28 (58 %)

Medicion de la ingestién de sodio en nifios

Cuadro 2. Proporcion de nifios distribuidos por estado nutricional
segun los indicadores establecidos por la Organizacion Mundial
de la Salud en menores de dos afios

Variables Porcentaje  Numero
Talla/edad
Talla baja 6,0 3
Riesgo de talla baja 6,0 3
Talla adecuada 87,0 42
Total 100,0 48
Peso/edad
Peso adecuado 52,0 26
Riesgo de peso bajo 13,0 6
Peso muy bajo 4,0 2
Sin catalogar 29,0 14
Pesol/talla
Sobrepeso 16,0 7
Obesidad 4,1 3
Peso normal 70,8 34
Riesgo de peso bajo 6,2 3
Peso bajo 2,0 1
indice de masa corporal
Sobrepeso 16,6 8
Obesidad 4,1 2
Perimetro cefélico
<2 riesgo en el neurodesarrollo 2,0 1
Normal 89,5 43
>2 riesgo en el neurodesarrollo 8,3 4

nifios se presentaba déficit en la ingestién de hierro
(cuadro 3), aunque todos los menores de seis
meses estaban recibiendo hierro suplementario
a partir del cuarto mes, segun lo establecen las
guias del Ministerio de Salud y Proteccién Social
(30). Debe aclararse que en los nifios menores de
seis meses con déficit en el consumo de hierro
no se contabilizé6 el suplemento, pues se media
exclusivamente el contenido de la dieta, y se sabe
gue por si sola esta no es suficiente para cubrir lo
gue se requiere para la edad.

Ingestion de sodio

La ingestion promedio de sodio de los nifios por
grupos de edad fue la siguiente: nifios entre 0y 6
meses, 135 mg/dia, nifios de 6 a 12 meses, 536 mg/
dia, y de 12 a 18 meses, 836 mg/dia. El porcentaje
de adecuacion se estableci6 teniendo en cuenta la
cantidad recomendada para cada grupo de edad,
segun las Ultimas tablas de recomendaciones inter-
nacionales (22).

Se encontrd6 un consumo excesivo de sodio en
33 (68,7 %) de los nifios estudiados y en cuatro
(8,3 %) el consumo estaba dentro de los intervalos
normales. En cuanto a la relacion entre el consumo
de sodio del nifio y el nivel de educacién materna,
se encontré que los hijos de 20 (71,4 %) madres con
grado profesional tenian un consumo excesivo de
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sodio. Con respecto a la relacién entre peso para
la edad y consumo de sodio en la dieta, se encontré
que del 68,7 % de los nifios que consumian sodio
en exceso, 21 % (10) tenia sobrepeso y, 9 %
(4), obesidad.

Segun el tipo de alimentacién, se encontré que el
grupo con mayor ingestién de sodio correspondia
al de alimentacién complementaria (31 nifios), en
el cual 25 (52 %) nifios consumian sodio en exceso
(cuadro 4).

De los tres nifios con elevacion de la presion
arterial, dos (66,6 %) registraban aumento en la
ingestién de sodio. En la mayoria de los nifios
con presion arterial en intervalos normales,
el consumo de sodio era adecuado para su
edad (cuadro 5). Uno de los nifios (25 %) que
presentaron hipertension tenia sobrepeso, y entre
los casos con presién arterial normal, el 22 %
tenia sobrepeso y el 9 %, obesidad.

Discusion
Estado nutricional

Los indicadores antropométricos utilizados en el
estudio para evaluar el estado nutricional de los
nifios mostraron resultados similares a lo esperado,
de acuerdo con los puntos de corte determinados
para esta poblacién y con el promedio nacional.
Solo un nifio (2 %) se clasificé con bajo peso para
su talla (menos de dos desviaciones estandar),
lo cual seria mayor que lo reportado para el pais
(0,5 %); sin embargo, hay que tener en cuenta el
tamafio de la muestra de este estudio.

Cuadro 3. Ingestion dietaria de macronutrientes y micronutrientes
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Por otro lado, 10 (20 %) de los nifios estudiados
presentaron algin grado de sobrepeso y obesidad
con un indice de masa corporal elevado; a pesar
del reducido tamafio de la muestra en este estudio,
y teniendo en cuenta que el Ultimo reporte de la
Encuesta Nacional de Situacion Nutricional en
Colombia (ENSIN, 2010) (30) establecia que uno
de cada seis nifios presentaba algin grado de
sobrepeso y obesidad, el porcentaje encontrado en
nifios tan pequefios es considerable y preocupante.
Por ello, es necesario iniciar intervenciones tem-
pranas para evitar que aumente la prevalencia de
esta enfermedad, la cual se ha convertido en un
problema de salud publica a nivel mundial y es
cada vez mayor en Colombia.

La talla era adecuada para la edad en 42 (87,5 %)
nifos, y solo tres (6,2 %) presentaron talla baja.
Segun el informe a nivel nacional (ENSIN, 2010),
el porcentaje de retraso en el crecimiento es de
13,2 % en menores de cinco afios. En este sentido,
las cifras del presente estudio son muy bajas
comparadas con el promedio nacional, lo cual es
de esperar en este grupo de edad (menores de dos
afos), en el cual ain no son evidentes situaciones
que pueden alterar la velocidad del crecimiento o
en las cuales la talla sufre ajustes.

Alimentacion

A pesar de que la ingestion promedio de energia
por dia tuvo un porcentaje de adecuacion de 106 %
(promedio diario de 868 kcal) con respecto a lo
recomendado, es necesario tener presente que los
promedios se ven afectados por los extremos y por

Porcentaje de Kcal % Grasa

adecuacion Numero de nifios

Numero de nifios

% Hierro %

Numero de nifios

Proteinas
Numero de nifos

%

Déficit <90 13 27 6 13 18 38 28 58
Normal 90-100 16 33 14 29 17 35 13 27
Exceso >110 19 39,5 28 58 13 27 7 15
Total 48 100 48 100 48 100 48 100
Kcal: kilocalorias
Cuadro 4. Consumo de sodio en nifios menores de 18 meses de acuerdo con el tipo de alimentacion
Sodio AC Fl LM+ FI LME Total general
n % n % n % n % n %
Déficit 4 8,3 1 2,0 2 4,1 3 6,2 11 22,9
Exceso 25 52,0 1 2,0 2 4,1 6 12,5 33 68,7
Normal 2 4,1 2 4,1 0 0,0 0 0,0 4 8,3
Total general 31 64,5 4 8,3 4 8,3 9 18,7 48 100

AC: alimentacién complementaria; Fl: leche de féormula infantil; LM+FI: lactancia materna + leche de férmula infantil; LME: lactancia materna exclusiva
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Cuadro 5. Consumo de sodio en la dieta de los nifios menores
de 18 meses segun valores de la presion arterial

Porcentaje Presion arterial Total
de sodio general
Normal Anormal
n % n %
Déficit 11 22,9 0 0,0 11 229
Normal 3 6,2 1 2,0 4 8,3
Exceso 31 64,5 2 4,1 33 68,7
Total general 45 93,7 3 6,2 48 100

ello no son un buen indicador de la situacion. Para
contrarrestar esto, en este estudio se determinaron
puntos de corte de acuerdo con las desviaciones
estandar de la distribucién y se observo que en
19 (40 %) nifios ya se daba una ingestion caldrica
considerada alta (porcentaje por encima de 110 %
de la adecuada o mayor de una desviacion
estandar), lo cual podria explicar el nimero de
nifios con sobrepeso y obesidad (21 %). Esta
situacion evidencia la necesidad de revisar y vigilar
el proceso de implantacién de la alimentacién
complementaria. En cuanto a las proteinas, se
encontré que 18 (38 %) de los nifios tenian un
porcentaje de adecuaciéon menor de 90 % (-1
desviacion estandar), lo cual se podria considerar
un poco bajo; sin embargo, si se tiene en cuenta
un valor de 10 % de la desviacion estandar para
este nutriente, esta cifra seria la esperada en una
distribucion normal.

En un porcentaje importante de nifios (58 %) se
encontré un consumo alto de grasas si se tiene en
cuenta que cuando no se ha iniciado la alimenta-
cion complementaria el consumo de grasa es
mayor que en las demas etapas de la vida debido
a su alto porcentaje en la leche materna o en la
de férmula, lo que cambia un poco la distribucién
caldrica de la dieta o la proporcionalidad de los
macronutrientes.

Aunque la medicién del consumo de hierro y otros
nutrientes no hacia parte directa de los objetivos
del estudio, se decidié medirlos como uno de los
elementos de la evaluacion nutricional (cifras que
seran objeto de otro estudio) y, también, porque la
ingestion de hierro frecuentemente es deficiente,
situacién que se evidencia en todo el pais (30), ya
gue uno de cada cuatro nifios de 6 a 59 meses
presenta anemia principalmente por deficiencia de
hierro. En este estudio se encontré un déficit en la
ingestion de este micronutriente en mas de la mitad
de la poblacién (58,2 %), lo cual probablemente se

Medicién de la ingestién de sodio en nifios

debe a un inadecuado proceso de destete y podria
ocasionar anemia por deficiencia de hierro en nifios
pequefios (30).

Segun la ENSIN, 2010, casi todas (96 %) las
mujeres amamantan a sus hijos recién nacidos y
un poco mas de la mitad lo hacen en la primera
hora de nacido (30). Actualmente, la duracion total
de la lactancia materna es de 14,9 meses, practica
gue ha mejorado en los Ultimos cinco afios (2005:
49 %y 2010: 57 %) (30), sin embargo, el tiempo de
lactancia exclusiva es mucho menor (2,3 meses).
La introduccion de alimentos complementarios
de la leche materna se hace tempranamente y
la calidad de la dieta es especialmente deficitaria
en los nifios entre los 6 y 8 meses de edad. En
el presente estudio, el 52,9 % de los 17 nifios
menores de 6 meses recibia lactancia materna
exclusiva, cuatro (23,5 %), lactancia materna
y leche de férmula, y cuatro (23,5 %), solo leche
de férmula infantil. La principal razén aducida por
las madres fue el hecho de tener que regresar
al trabajo después de los tres meses de licencia
de maternidad.

Segun las guias de la Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative (KDOQUI) y las Dietary Reference
Intakes (DRI) el consumo minimo de sodio en nifios
de 0 a 6 meses debe ser de 120 mg y, para los
nifios de 6 a 12 meses, de 370 mg. En el presente
estudio, se encontré que 68,7 % de los nifios
consumia sodio en exceso.

El Institute of Medicine of the National Academies
(IOM) establece un nivel maximo de consumo de
sodio de 1.500, 1.900, 2.200 y 2.300 mg/dia para
nifios de 1 a 3 afios, 4 a 8 afios, 9 a 13 afiosy 14 a
18 afos, respectivamente (5,31).

En el informe del Comité Asesor de Guias Alimen-
tarias Estados Unidos de 2015, se recomienda un
consumo menor de 2.300 mg de sodio por dia para
la poblaciéon general o el indicado por el Institute of
Medicine (IOM) de Estados Unidos de acuerdo con
la edad (5,31).

Segun un metaandlisis del 2006 (32), un ligero
cambio en la ingestion de sodio produce un efecto
significativo en la reduccion de la presion arterial
sistémica. La ingestion de sal en infantes y nifios
se incrementa de forma notoria con la introduccion
de los alimentos sélidos, usualmente entre los 6 y
los 9 meses de edad, y en diversos estudios se ha
registrado un incremento notable en el consumo
de sodio con la introduccion de alimentos diferentes
a la leche materna (11).
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En este estudio, el promedio del consumo de sodio
en nifios de 0 a 6 meses fue de 135 mg por dia, en
los de 6 a 12 meses, de 536 mg por dia, y en los
de 12 a 18 meses, de 836 mg por dia. Ademas,
se encontrd que mas del 50 % tenian un consumo
por encima del maximo recomendado para nifios
mayores de seis meses; esto se debe a la adicion
de sal a la dieta durante el primer afio de vida,
periodo vital en el desarrollo de los habitos y las
preferencias alimentarias que se mantendran hasta
la adultez, lo cual se relaciona con el aumento en
el riesgo de enfermedades crénicas en la edad
adulta (33,34).

Es importante destacar que en dos de los tres
nifios que presentaron hipertension, el consumo
de sodio era elevado (183 mg/dia y 167 mg/dia,
respectivamente).

Presién arterial y consumo de sal

La presidn arterial en los nifios sigue un patrén que
se mantiene hasta la cuarta década de la vida, lo
gue sugiere que los valores altos en los primeros
afios son indicadores de riesgo de hipertension en
la vida adulta y que una correcta intervencién en
los estilos de vida en edades tempranas puede
propiciar una reduccién de su incidencia (35).

En el presente estudio, se encontr6 que tres (6,2 %)
nifios presentaron valores de presién arterial por
encima del percentil 90 para su edad o talla, y dos
de ellos estaban entre los 0 y los 6 meses de edad.
Si se tiene en cuenta la prevalencia reportada de
2 a 3 % en anteriores estudios de hipertension
en nifios (35), los resultados de este estudio son
mayores, a pesar de ser pequefia la muestra.

En el estudio se encontrd que 80 % de los nifios con
alimentacién complementaria en preparaciones a
las cuales se afadia sal, presentaban exceso de
sodio y solo 6 % de ellos tenian un consumo normal
(cuadro 5); 25 % de los nifios que consumian sal
en exceso presentd hipertension.

Estudios realizados en Chile (35) muestran que 75 %
del sodio presente en la dieta se afiade a los ali-
mentos durante su procesamiento o manufactura,
y solo 10 % procede de los alimentos naturales.

En un estudio de Sanclemente, et al., en Colombia,
en una poblacion de 709 personas se demostrd
un consumo de sodio de 20 a 30 g por dia y una
prevalencia de hipertension arterial sistémica de
3 %. De acuerdo con este estudio, uno de los
pocos hechos en poblacion adulta en Colombia, la
eliminacién urinaria en 12 horas no fue, por si sola,
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un buen indicador para determinar el contenido de
sodio de la dieta (36). En otros estudios aleatorios
con controles en recién nacidos, se sugiere una
asociacion directa entre la ingestion de sodio en la
dietay la presion arterial desde los primeros meses
de vida (37).

La alimentacion tiene un papel preponderante
en la reduccién de la presion arterial, tal como
lo demuestra el estudio sobre los DASH (Dietary
Approaches to Stop Hypertension) (38). Con una
dieta de 80 mEq de sodio (4,7 g de sal) se obtiene
un descenso entre 5y 3 mm Hg para las presiones
sistélica y diastélica, respectivamente.

En numerosos estudios se ha establecido que la
mayor parte del sodio ingerido proviene de los
alimentos elaborados industrialmente, como lo
demuestra, por ejemplo, Mattes (39). En el presente
estudio, también se encontré una mayor cantidad
de sodio en la alimentacion complementaria.

En 45 (94 %) de los nifios estudiados la presion
arterial sistémica fue normal; sin embargo, se
encontré un numero pequefio de lactantes con
valores elevados para su edad, por lo cual se
sugiere explorar si, ademas de la ingestion alta
de sodio, hay otras causas que ocasionen estas
elevaciones de la presion arterial.

Los resultados de este trabajo resaltan la necesidad
de desarrollar estudios de mayor tamafio en el pais
para determinar el consumo de sodio en la dieta
y su relacién con la presién arterial en la infancia,
utilizando la encuesta de consumo y la medicién
del sodio en la orina.

Tal como esta establecido, desde el nacimiento
debe hacerse seguimiento del crecimiento y
el desarrollo de los nifios, prestando especial
atencién a aquellos con bajo peso o talla, pero
también, a quienes tienen sobrepeso y obesidad.
La valoracion nutricional debe incluir la revision de
la ingestion de alimentos con el fin de determinar
tempranamente posibles deficiencias o excesos
y errores en la alimentacion que puedan modi-
ficarse con una adecuada educacién de la madre
por parte de profesionales bien entrenados en
promocion y prevencion.

Debe recomendarse a los padres y los cuidadores
no agregar sal ni azdcar a la alimentacion com-
plementaria de los lactantes menores de dos
aflos. Ademas, debe darse a conocer en todos
los estamentos publicos y privados el proyecto
de ley del Congreso de la Republica tramitado en
el 2012 (40), mediante el cual se dictan medidas
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para prevenir la hipertension arterial sistémica, y el
consumo excesivo de sodio o de cloruro de sodio
en la poblacion colombiana.

Es esencial medir la presién arterial de manera
rutinaria en todos los nifios pequefios y hacerles
seguimiento a aquellos cuyas lecturas sean eleva-
das. Los habitos implantados tempranamente en la
vida pueden alterar la expresion genética y afectar
la composicion corporal en la edad adulta; asi, la
dieta en la infancia tiene un efecto de largo plazo
en la salud del individuo y de la comunidad (10).
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Introduction: The diagnosis of intestinal parasitic infections depends on the parasite load, the specific
gravity density of the parasite eggs, oocysts or cysts, and the density and viscosity of flotation or
sedimentation medium where faeces are processed.

Objective: To evaluate the concordance between zinc sulphate flotation and centrifugal sedimentation
in the recovery of parasites in faecal samples of children.

Materials and methods: Faecal samples of 330 children from day care centers were evaluated by zinc
sulphate flotation and centrifugal sedimentation techniques. The frequencies of detection of parasites
by each method were determined and the agreement between the diagnostic techniques was evaluated
using the kappa index, with 95% confidence intervals.

Results: The faecal flotation in zinc sulphate diagnosed significantly more cases of Trichuris trichiura
infection when compared to centrifugal sedimentation (39/330; 11.8% vs. 13/330; 3.9%, p<0.001),
with low diagnostic concordance between methods (kappa=0.264; 95% CI: 0.102-0.427). Moreover,
all positive samples for Enterobius vermicularis eggs (n=5) and Strongyloides stercoralis larvae (n=3)
were diagnosed only by zinc sulphate. No statistical differences were observed between methods for
protozoa identification.

Conclusions: The results showed that centrifugal flotation in zinc sulphate solution was significantly
more likely to detect light helminths eggs such as those of T. trichiura and E. vermicularis in faeces than
the centrifugal sedimentation process.

Key words: Intestinal parasites/diagnosis; child; flotation; sedimentation.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.2799

Concordancia entre los métodos de flotacion con sulfato de zinc y sedimentacién centrifuga
para el diagnostico de parasitos intestinales

Introduccion. El diagndstico de infecciones parasitarias intestinales depende de la carga de parasitos,
la densidad de la gravedad especifica de los huevos, ooquistes o quistes de parasitos, y de la densidad
y viscosidad de los reactivos de flotacion o sedimentacion usados para procesar las heces.

Objetivo. Evaluar la concordancia entre el método de flotacion de sulfato de zinc y la sedimentacion
por centrifugacion en la recuperacion de parasitos en muestras fecales de nifios.

Materiales y métodos. Se evaluaron las muestras fecales de 330 nifios de guarderias mediante
las técnicas de flotacion con sulfato de zinc y de sedimentacion por centrifugacion. Se determiné la
frecuencia de deteccién de parasitos con cada método y se evalud la concordancia entre las técnicas
de diagndstico mediante el indice kappa, con intervalos de confianza del 95 %.

Resultados. Mediante la flotacion fecal con sulfato de zinc, se diagnosticé un nimero significativamente
mayor de casos de infeccion por Trichuris trichiura que con la sedimentacion por centrifugacion (39/330;
11,8 % Vs. 13/330; 3,9 %) (p<0,001), con poco acuerdo entre los metodos (kappa=0,264; IC,., 0,102-
0,427). Ademas, todas las muestras positivas para huevos de Enterobius vermicularis (n=5) y larvas
de Strongyloides stercoralis (n=3) se diagnosticaron solamente por sulfato de zinc. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los métodos para la identificacion de protozoos.
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Conclusiones. La flotacion centrifuga en una solucién de sulfato de zinc presentd una probabilidad
significativamente mayor de detectar los huevos livianos de helmintos como T. trichiuray E. vermicularis
en heces, que el proceso de sedimentacion por centrifugacion.

Palabras clave: parasitos intestinales/diagndstico; nifio; flotacion;, sedimentacion.
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The most commonly used parasitological diagnostic
methods for detection of intestinal helminthic and
protozoan infections in humans are inexpensive and
simple to perform; however, they have important
limitations, particularly regarding their sensitivity.
Therefore, the use of more than one diagnostic
method is necessary to detect different parasitic
evolving forms, such as eggs, larvae, cysts,
oocysts and trophozoites, due to the differences
in size, morphology, density, and mobility among
them. Moreover, the use of different parasitological
methods is essential to improve sensitivity for
helminth and protozoa diagnosis in patients with
low parasite burdens (1).

Laboratory diagnosis of intestinal protozoa is per-
formed by identifying the parasite cysts in faecal
smears stained with iodine or by detecting the
typical trophozoites in a wet or a permanent stained
preparation (2). On the other hand, as the adult
forms of most worms are rarely seen in faeces, the
parasitological diagnosis relies on the identification
of helminth eggs or larvae after concentrating the
stools, which is usually realized by sedimentation
or flotation techniques (3,4).

Spontaneous sedimentation, centrifugal sedimen-
tation, or formalin-ethyl acetate are widely used for
the diagnosis of intestinal protozoa and helminths in
human and animal stool samples (5-8). The faecal
concentration methods based on sedimentation of
parasites are useful for recovering heavy parasite
eggs due to the concentration of the organisms in
the sediment, whereas the centrifugal-flotation in
zinc sulphate (9) is used preferentially to recover
protozoa cysts because of the low density of
parasitic forms as compared to the salt solution.
The result is a clean preparation for microscopic
examination with a minimal amount of faecal debris.
For instance, if the density of a helminth egg is lower
or close to the density of the flotation solution, it
will float along with cysts of faecal homogenate.

Corresponding author:

Marcia Cristina Aquino Teixeira, Av. Bardo de Jeremoabo,
N° 147, Campus Universitario de Ondina 40170-115, Salvador,
Bahia, Brasil

Telephone: (5571) 3283 6950; fax: (5571) 3283 6949
marciat@ufba.br

Received: 13/05/15; accepted: 16/04/16

520

The purpose of this study was to evaluate the
agreement between the zinc sulphate flotation and
the centrifugal sedimentation for diagnosing proto-
zoa and helminths in children’s faecal samples.

Materials and methods

Faecal samples from 330 children attending day
care centers in Salvador, Bahia, Brazil, whose ages
ranged between 0 and 8 years, were examined
by zinc sulphate flotation (ZS) (9) and centrifugal
sedimentation (CS) (7) methods. Briefly, two grams
of faeces were homogenized in 10 ml of water and
filtered through gauze for each diagnostic method.
Subsequently, faecal homogenate was centrifuged
in a 15 ml tube for 2 minutes at 400 g twice and the
sediment was examined by preparing wet mounts
with iodine (CS) or resuspended in zinc sulphate
solution (1.18 g/mL) for the flotation process (ZS).
Faecal smears from the sedimentation technique
were also stained by modified Ziehl-Neelsen (mZN)
for coccidian diagnosis. Three slides per sample
were examined with each technique.

We determined and compared the proportion of
specific parasites identified by each diagnostic
method in the faecal samples analysed. We eval-
uated the concordance between diagnostic methods
by calculating kappa indices using the Graph Pad
(San Diego, USA) statistical software. The reference
kappa values were inferred as follows: (<0) no
agreement, (0-0.19) poor, (0.20-0.39) low, (0.40-
0.59) moderate, (0.60-0.79) substantial and (0.80-
1.00) excellent agreement (10). We performed the
statistical analysis of the frequencies of intestinal
parasites and the concordance of diagnostic results
between the two parasitological methods using the
chi-square test; values of p<0.05 were considered
statistically significant.

Ethical aspects

This study was approved by the Committee of
Ethics in Research of the Department of Health
of Bahia. Stools were collected from children
only after obtaining a formal signed consent
from their parents or legal guardians, whom also
received the parasitological test results. All children
were attended by a pediatrician and treated for
enteroparasite infections when necessary.
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Results

Of the 330 children analyzed, 217 (65.8%) were
infected with at least one intestinal parasite
regardless of the diagnostic method employed.
According to the combined results of ZS and CS,
the most frequent pathogenic protozoa identified
were Giardia duodenalis (83/330; 25.1%) and
Blastocystis spp. (46/330; 13.9%). Cryptosporidium
spp. and Isospora belli infections were found in
five (1.5%) and in one child (0.3%), respectively.
Regarding helminths, Ascaris lumbricoides and
Trichuris trichiura had the highest occurrence in
faecal samples (table 1).

Concerning the frequency of specific parasites
detected by each diagnostic method, ZS pre-
sented a similar proportion of A. lumbricoides
and Hymenolepis nana cases compared to CS,
or identified significantly more helminths such
as T. trichiura (p<0.001) (table 1), with a low
concordance between methods (kappa=0.264;
95% CI, 0.102-0.427) (table 2). Moreover, all
positive samples for Enterobius vermicularis eggs
(n=5) and Strongyloides stercoralis larvae (n=3)
were diagnosed only by ZS (table 1). As expected,
Schistosoma mansoni egg samples were found
solely in CS faecal sediments. The ZS method
also detected most of the G. duodenalis cases
(74/83; 89.1%), compared to the CS technique
(67/83; 80%). Conversely, the latter identified
more frequently the protozoan Blastocystis spp. in
infected children (38/46; 82.6%) vs. the ZS (33/46;
71.7%). However, no statistical differences were
observed, and there was substantial agreement

Zinc sulphate flotation and centrifugal sedimentation

between methods for both parasites: kappa=0.775;
95% CI: 0.691-0.859, and kappa=0.669; 95% CI:
0.537-0.801, respectively (table 2).

Discussion

The comparison of parasitological methods often
requires study populations with high frequency of
parasitic infections. In the present study, 217 out of
330 stools examined were positive for one or more
intestinal parasites, allowing a correct assessment
of the diagnostic concordance between the CS and
ZS flotation parasitological techniques.

Usually, the goal in using the ZS flotation method
is to improve the detection of protozoan cysts in
stools because their densities are lower than the salt
solution and they rise to the surface. Therefore, the
increased quantity of G. duodenalis and amebae
samples diagnosed in this study by ZS was expected,
and it was in concordance with reports from other
authors (11). Conversely, other studies, including
this one, have shown that CS is a more effective
technique for identification of Blastocystis spp. in
faecal samples (12). The better performance of CS
in Blastocystis spp. identification can be explained
by the polymorphism of this protozoan, with different
evolutionary forms (vacuolar, granular, amoeboid
and cystic), and a wide range of sizes, varying from
2 to 200 micrometers (13-15). Moreover, the hyper-
tonic zinc sulphate solution may not be appropriate
for the detection of Blastocystis spp., due to the
possibility of parasite membrane lysis (16,17).

In this work, we did not compare CS and ZS
methods for Cryptosporidium spp. diagnosis. In a
previous report, we showed that the concentration

Table 1. Frequency of enteroparasites in faecal samples of 330 children from day care centers, analysed by zinc sulphate (ZS)

flotation and centrifugal sedimentation (CS) methods

Protozoa Positivity Helminths Positivity
A CS V4] Zs CS V4]
X X
CS Cs
n (% n (%) p n (% n (%) P

Giardia duodenalis* 74 (22.4) 67 (20.3) 0.506  Ascaris lumbricoides* 67 (20.3) 68 (20.6) 0.923
Endolimax nana* 71 (21.5) 64 (19.4) 0.499  Trichuris trichiura* 39 (11.8) 13 (3.9) <0.001**
Entamoeba coli* 51 (15.4) 47 (14.2) 0.661 Hymenolepis nana* 21 (6.4) 17 (5.1) 0.504
Blastocystis spp.* 33 (10.0) 38 (11.5) 0.530 Enterobius vermicularis 5 (15 0 (0.0 0.025**
lodamoeba butschlii* 25 (7.6) 20 (6.1) 0.440 Strongyloides stercoralis 3 (0,9 0 (0.0 0.083
E. histolytica/dispar/ 14 (42) 14 (42) 1.000 Hookworm 3 (09 1 (03 0.316
moshkovskii*
Chilomastix mesnilli 3 (0.9 2 (0.6) 0.653  Schistosoma mansoni 0 (0.0) 2 (0.6 0.157

*p<0.05: Parasites with statistically significant frequencies compared to total of parasitized children (217/330; 68.5%), considering results of both
parasitological methods. **p<0.05: Statistically significant difference between ZS and CS methods for the diagnosis of Trichuris trichiura and Enterobius

vermicularis; chi-square test.
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Table 2. Concordance between zinc sulphate flotation and centrifugal sedimentation for diagnosing protozoan cysts and helminth
eggs in faeces

Zinc sulphate flotation *Kappa (95% Cl) Concordance level
Positive Negative Total
Centrifugal sedimentation
Giardia duodenalis
Positive 58 9 67 0.775 (0.691-0.859) Substantial
Negative 16 247 263
Total 74 256 330
Blastocystis spp.
Positive 25 13 38 0.669 (0.537-0.801) Substantial
Negative 8 284 292
Total 33 297 330
Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii
Positive 14 0 14 1.000 (1.000 -1.000) Excellent
Negative 0 316 316
Total 14 316 330
lodamoeba butschlii
Positive 17 3 20 0.738 (0.590-0.886) Substantial
Negative 8 302 310
Total 25 310 330
Endolimax nana
Positive 60 4 64 0.860 (0.792-0.929) Excellent
Negative 11 255 266
Total 71 259 330
Entamoeba coli
Positive 44 3 47 0.880 ( 0.807-0.953) Excellent
Negative 7 276 283
Total 51 279 330
Ascaris lumbricoides
Positive 55 13 68 0.767 (0.680-0.854) Substantial
Negative 12 250 262
Total 67 263 330
Trichuris trichiura
Positive 8 5 13 0.264 (0.102-0.427) Low
Negative 31 286 317
Total 39 291 330
Hymenolepis nana
Positive 17 0 17 0.888 (0.780-0.996) Excellent
Negative 4 309 313
Total 21 309 330

* Only parasites with significant frequencies and detected by both parasitological methods were included for evaluation of concordance by kappa index.

of oocysts by CS, followed by mZn staining, proved
to be a suitable protocol for Cryptosporidium
detection in human faeces (7). Moreover, the ZS
method showed lower sensitivity and specificity
compared to saturated sugar solution flotation
technique for Cryptosporidium spp. diagnosis (18).

The effective recovery of parasite eggs and cysts
depends on their own densities and on the density
and viscosity of the flotation medium. Considering
these issues, the choice of a flotation solution must
be matched with the characteristics of particular
parasite species for optimal results. In this study,
the relatively heavy helminth eggs, such as those
of S. mansoni, were only detected by CS due to
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their high density and subsequent tendency to
settle along with various faecal debris (19). In
addition, faecal components such as food debris,
fat, bacteria, fungi, etc., may affect the performance
of a specific parasitological method, which may
interfere with the faecal concentration process as
well as the microscopic visualization of the parasitic
forms (7).

The specific gravities of helminth eggs have been
determined previously using density gradients
(20-22). In those studies, some eggs of animal or
human helminths presented the following densities
(g/cm3): Ancylostoma duodenale and A. caninum,
1.05; A. lumbricoides, 1.11-1.13 (fertile) and 1.20



Biomédica 2016;36:519-24

(infertile) and A. suum, 1.13; E. vermicularis, 1.11;
Trichuris suis, 1.13, T. vulpis, 1.14 and T. trichiura,
1.15. Considering the relatively lower density of
helminth eggs compared to the zinc sulphate solu-
tion (1.18 g/cm?), their tendency to float to the
surface is expected. However, average dimensions
of eggs may influence their flotation in salt or sugar
solutions, as well as their sedimentation velocity in
water (22). As we observed in our study, despite the
closer specific gravity of T. trichiura eggs (size range
50 x 22 um) to A. lumbricoides eggs (size range 60 x
45 pm — fertile and 90 x 40 um - infertile), there was
no significant difference in the diagnosis of the latter
between ZS or CS. It is also important to note that
an A. lumbricoides female can eliminate 10 times
more eggs than a T. trichuris female, favouring the
identification by different diagnostic techniques.

When we analyzed the diversity of helminths
identified by the method employed in this work, we
noticed a higher frequency of T. trichiura eggs when
diagnosed by ZS. Previous studies have shown that
ZS is very effective in detecting T. vulpis infections
in dogs (11). In our study, CS failed to detect 31
of 44 cases of trichiuriasis, which were diagnosed
exclusively by ZS. Despite the lower detection of T.
trichiura infected children, the CS method identified
five positive cases that were not diagnosed by ZS.
This emphasizes the need to combine two or more
methods, always including a flotation technique, for
diagnosing light helminth eggs in faecal samples. As
discussed above, it is feasible that the variation on
the egg size range of a specific parasite population
and, consequently, its density, or the low parasite
load in faeces, may have accounted for the five T.
trichiura samples diagnosed only by CS.

It is also notable that the faecal analysis identified
four additional H. nana, and exclusively five E.
vermicularis and three S. stercoralis cases by the
ZS flotation method. Diagnosis of E. vermicularis
and S. stercoralis infections is usually based on
the recovery of typical eggs on perianal skin using
a transparent tape (23) and by the Baermann-
Moraes method (24), respectively, and rarely by
sedimentation techniques. Thus, although it is a
nonspecific laboratory tool for both parasites, the ZS
may identify some enterobiasis and strongyloidiasis
cases during coproparasitological analysis.

In conclusion, this study demonstrated that it is
significantly more likely that the centrifugal flotation
in zinc sulphate solution detect a faecal sample
positive for T. trichiura or E. vermicularis than the
centrifugal sedimentation process, whereas there

Zinc sulphate flotation and centrifugal sedimentation

were no significant differences between methods
in the identification of other intestinal parasites,
including G. duodenalis. Therefore, the use of both
methods in the clinical laboratory will maximize the
precision and improve the diagnosis of parasitic
infections in children.
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Determinacién de enteroparasitos en Lactuca sativa en
fincas dedicadas a su produccién en Pasto, Colombia

Giovanni Andrés Polo, Carmenza Janneth Benavides, Juan Manuel Astaiza,
Dario Antonio Vallejo, Patricia Betancourt

Grupo de Investigacion de Medicina Interna y Farmacologia Veterinaria, Universidad de Narifio, Pasto, Colombia

Introduccion. Actualmente se recomienda incluir en la dieta diaria verduras como la lechuga por su
gran aporte nutricional; sin embargo, atraidos por tales beneficios, los consumidores pueden estar
expuestos a infecciones con parasitos intestinales.

Objetivo. Determinar la presencia o ausencia de enteroparasitos en la lechuga (Lactuca sativa)
cultivada en la zona rural del municipio de Pasto y, una vez caracterizados los predios, analizar los
factores asociados.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio transversal doble ciego de tipo descriptivo. Se tomaron 105
muestras de 21 predios entre junio y diciembre de 2013 y se procesaron mediante pruebas de flotacion
y sedimentacion. Ademas, se encuesté a los propietarios de los predios para obtener informacién
sobre las variables que pudieran determinar la aparicién de enteroparasitos.

Resultados. Se encontré contaminacion con huevos y larvas de parasitos en 100 % de las muestras:
95,25 % con quistes de Entamoeba spp.; 71,43% con ooquistes de Isospora spp.; 61,90% con larvas
(L3) de Strongyloides stercoralis; 28,57 % con huevos de Toxocara spp., y 4,76 % con ooquistes
de Eimeria spp. En cuanto a los factores asociados segun la prueba de ji al cuadrado, se encontré
relacion entre Entamoeba spp. y las acequias (p=0,008), los perros (p=0,008) y los pozos sépticos
(p=0,029); entre Isospora spp. y el compost (p=0,0001), los perros (p=0,0001) y las babosas
(p=0,002); entre S. stercoralis y la manipulacion (p=0,003), y entre Toxocara spp. y el hecho de no
utilizar biodigestores (p=0,002).

Conclusiones. En las areas de cultivo del municipio de Pasto se encontr6 contaminacién de las
muestras de lechuga con enteroparasitos provenientes principalmente de reservorios animales y
humanos, aunque también presentes en el medio ambiente.

Palabras clave: lechuga; verduras; contaminacion de alimentos; parasitos; cultivos agricolas; reservorios.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.2914

Enteroparasite determination in Lactuca sativa from farms dedicated to its production in
Pasto, Colombia

Introduction: Currently, vegetables like lettuce are widely recommended as part of the daily diet given
their high nutritional value; however, while consumers feel attracted to the benefits provided by the
vegetable, they may also be exposed to parasitic intestinal infections.

Objective: To determine the presence or absence of enteroparasites in lettuce (Lactuca sativa)
grown in the rural area in the municipality of Pasto, and to analyze associated factors based on the
characterization of the lands.

Materials and methods: We conducted a descriptive double blind cross-sectional study. We took a
total of 105 samples from 21 properties from June to December, 2013, and we processed them by
sedimentation and flotation tests. Additionally, the owners were surveyed in order to obtain information
about the possible variables influencing the occurrence of enteroparasites.

Results: We detected contamination in 100% of the lettuce samples and we found parasite eggs and
larvae as follows: 95.25% with Entamoeba spp. cysts; 71.43% with Isospora spp. oocysts; 61.90%
with Strongyloides stercoralis larvae (L3); 28.57% with Toxocara spp. eggs, and 4.76% with Eimeria
spp. oocysts. Using the chi-square test we found association between Entamoeba spp. and ditches

Contribucién de los autores:

Giovanni Andrés Polo: trabajo de campo

Carmenza Janneth Benavides y Juan Manuel Astaiza: asesoria metodolégica
Dario Antonio Vallejo: asesoria estadistica

Patricia Betancourt: procesamiento y analisis de muestras

Todos los autores participaron en la escritura del manuscrito.

525



Polo GA, Benavides CJ, Astaiza JM, et al.

Biomédica 2016;36:525-34

(p=0.008), dogs (p=0.008) and septic tanks (p=0.029); between Isospora spp. and compost (p=0.0001),
dogs (p=0.0001) and slugs (p=0.002); between S. stercoralis and handling (p=0.003), and between
Toxocara spp. and no use of biodigesters (p= 0.002).

Conclusions: We found contamination with enteroparasites in lettuce samples from growing areas in
the municipality of Pasto with animal and human sources as their main reservoirs, although others were

present in the environment.

Key words: Lettuce; vegetables; food contamination; parasites; agricultural cultivation; reservoirs.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.2914

La lechuga es un vegetal muy comun en la canasta
familiar por su facil produccién y disponibilidad; se
consume cruda en sandwichesy ensaladas, y se usa
para la decoracién de platos (1). En varios estudios
se ha sugerido la posibilidad de la transmision de
parasitos intestinales a los seres humanos por la
ingestion de frutas y verduras crudas procedentes
de &reas de cultivo contaminadas por residuos
fecales de animales o del hombre presentes en el
agua sucia que se emplea para regar los huertos
0 en el abono orgéanico (2,3).

En el mundo, mas de 2.000 millones de perso-
nas estan infectadas con parasitos intestinales,
lo cual constituye un problema de salud publica,
principalmente en paises en desarrollo (4). En las
zonas rurales y urbanas de estos paises las malas
condiciones sanitarias permiten la propagacion
de parasitos intestinales y las verduras son un
vehiculo importante de su transmision (5).

Multiples factores ecolégicos, ambientales, inmunolé-
gicos y genéticos, asi como del &mbito sociocultural
y econémico, intervienen en el problema (6).
Las infecciones parasitarias afectan a individuos
de todas las edades, pero son los nifios los que
padecen en mayor medida sus sintomas clinicos. Si
bien las poblaciones pobres son las mas expuestas,
en niveles sociales mas altos también prevalecen
infecciones que se adquieren con los alimentos
(carnes poco cocinadas, vegetales y pescado
crudo), el agua y los fémites (vectores pasivos) (6).

Las parasitosis tienen graves consecuencias, como
alteraciones cognitivas, disenteria grave o anemia
(4). El mecanismo fisiopatoldgico del dafio varia
segln la naturaleza del parasito. Los protozoos
normalmente producen diarreas agudas o crénicas,
por lesiones o debido a la reduccion del nimero
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de vellosidades intestinales, lo que, a su vez, dis-
minuye la superficie de reabsorcion del intestino
delgado; también, forman uUlceras en el intestino
grueso que provocan diarreas disentéricas con
moco y sangre. Los helmintos pueden producir
daflos menores en las mucosas, pero compiten
por el alimento preformado del intestino delgado,
sustrayendo del huésped aminoacidos, proteinas,
hierro y oligoelementos. Esta perdida de los
nutrientes mas ricos durante varios afios conduce
a la desnutricion crénica, a la disminucién de peso
y talla, y a un deterioro irreversible de la capacidad
cognitiva. En sus estadios larvarios, algunos
parasitos desarrollan migracion tisular y provocan
diferentes enfermedades segun los d&rganos
afectados (7).

El objetivo del presente estudio fue determinar
la presencia o ausencia de enteroparasitos en
la lechuga (Lactuca sativa) cultivada en la zona
rural del municipio de Pasto, y establecer los
factores asociados.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

Se localizaron todos los 21 predios dedicados
exclusivamente al cultivo de lechuga en el municipio
de Pasto, durante el periodo de junio a diciembre
de 2013. Su ubicacion comprendio las veredas de
Chavez (13 predios), Fray Bartolomé (1 predio)
y Gualmatan (3 predios) en el corregimiento de
Catambuco, y la vereda Riopamba (4 predios) en
el corregimiento de La Laguna.

La informacion se recolecté inicialmente mediante
entrevistas personales con los propietarios de los
predios y, en una segunda fase, se tomaron las
muestras previa autorizacion de los duefios de
los predios.

Recolecciéon de informacién

Entrevista con los propietarios. Se hizo una
encuesta con preguntas de seleccion mltiple a los
propietarios de los 21 predios para obtener infor-
macion sobre las posibles variables que influyen
en la aparicion de enteroparasitos. La informacion
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recolectada hacia referencia a la preparacion del
terreno, como uso de abonos quimicos o biolégicos,
extension del terreno, relacidon con otros cultivos
y fuentes de riego; a la relacion con los animales,
como animales domésticos en el predio o plagas;
a los métodos de recoleccion de la lechuga, y a
las practicas sanitarias, como conocimiento de
practicas eficientes de agricultura, manejo de
aguas residuales y practicas de aseo personal.

Registros. Para el registro de campo se elaboraron
21 fichas con el objeto de incluir las observaciones y
las caracteristicas del predio con ayuda de equipos
especializados (GPS Etrex — Garmin® e higrémetro
Thermo-Hygro), entre ellas, la altura sobre el nivel
del mar, las coordenadas geogréficas, el grado de
humedad y la temperatura, asi como la descripcion
del predio.

Toma de muestras

Con el propoésito de cubrir la mayor parte de
cada cultivo, se tomaron muestras de lechuga en
cada extremo del lote cultivado y en el centro. Se
recolectaron e identificaron cinco muestras por
cada predio, para un total de 105, las cuales se
enviaron al Laboratorio de Ciencias Pecuarias de
la Universidad de Narifio.

Procesamiento de las muestras

Las muestras se procesaron siguiendo los proce-
dimientos de la técnica de Alvarez, modificada por
Traviezo (8). Se tomaron hojas de la parte externay
de la parte interna de cada lechuga, se empacaron
en bolsas con cierre hermético y se almacenaron
en cajas de poliestireno expandido (icopor) con gel
refrigerante para evitar su descomposicion.

En el laboratorio, se lavé cada hoja con agua
destilada y un cepillo de cerda suave, y el material
turbio resultante se recolecto en recipientes meta-
licos. Una vez terminado este procedimiento, el
material obtenido de cada hoja se dej6 durante 24
horas en reposo cubierto con papel aluminio para
evitar la contaminacién externa. El sedimento
obtenido al cabo de este tiempo se aspird con
goteros de 10 ml y el aspirado se deposité en
tubos de ensayo y se lo centrifugd a 3.000 rpm
durante 10 minutos; posteriormente, se retird
el exceso de agua, se aspird el sedimento para
colocarlo en laminas portaobjetos y aplicar lugol
al 10 % y se lo dej6é en reposo durante 45 minutos
a temperatura ambiente. La muestra tratada se
observé en el microscopio 6ptico con aumentos
de 10X y 40X.

Determinacién de enteroparasitos en Lactuca sativa

La carga parasitaria se determiné segun las medi-
das de observacion del parametro establecido por
Vélez, es decir, 1 a 3 estructuras parasitarias por
campo (+), 4 a 7 por campo (++), y mas de 7 por
campo (+++) (9).

Andlisis estadistico

Se hizo un analisis estadistico descriptivo de la
informacién obtenida en las encuestas y registros,
y se determiné la participacién porcentual de
cada variable en la poblacion mediante tablas
de frecuencia.

La presencia de enteroparasitos y su participacion
porcentual en el estudio se establecié mediante la
siguiente formula:

Numero de sistemas contaminados

or cada parasito
p= porcacap X100
Total de sistemas de produccion

La asociacion entre la contaminacion de la lechuga
con enteropardsitos y las variables evaluadas en
la encuesta se establecié mediante la prueba de ji
al cuadrado y el test exacto de Fisher. Ademas, se
determiné la magnitud de la asociacibn mediante
la correcciéon V de Cramer, todo ello utilizando el
paquete estadistico IBM SPSS Statistics 20.0.

Resultados
Caracterizaciéon de los predios

En los predios se empleaba un sistema de
produccion rotatoria de hortalizas y tubérculos como
la papa. La mayor produccion de lechuga corres-
pondié a la vereda de Chéavez, con un 57,14 %,
seguida por las veredas de Riopamba, con 19,04 %,
Gualmatan, con 14,52 %, y Fray Bartolomé, con
9,52 %. En ese mismo periodo, el corregimiento
de Catambuco registrdo el mayor porcentaje de
produccion de lechuga, con 80,94 %, seguido
del corregimiento de La Laguna, con 19,04 %. El
90,47 % de los productores destinaban a la produc-
cion de lechuga areas menores a una hectéarea vy,
el 9,5 %, extensiones de dos a tres hectareas.

Ademas, se registraron la temperatura, la humedad
relativa y la altitud sobre el nivel del mar de cada
predio, con el fin de determinar las condiciones
del medio ambiente en cada zona, y se encontré
gue las cuatro veredas eran similares (cuadro 1).
Las mediciones medioambientales se hicieron
en el momento de la recoleccion de las muestras
y se concluyé que estos factores no guarda-
ban relacion con la presencia o la ausencia de
enteroparasitos.
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Cuadro 1. Registro de variables ambientales por vereda en el momento de la toma de muestras

Variable/Vereda Gualmatan Bartolomé Chavez Riopamba Promedio
(municipio) (Catambuco) (Catambuco) (Catambuco) (La Laguna)

Temperatura (° C) 19,43 19,2 19,48 19,63 19,43
Humedad (%) 66,87 495 49,33 63,25 57,24
Altitud (msnm) 2.857,33 2.708,5 2.658,75 2.798,50 2.755,77

El resultado corresponde al promedio por vereda de las mediciones de temperatura, humedad y altitud de cada predio evaluado.

La mayoria de los propietarios preparaba los
suelos antes de la siembra (95,20 %) y usaba
abonos inorganicos (52,40 %), actividades que se
consideran normales en los procesos agricolas.
Asimismo, los agricultores rotaban el cultivo de la
lechuga con otros, como la papa, la cebolla y el
cilantro, para evitar el agotamiento de los suelos
y tener un ingreso econdmico estable en cada
periodo ajustado a las variaciones de los precios
en el comercio de alimentos (cuadro 2).

Durante el periodo de estudio, 42,9 % de los sistemas
de produccion se abastecia de agua en quebradas
0 acequias, y 33,3% en los rios (cuadro 2).

En cuanto a la bioseguridad, los propietarios afir-
maron usar principalmente pozos sépticos para
el manejo de las aguas residuales (52,40 %),
seguidos de su dispersién en el cultivo y el uso de
biodigestores (cuadro 2).

En materia de certificacion agricola, de buenas
practicas agricolas, del llamado sello verde y de
otras certificaciones, el 76,20 % de los propietarios
no conocia los procesos de certificacion o como
etiquetar sus productos; el 14,30 % afirmo6 conocer
las buenas practicas agricolas y, el 9,2 %, el sello
verde; sin embargo, ninguno tenia certificacion
oficial otorgada por los organismos competentes
(cuadro 2).

En cuanto a la presencia de animales domésticos,
en el 57,3 % de los predios habia perros, los cuales
acompafiaban a los propietarios en las labores dia-
rias del campo (cuadro 2). Ademas, se encontraron
babosas en los diferentes estadios de crecimiento
de los cultivos. Segun el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA), las plagas que mas atacan
los cultivos de lechuga corresponden a la especies
de babosas Deroceras reticulatum Muller, Limax
marginatus Muller y Milax gagates Draparnaut, y
la especie de caracol Helix aspersa (10).

Por otra parte, se establecié que la mayoria de los
productores se lavaba las manos para cosechar
la lechuga (85,71 %), y usaba guantes de caucho
para cortarlas y empacarlas (90,47 %), ya que
con el corte la hortaliza produce una sustancia
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Cuadro 2. Frecuencia de las medidas de manejo de suelos,
cultivos y sanidad en los predios

Variable Resultado n %
Preparacion Si 20 95,2
del terreno No 1 4.8
Fertilizantes Inorganicos 11 524
Compost 5 238
Inorganico/compost 5 238
Sistema de riego Acueducto 2 9,6
Rio 7 333
Quebrada/acequia 9 429
Ninguno 3 14,2
Manejo de aguas Pozo séptico 11 524
residuales Dispersion al cultivo 4 19,0
Biodigestores 4 19,0
Ausencia de aguas 2 9,5
residuales
Conocimiento de técnicas Buenas practicas 3 143
de buenas practicas Sello verde 2 9,5
agricolas o sello verde No conoce 16 76,2
Animales domésticos Perros 12 57,1
en el predio Vacas 2 9,5
Ninguno 7 334
Otras especies Pajaros 2 9,5
en el predio Ratones 5 238
Babosas 12 57,1
Escarabajos 16 76,1
Lavado de manos Si 18 85,7
para cosecha No 3 143
Uso de guantes Si 19 90,5
en cosecha No 2 9,5

lechosa que causa irritacion al tacto. Esto quiere
decir que no se daba el contacto directo de las
manos con el producto, pero no se descarta la
contaminacion debida a la manipulacion continua
€con unos mismos guantes (cuadro 2).

Se determind que los productores recolectaban el
vegetal de forma manual y la empacaban en cajas
de carton con destino a los intermediaros que com-
prany acopian lalechuga, para luego transportarlay
comercializarla en la plaza de mercado El Potrerillo,
principal central de abastos de Pasto.

Determinacién de enteroparasitos en la lechuga

Todas las muestras procesadas presentaban hue-
vos y larvas de parasitos: 95,25 % de ellas contenia
quistes de Entamoeba spp.; 71,43 %, ooquistes de
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Isospora spp.; 61,90 %, larvas (L3) de S. stercoralis;
28,57 %, huevos de Toxocara spp., Yy 4,76 %,
ooquistes de Eimeria spp. (cuadro 3).

Carga parasitaria

Las mayores cargas parasitarias entre los proto-
zoarios fueron de Entamoeba spp., mientras que
entre los helmintos fueron las de S. stercoralis
(cuadro 4).

Factores asociados a la presencia de paréasitos

Se encontraron asociaciones estadisticamente
significativas entre la presencia de Entamoeba
spp. en las lechugas y las variables de suministro
de agua de acequias, presencia de perros y pozo
séptico (cuadro 5).

Se encontraron asociaciones estadisticamente
significativas entre Isospora spp. y las variables
de uso de compost, presencia de perros y de
babosas. Cabe resaltar que se encontré una fuerte
correlacién entre la contaminacion de la lechuga
por este parasito y la presencia de perros en el
predio al aplicar la correccion de la V de Cramer
(cuadro 5).

El 100 % de las muestras de lechuga positivas
para S. stercoralis provenia de predios donde
se hacia un manejo manual de las lechugas,
asociacion que fue estadisticamente significativa.
También, se encontré asociacion estadisticamente

Determinacién de enteroparasitos en Lactuca sativa

significativa entre las muestras de lechuga positivas
para Toxocara spp. y el hecho de no emplear
biodigestores (cuadro 5).

Discusion

Como la mayoria de los estudios sobre la conta-
minacion de la lechuga con parasitos se ha hecho
en ferias y supermercados, las comparaciones
forzosamente se hicieron con base en ellos, a

pesar de que el presente estudio se desarroll6 en
fincas dedicadas a su produccion.

En el presente estudio, los resultados sobre la conta-
minacion de la lechuga con enteroparasitos (100 %)
concuerdan con lo reportado por otros autores, como
Cantos (100 %) en Florianépolis, Estado de Santa
Catarina (11), y Santos, et al. (95 %), en Salvador,
Estado de Bahia, ambos en Brasil (2).

En las muestras examinadas, la proporcién de
Entamoeba spp. (95,4 %) fue superior a la encon-
trada en otros estudios. En Brasil, Sena-Barnabé,
et al., reportaron una contaminacién de 21 % de las
muestras con quistes de Entamoeba coliy de 5% con
E. histolytica en Sao Paulo (12); en Ipatinga, Silva,
et al., informaron 60 % de contaminacién parasitaria,
principalmente con quistes de Entamoeba spp. (13);
en Curitiba, Montanher, etal., reportaron E. histolytica
en el 2 % de las muestras analizadas (1), en tanto
gue en Costa Rica, Monge, et al., encontraron 3,8 %
de contaminacion con E. histolytica (14).

Cuadro 3. Proporcion de enteroparasitos en las muestras de lechuga examinadas

Parasito Muestras positivas por localidad
Gualmatan La Laguna Chavez Fray Bartolomé
n % n % n % n % Total (n) Total (%)
Protozoarios
Entamoeba spp. 15 14,29 18 17,14 63 60 4 3,81 100 95,24
Isospora spp. 0 0 19 18,10 51 48,57 5 4,76 75 71,43
Eimeria spp. 1 0,95 0 0 4 3,81 0 0 5 4,76
Helmintos
Strongyloides stercoralis 0 0 16 15,24 44 41,90 5 4,76 65 61,90
Toxocara spp. 13 12,38 5 4,76 10 9,52 2 1,90 30 28,57

Cuadro 4. Porcentajes de carga parasitaria por campo

Parasito Ninguno 1 a 3 por campo 4 a 7 por campo Mas de 7 por campo
Protozoarios
Entamoeba spp. 4,76 19,04 47,61 28,57
Isospora spp. 28,57 61,90 9,52 0
Eimeria spp. 95,23 4,76 0 0
Helmintos
Strongyloides stercoralis 38,09 42,85 4,76 14,28
Toxocara spp. 71,42 28,57 0 0
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Cuadro 5. Asociaciones entre los enteroparasitos encontrados en las muestras de lechuga y los aspectos relacionados con el

manejo de suelos y cultivos y la sanidad en los predios

Parasito Variable Asociacion
. Test de Fisher V de Cramer
Valor P Valor p Valor p
Acequia
Entamoeba spp. No Si Total
No 0 5 5 4,764 0,008 8,808 0,013 0,258 0,008
Si 60 40 100
Total 60 45 105
Perros
Entamoeba spp. No Si Total
No 5 0 5 4,764 0,008 8,808 0,013 0,258 0,008
Si 40 60 100
Total 45 60 105
Pozo séptico
Entamoeba spp. No Si Total
No 0 5 5 2,979 0,029 6,693 0,058 0,213 0,029
Si 50 50 100
Total 50 55 105
Compost
Isospora spp. No Si Total
No 30 0 30 11,352 0,0001 19,786 0,0001 0,354 0,0001
Si 50 25 75
Total 80 25 105
Perros
Isospora spp. No Si Total
No 25 5 30 25,831 0,0001 29,390 0,0001 0,517 0,0001
Si 20 55 75
Total 45 60 105
Babosas
Isospora spp. No Si Total
No 20 10 30 8,409 0,002 9,743 0,002 0,304 0,002
Si 25 50 75
Total 45 60 105
Manipulacion
Strongyloides No Si Total
stercoralis No 5 35 40 5,998 0,003 10,062 0,007 0,285 0,003
Si 0 65 65
Total 5 100 105
Biodigestores
Toxocara spp. No Si Total
No 55 20 75 8,229 0,002 15,264 0,001 0,307 0,002
Si 30 0 30
Total 85 20 105

En cuanto a los protozoarios, en este estudio se
evidencié una proporcion de Isospora spp. (71,43 %)
en la lechuga superior a la reportado en otros
sitios de Latinoamérica: por ejemplo, Devera et al.,
reportaron 2 % en Ciudad Bolivar, Venezuela (3);
Osaki, et al., informaron de una contaminacion de
7,7 % con ooquistes de coccidios (15), y Tanata
informé 30,76 % de contaminacion con Isospora
spp. en Lima, Pert (16). También, se encontré
Eimeria spp. (4,76 %) en este estudio, lo cual no
es frecuente, como se informa en otros estudios
(13,15,16).
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Strongyloides stercoralis se encontré en 61,9 %
de las muestras, una proporcion superior a lo
reportado en trabajos similares. Por ejemplo, Ono,
et al., encontraron Strongyloides sp. en 28,50 %
de las muestras en Guarapuava, Estado Parana,
Brasil (17), en tanto que Devera, en Ciudad Bolivar,
Venezuela, registro un 15,70 % de S. stercoralis (3),
y Mufioz, et al., informaron 6,40 % de Strongyloides
sp. en La Paz, Bolivia (18).

Toxocara spp. se encontrd en el 28,57 % de las
muestras examinadas, a diferencia de otros estudios
gue no reportan su presencia en la lechuga (17,18).
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En cuanto a la determinacion de la asociacion
entre la presencia de enteroparasitos en la
lechuga y la variable de suministro de agua de
acequias, quebradas y rios, los hallazgos de este
estudio ratifican los de Campos, et al., quienes
evaluaron el comportamiento de los indicadores
de contaminacién fecal en diferentes tipos de
agua de la sabana de Bogota y encontraron
microorganismos, entre ellos, huevos de helmintos
y protozoos de importancia en salud publica (19).
Mora, et al., en el municipio de Montes, Estado
Sucre, Venezuela, encontraron protozoarios,
Trichuris sp., ancilostomideos, Hymenolepis sp.
y Paramecium sp., entre otros agentes, después
de analizar muestras superficiales de afluentes de
los rios Orinoco, Quebrada Seca y San Juan (20).
En otro estudio en muestras de pozos de agua
escolares en Trujillo, Peru, se identificaron parasitos
como Giardia lamblia, Blastocystis hominis, E. coli,
Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium spp. y
Balantidium coli. Sin embargo, no se encontraron
ni huevos ni larvas de helmintos (21). En un estudio
en el municipio de El Rosal, Cundinamarca, se
tomaron muestras de aguas residuales crudas y
se encontré contaminacion con huevos de Ascaris
sp. en 70 % de las muestras y de tricocéfalos, en
10 % de ellas (4).

Por otra parte, la presencia de babosas en los
cultivos puede relacionarse con pardsitos que
actlan como vectores mecénicos. En estudios
realizados en la regién de Valparaiso, Chile, para
detectar especies del caracol H. aspersa y la
babosa D. reticulatum, se encontraron ooquistes
en mezclas de muestras de deposiciones de
caracoles y babosas, cuyas caracteristicas con-
cordaban con las observadas en las especies de
Cryptosporidium spp. (22).

El contacto directo de la mayoria de las hortalizas
con la tierra humeda favorece la contaminacién
con formas evolutivas de los parasitos, como
los quistes de protozoarios y los huevos y larvas
de helmintos (18). Se ha demostrado que la
contaminacion del suelo por el riego repetido
con agua contaminada por heces de animales
contrarresta los factores ambientales adversos y
permite que los agentes patdgenos permanezcan
viables en la tierra durante dos meses o0 mas,
especialmente en areas himedas y sombreadas
(23), debido a que las bacterias y los parasitos
depositados en el suelo, principalmente en las
heces, se inmovilizan y se fijan en un sitio espe-
cifico (24). La contaminacion fecal del suelo o
el agua son los factores mas importantes en
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la propagacion de los parésitos intestinales,
especialmente en las regiones pobres donde no
hay servicios sanitarios, pues permite que los
huevos y las larvas de helmintos y protozoarios
eliminados en las heces se desarrollen hasta ser
infecciosas (11).

Los agentes parasitarios hallados en este estudio
se relacionan en gran medida con la presencia de
animales domésticos y con actividades humanas
gue se convierten en una fuente de contaminacion
permanente y tienen implicaciones para la salud
publica por su gran potencial para provocar
enfermedades gastricas debidas al consumo de
alimentos crudos no tratados adecuadamente;
ademas, los productores desconocen los riesgos
de la exposicion de las hortalizas a las heces,
aguas no tratadas y animales domésticos, como
los perros que deambulan por los cultivos o las
vacas que se comen los residuos después de la
cosecha, situacidn que coincide con lo encontrado
por Devera, et al., quienes afirman que algunas
especies parasitarias pueden ser introducidas por
la manipulacion de los propios horticultores (3).

También, debe tenerse en cuenta que en las zonas
rurales la inadecuacién de los pozos sépticos
debido a la falta de recursos econdémicos para
su mantenimiento los sobrecarga y obliga a los
afectados a usar otros medios, y aunque esto no
necesariamente se relaciona con la contaminacion
microbiolégica en los cultivos, si puede suceder
cuando el productor decide usar las aguas residuales
sin tratamiento como fertilizante del suelo, tal como
se constato en los predios investigados (18).

La asociacion encontrada entre la contaminacion
de la lechuga con Toxocara spp. y el hecho de no
emplear biodigestores ratifica el concepto de que
Su uso permite mejorar las condiciones sanitarias
de la granja y reducir la propagacion de parasitos
y bacterias potencialmente dafiinas, al eliminar
y descontaminar el estiércol y otros desechos
orgéanicos (25).

Otro hallazgo relevante fue la presencia de S.
stercoralis. Sibien este parasito tiene un ciclo de vida
complejo y no se transmite por via oral, si evidencia
la contaminacién de los cultivos con materia fecal y
conlleva el riesgo de infeccion por la piel, principal-
mente entre los habitantes de zonas rurales, con
lo cual se perpetla el ciclo del parasito (26).

Los resultados obtenidos en el presente estudio
confirman que los alimentos pueden actuar como
vectores de microorganismos dafiinos para la
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salud humana. Las hortalizas estan muy expues-
tas a la contaminacion parasitaria, y la lechuga
se menciona en la mayoria de los estudios en
Latinoamérica. Es el caso del estudio de Mufioz, et
al., en el cual la lechuga present6 la mayor cantidad
de paréasitos contaminantes con diez especies
diferentes, seguida del tomate, el apio, la quilquifia
y el berro, con nueve, la espinaca, la zanahoria y
la cebolla, con ocho, y el rdbano y la acelga, con
siete especies (18).

Por otra parte, los pardasitos intestinales en las
hojas y los pies de las lechugas observados
en otros estudios son motivo de preocupacion
(5), y alerta sobre la necesidad de implementar
medidas sanitarias para el control de agentes
patégenos desde el momento de la produccion y
la comercializacion.

La produccién de lechuga en el area rural del
municipio de Pasto evidencié grandes fallas que
se reflejan en la contaminacion del producto con
enteropardsitos; de ahi, la necesidad de iniciar
transformaciones para adecuarla a las necesidades
de los consumidores y su preferencia por alimentos
mas sanos, de origen natural, funcionales, y cuya
produccién sea amigable con el medio ambiente,
sin descuidar las condiciones de vida de los
trabajadores rurales y las de sus familias, como lo
recomienda Fonseca (27).

El sector agropecuario, en general, y la produccion
primaria, en particular, requieren planes y progra-
mas para la produccién de alimentos inocuos, entre
ellos, la adopcion de buenas préacticas agricolas,
buenas practicas de manufactura y procedimientos
operativos estandarizados (Fonseca J, Cleves J. Los
sistemas de gestién de la calidad en la produccion
de ajo y cebolla en Colombia. Tercer Congreso
Colombiano de Horticultura y Simposio Internacional
de Cebolla y Ajo en el Trépico. Paipa: Sociedad
Colombiana de Ciencias Horticolas; 2009. p. 174).

En Colombia, las autoridades sanitarias, las empre-
sas comercializadoras y, en menor medida, los
productores, han venido impulsando y adoptando
buenas practicas agricolas (28). En este marco,
es necesario adoptar mecanismos que permitan a
los pequefios y medianos productores horticolas
desarrollar un sistema de gestién de calidad en su
unidad productiva y adoptar, administrativamente y
sin mayores traumatismos, acciones relacionadas
con la produccion, inocuidad, calidad y sosteni-
bilidad de su actividad (Fonseca J, Vega C.
Disefio del sistema de gestion de calidad para
empresas ovinocultoras en el departamento de
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Boyaca. Segundo Seminario Nacional y Primero
Internacional en Salud y Produccién Animal.
Tunja: Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica). El
proceso de desarrollo e implementacion de dicho
sistema requiere la elaboracién de manuales
sobre los aspectos administrativos, productivos y
organizativos de los productores, cuyo cumplimiento
debe verificarse mediante auditorias conducentes
al otorgamiento de la certificacion o del sello de
calidad del producto o servicio; este proceso lo
puede desarrollar cada productor por separado o
una organizacion de productores (27).

Las organizaciones sociales y los gobiernos deben
propender por la inocuidad en todos los eslabones
de la cadena de produccién y provision de alimentos.
En Colombia, el Decreto 1840 de 1994 establece
que el Instituto Colombiano Agropecuario es el
responsable del control sanitario en el proceso
de movilizacion de material vegetal, asi como
del sistema de supervisién y certificacion de la
inocuidad en la produccién primaria, el cual incluye
el disefio de referentes normativos y procedi-
mientos de inspeccion y certificacion de buenas
practicas agricolas de especies prioritarias, entre
las cuales se incluyen frutas y otros vegetales de
interés para el pais (29).

Asimismo, en el pais se cuenta con un sistema de
inspeccidn, vigilancia y control de la calidad de los
recursos naturales ambientales, el cual ain no ha
sido integrado y complementado, para garantizar
la calidad de los recursos naturales en la pro-
duccion primaria de alimentos y el control de la
contaminacion generada. Ademas, el pais cuenta
con la norma técnica colombiana (NTC 5400)
“Buenas practicas agricolas para frutas, hierbas
aromaticas culinarias y hortalizas frescas” y la NTC
5522 “Buenas practicas agricolas. Trazabilidad en la
cadena alimentaria para frutas, hierbas aromaticas
culinarias y hortalizas frescas”, pero su adopcién
no ha tenido la cobertura necesaria (29). Tampoco
se ha evaluado ni caracterizado la situacion de los
residuos de plaguicidas y contaminantes quimicos
y microbioldgicos, y solo se cuenta con algunos
estudios del ICA y de algunas universidades en
torno a productos y zonas productoras especi-
ficas (29), por lo cual es necesario incluir este
tema de investigacion en futuras convocatorias
del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural y
de Colciencias.

Por ultimo, la implementacion de planes de mejora-
miento con los productores de la regién exige
crear y ejecutar convenios con Corponarifio para
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la inspeccién, la vigilancia y el control ambiental
regionales; capacitar a los inspectores ambientales
de las corporaciones autdbnomas regionales (CAR);
fortalecer los laboratorios especializados mediante
protocolos para la determinacién de microorga-
nismos patégenos, y capacitar los productores en
la implementacion de buenas practicas agricolas
mediante la intervencion del SENAy SOHOFRUCOL,
siguiendo los parametros de la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO/OMS), la GLOBAL G.A.P., la guia
de minimizacién de riesgos de la FDA, la norma
NTC 5400 de Colombia y otras. Esto permitiria
intervenir en aspectos relevantes, como el control
integral de plagas y el uso de biodigestores,
gue en este estudio resultaron asociados con la
presencia de enteroparasitos. Teniendo en cuenta
gue estos procesos requieren tiempo, los consu-
midores de hortalizas deberan tomar medidas
higiénicas preventivas, principalmente su lavado
y desinfeccion.
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ARTICULO ORIGINAL

Factores asociados a la mortalidad por enfermedades
no transmisibles en Colombia, 2008-2012
Julio César Martinez
Grupo de Evaluacion del Riesgo e Inocuidad de Alimentos, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. Las enfermedades no transmisibles son la principal causa de muerte y discapacidad
en el mundo.

Objetivo. Describir la tendencia de la mortalidad por enfermedades no transmisibles y explorar la
asociacion con ciertos factores de riesgo en Colombia entre el 2008 y el 2012.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo y se analizé la tendencia de las tasas de
mortalidad a partir del registro oficial de estadisticas vitales (certificados de defuncién) entre el 2008
y el 2012.

Resultados. Durante el periodo de estudio, 727.146 defunciones se atribuyeron a enfermedades no
transmisibles, y 58,5 % de ellas ocurrieron en hombres menores de 75 afios. La tasa de mortalidad
durante el periodo de estudio fue de 319,5 muertes por 100.000 habitantes. La tendencia mostro
un patron de descenso estadisticamente significativo, aunque muy leve (-3 %), en todo el territorio
nacional. Por cada mujer fallecida por lesiones de causa externa (no relacionada con enfermedad o
edad), cinco hombres fallecieron en las mismas circunstancias (razén de probabilidades, OR=5,295;
ICq, 5,143-5,454). Las cinco primeras causas de muerte fueron: las enfermedades del sistema
circulatorio, las agresiones, los tumores malignos, las enfermedades de las vias respiratorias inferiores
y los accidentes de transporte.

Conclusiones. Las causas de mortalidad difirieron significativamente segun el sexo y la edad.
Las principales causas de muerte en Colombia fueron las enfermedades del corazon y las agresiones
(homicidios). La mortalidad por lesiones de causa externa fue mayor en los hombres de todas las edades
que en las mujeres, y la mayor probabilidad de morir se concentré en el grupo de 15 a 45 afios.

Palabras clave: mortalidad/tendencias; causa de muerte; cardiopatias; salud publica; estadisticas vitales.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3069

Factors associated to mortality by hon-communicable diseases in Colombia, 2008-2012

Introduction: Non-communicable diseases are the leading cause of premature mortality and disability
in the world.

Objective: To describe the trend pattern and to explore which risk factors were associated with mortality
rates in Colombia from 2008 to 2012.

Materials and methods: A descriptive study was conducted to analyze mortality rate trends from the
official vital statistics (death certificates) from 2008 to 2012.

Results: Between 2008 and 2012 there were 727,146 deaths due to non-communicable diseases, and
58.5% of them occurred among men aged less than 75 years. The mortality rate during the study period
was 319.5 deaths per 100,000 people. The trend showed a statistically significant decline in mortality
rates (-3%) across the country. For each woman who died due to external causes (i.e., not related to
illness or old age), five men died under the same circumstances (OR=5,295; IC 95%: 5,143-5,454).
The five most important causes of mortality were heart diseases, injuries due to aggressions, malignant
tumors, chronic lower respiratory diseases and road traffic accidents.

Conclusion: The cause of death differed significantly by sex and age. The main causes of death in
Colombia were heart diseases and injuries (homicide). Mortality was higher among men of all ages than
among women, but 15 to 45 year-old males were more likely to die due to external causes.

Key words: Mortality/trends; cause of death; heart diseases; public health; vital statistics.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3069

Las enfermedades no transmisibles se perfilan mas muertes que todas las otras causas combi-
como un problema de salud publica creciente nadas. En el 2012, la Organizacion Mundial de
en todo el mundo, pues constituyen la principal la Salud (OMS) sefal6 que, de los 56 millones
causa de mortalidad y discapacidad, y ocasionan de defunciones ocurridas, 38 millones (63 %)
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se atribuyeron directamente a enfermedades car-
diovasculares, céncer, diabetes y enfermedades
respiratorias cronicas. Cerca de tres cuartas partes
(28 millones) ocurrieron en paises con bajos y
medianos ingresos. El informe reveld, ademas, que
de los 38 millones de vidas perdidas en el 2012 por
enfermedades no transmisibles, 16 millones (42 %)
fueron defunciones prematuras y evitables (antes
de los 70 afios), lo cual evidencia un aumento
importante con respecto a los 14,6 millones de
muertes ocurridas durante el 2000 (1).

La epidemia global de este tipo de enfermedades
ha afectado de manera acelerada a todas las
regiones del mundo desde el afio 2000, aunque el
aumento ha sido mayor en el sureste asiaticoy en el
Pacifico occidental (1). En la regién de las Américas,
estas enfermedades contindian siendo la principal
causa de muerte y discapacidad, y representan una
carga de mas de 3,9 millones de vidas humanas
perdidas cada afo, es decir, cerca del 75 % del total
de las muertes en la regién. Aunque no se dispone
de cifras exactas para la region de las Américas,
se estima que el nUmero de personas con una
enfermedad no transmisible es considerable y que
muchas padecen varias de dichas enfermedades,
0 padecen una simultdneamente con alguna enfer-
medad infecciosa, como la tuberculosis, asociada
principalmente con la diabetes, el tabaquismo o el
abuso de alcohol (2).

Los cambios demograficos y en los estilos de vida
en los paises de la region, cuyas poblaciones
han pasado de ser predominantemente jovenes
a crecientemente envejecidas, han ubicado los
factores de riesgo de las enfermedades no trans-
misibles en niveles nunca antes registrados. En el
2011, el 10 % de la poblacion de América Latina
y el Caribe estaba constituido por personas
mayores de 60 afios, y se estima que dicha cifra
aumente a 25 % antes del 2050 (3). Existe una
gran variedad de factores de riesgo biolégicos
(obesidad, sexo, edad, etc.) y conductuales
(sedentarismo, tabaquismo, etc.) que influyen en
las poblaciones (2).

Por otra parte, las desigualdades sociales, econé-
micas y de sexo entre los paises y dentro de
ellos, constituyen factores determinantes de la
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exposicion al riesgo, la debilidad de los sistemas
de salud, la falta de acceso a la atencién y los
tratamientos oportunos, lo cual se suma a la falta
de recursos financieros y afecta particularmente a
las personas mas vulnerables aquejadas por una
o0 varias enfermedades no transmisibles (4).

La evolucién de la mortalidad evidencia la combi-
nacion de los problemas caracteristicos de las
condiciones de vida de las poblaciones y los
conflictos propios de los paises en desarrollo.
Ademas, los patrones de mortalidad estan
cambiando el perfil epidemiolégico de algunos
grupos especificos. Segun el informe del 2012
sobre la situacion de salud en Colombia, entre las
enfermedades no transmisibles, las neoplasias
malignas linfaticas y sanguineas constituyen las
primeras causas de muerte en la poblacién escolar
y adolescente (de 5a 9y de 10 a 19 afios de edad,
respectivamente) (5).

Entre los adultos jovenes (de 20 a 29 afios de
edad) y los adultos (de 30 a 64 afios de edad), los
eventos caracterizados como de causa externa,
principalmente los de causa violenta, y los acci-
dentes de transporte terrestre han registrado un
incremento considerable y se han convertido en
uno de los principales problemas de salud publica
en el pais, tanto que registran uno de los indices
mas altos de violencia de los paises de la region
(5). Se estima que cerca del 15 % de los sucesos
violentos se deben a causas politicas y, el 85 %
restante, a conflictos cotidianos.

Por otro lado, las enfermedades no transmisibles,
entre ellas las enfermedades isquémicas del
corazon, las cerebrovasculares, las crénicas de
las vias respiratorias, la hipertension y la diabetes,
contindan siendo las principales causas de muerte
en adultos de 65 o mas afos de edad (5,6). La
informacion sobre las causas de muerte permite
determinar la magnitud de los problemas de salud
de una poblacién, definir politicas y programas
en el sector de la salud, y hacer seguimiento
y evaluacion del impacto que producen las
enfermedades en una determinada poblacién
(7,8). En un sentido mas amplio, mediante esta
informacion se pueden evidenciar los avances
en el cumplimiento a nivel mundial de las metas
establecidas en el plan de accion global para la
prevencion y el control de las enfermedades no
transmisibles (1).

En este sentido, el estudio de la tendencia de la
mortalidad por estas enfermedades aporta infor-
macién epidemioldgica que permite explorar la
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relacion de sus posibles factores de riesgo en el
contexto del pais y, ademas, detectar los sectores
de la poblacién mas afectados, con el fin de
proponer programas y estrategias mas efectivas
de promocién y prevencion.

El objetivo de este trabajo fue describir la tendencia
de la mortalidad por enfermedades no transmisibles
y explorar su asociacion con ciertos factores de
riesgo, durante el periodo comprendido entre el
2008 y el 2012.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo para caracterizar la
mortalidad por enfermedades no transmisibles en
Colombia entre el 2008 y el 2012, a partir de los
certificados individuales de defuncién registrados
en la base oficial de datos del Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica (DANE),
Unica fuente secundaria de informacion utilizada, la
cual fue suministrada por el Observatorio Nacional
de Salud del Instituto Nacional de Salud.

Para determinar la causa basica de muerte, se tomd
la Clasificacion Internacional de Enfermedades en
su décima revisién (CIE-10); se tuvieron en cuenta
las enfermedades no transmisibles responsables
del mayor nimero de defunciones agrupadas en
las cinco grandes categorias establecidas por la
Organizacion Panamericana de la Salud (Lista
6/67, OPS): neoplasias (tumores) (C00-D48);
enfermedades del sistema circulatorio (100-199);
enfermedades crénicas de las vias respiratorias
inferiores (J40-J47); diabetes mellitus (E10-E14), y
lesiones de causa externa (VO1-Y89).

El universo incluia 989.865 defunciones por todas
las causas; se analizaron los 727.146 registros
de defunciones cuya causa basica de muerte
eran las enfermedades no transmisibles, de los
cuales se excluyeron aquellos en los que no se
determinaba el sexo o los de personas que residian
en el extranjero. La poblacién de andlisis para la
variable de edad fue de 724.035, debido a que
3.111 registros carecian de este dato en la casilla
correspondiente en la base de datos.

Se incluyeron todas las defunciones cuyas variables
cumplieran con una integridad de informacién
superior a 70 %. La integridad de las variables
se determind con base en la proporciéon de datos
recopilados frente a aquellos sin informacién o no
diligenciados. En cuanto a las variables de sexo,
codigo de departamento y de municipio, y causa
basica de defuncion, la integridad de los datos fue
total. En la variable de edad, la integridad fue de

Mortalidad por enfermedades no transmisibles

99,5 %, en la de nivel educativo, de 74,6 %, en la
de area de residencia, de 97,2 %, y en la variable
de régimen de afiliacion al sistema general de
seguridad social en salud, de 94,0 %.

Mediante un analisis univariado se caracterizé el
comportamiento de las defunciones registradas
segun las siguientes variables sociodemogréficas:
afio de la defuncion, nimero de muertes agrupadas
en las cinco grandes categorias de enfermedades
no transmisibles, grupos de edad, sexo, depar-
tamento de residencia habitual, c6digo de causa
basica de defuncién, nivel educativo, grupo étnico,
area de residencia y tipo de afiliacion al sistema
general de seguridad social en salud.

El andlisis se hizo calculando las frecuencias
relativas y absolutas, asi como las tasas de morta-
lidad por 100.000 habitantes y por afio; como
denominador se empled la poblaciéon proyectada
a mitad de periodo de los respectivos grupos de
edad reportadas por el DANE para los afios de
estudio. Se establecieron cuatro grupos de edad
(14 afios 0 menos; 15 a 45 afios; 45 a 64 afios y
65 0 mas afnos).

Se hizo un analisis bivariado para explorar la
relacion de las caracteristicas sociodemograficas
con la probabilidad de muerte entre hombres y
mujeres, siendo el sexo la variable dependiente;
se aplicaron pruebas de ji al cuadrado para las
asociaciones y un andlisis de regresion logistica
para determinar la probabilidad de muerte por
enfermedades no transmisibles en hombres; el
nivel de significacion se establecié en menos
de 5 %.

El procesamiento de los datos y el andlisis de
la informacion se hicieron mediante el paquete
estadistico R Studio, version 0.99.878, con apoyo
de los componentes de Microsoft Office 2010.

Resultados

Entre el 2008 y el 2012, se registraron en Colombia
989.865 defunciones por todas las causas, de las
cuales 727.146 (75 %) se atribuyeron directamente
a enfermedades no transmisibles. La tasa de
mortalidad global en los cinco afios de estudio
fue de 319,5 fallecidos por 100.000 habitantes; la
tasa mas alta se observo en el 2008 con 325, y se
presenté una leve reduccién a lo largo de los tres
afios siguientes, para volver a aumentar en el 2012
a 316 muertes por 100.000 habitantes (figura 1).

Las enfermedades del sistema circulatorio apor-
taron el mayor nimero de defunciones, con una
tasa de mortalidad global de 129,8, seguidas
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por las neoplasias (tumores) y las lesiones de
causa externa, con 78,3y 72,2 por cada 100.000
fallecidos, respectivamente. Por otra parte, las tasas
de mortalidad por afio debidas a enfermedades
crénicas de las vias respiratorias inferiores y
diabetes mellitus presentaron variaciones minimas
desde el inicio del periodo de estudio, con una
tendencia constante a la disminucion (figura 2).

De los registros asociados a muertes por enfer-
medades no transmisibles, 454.452 (62 %) contaban
con la informacién completa para la caracteriza-
cion sociodemografica. Al considerar el sexo, las
defunciones se presentaron con mayor frecuencia
en la poblacion masculina (58,5 %). En cuanto al
nivel educativo, el 40,9 % de las personas fallecidas
contaba con un nivel basico de educaciény el 78,5%
residia en la cabecera municipal. En relacion con
el tipo de afiliacion al sistema general de seguridad
social en salud, el 43,2 % (n=313.729) pertenecia
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Figura 1. Tendencia de las tasas de mortalidad global por
enfermedades no transmisibles en Colombia, 2008-2012
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Figura 2. Tendencia de la mortalidad por grupos de enfermedades
no transmisibles en Colombia, 2008-2012
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al régimen subsidiado, el 34,6 % (n=251.937),
al régimen contributivo, y el 13,2 % (n=95.808)
no estaba afiliado. El 78,4 % de las personas
fallecidas se clasificaba en la categoria de otros
grupos étnicos, con una proporcion de 5,6 % de la
poblacion que se reconocia como negra, mulata,
afrocolombiana o afrodescendiente. En cuanto a
los grupos de edad, se encontr6 una mayor pro-
porcion de fallecimientos en el grupo de adultos
mayores (de 65 o mas afios), con 58,2 %, seguido
por el de adultos medios (de 44 a 64 afios), con
20,6 %, y el de adultos jévenes (de 15 a 44 afos),
con 19,4 % (cuadro 1).

La variacion proporcional de la mortalidad global
por enfermedades no transmisibles segun el ente
territorial de residencia del fallecido en los cinco
afios de estudio presento tres patrones importantes:
un descenso estadisticamente significativo en las
tasas de mortalidad en Vichada, La Guajira, César,
Choco, Santander, Arauca, Atlantico, Risaralda,
Caldas y Caqueta; un aumento estadisticamente
significativo en Putumayo, Casanare, Guainia, Santa
Marta, D.E., Cérdoba, Bolivar, Sucre, Archipiélago
de San Andrés y Providencia, Tolima y Amazonas,
en tanto que en Narifio, Quindio y Vaupés no se
observo variacion de la mortalidad proporcional
(cuadro 2).

Durante el periodo de estudio, las diez primeras
causas ocasionaron mas del 70 % (n=316.631) de
los fallecimientos en hombres, principalmente por
enfermedades isquémicas del coraz6n y causas
externas como las agresiones (homicidios), cada
una con 19 %, las enfermedades cerebrovasculares
y las enfermedades crénicas de las vias inferiores,
con 7 % cada una, y los accidentes de transporte,
con el 6 %. Las enfermedades isquémicas del
corazon continuaron aportando la mayor carga de
mortalidad en ambos sexos, siendo mayor entre
las mujeres, con 22 % (n=65.073) del total de
las defunciones, seguidas por las enfermedades
cerebrovasculares, con 12 % (n=37.379), y las
enfermedades crénicas de las vias respiratorias
inferiores, con 8 % (cuadro 3).

Al considerar las principales caracteristicas socio-
demogréficas de las personas fallecidas, se encontrd
una asociacion significativa entre el sexo y las
muertes por enfermedades no transmisibles. Las
lesiones de causa externa siguieron cobrando vidas
con mayor probabilidad en los hombres, mientras
que el comportamiento de las enfermedades del
sistema circulatorio fue muy similar en ambos
sexos (x?=34,247; p<0,001).
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Cuadro 1. Comportamiento de las caracteristicas sociales y demogréaficas de las defunciones por enfermedades no transmisibles,

Colombia, 2008-2012

Variable Categoria Casos %
Sexo Hombre 424.997 58,5
Mujer 302.149 415
Total general 727.146 100
Nivel educativo Sin escolaridad 100.863 13,8
Bésica primaria 297.237 40,9
Bésica secundaria 66.419 9,1
Educacioén media* 46.283 6,4
Educacién superior** 31.795 4,4
Sin informacion 184.549 25,4
Total general 727.146 100
Area de residencia Cabecera municipal 570.524 78,5
Centro poblado*** 43.237 59
Rural disperso 92.774 12,8
Sin informacién 20.611 2,8
Total general 727.146 100
Grupo étnico Indigena 8.608 12
Negro**** 40.984 5,6
Palenquero de San Basilio 201 0,04
Raizal del Archipiélago de San Andrés y Providencia 744 0,1
Rom (gitano) 1.153 0,2
Otros 570.141 78,4
Sin informacion 105.225 14,5
Total general 727.146 100
Régimen de afiliacién al SGSSS Contributivo 251.937 34,6
Subsidiado 313.729 43,2
Especial 3.433 0,47
Excepcion 18.394 2,5
No afiliado 95.808 13,2
Sin informacién 43.845 6,03
Total general 727.146 100
Grupos de edad (afios)d 14 0 menos 13.339 1,8
15a44 140.428 19,4
45 a 64 148.885 20,6
65 0 méas 421.383 58,2
Total general 724.035 100

Fuente: DANE. Estadisticas vitales. Colombia

*Educacion media: incluye media académica, media técnica y normalista

**Educacion superior: incluye técnica profesional, tecnoldgica, universitaria y posgrados

***Centro poblado: incluye inspeccion, corregimiento o caserio
***Negro: incluye mulato, afrocolombiano o afrodescendiente

% No se incluyeron 3.111 individuos en los que no se determiné la edad.
SGSSS: Sistema General de Seguridad Social en Salud

En cuanto al nivel educativo, no se observaron
diferencias significativas, pero si una diferencia
importante entre los hombres fallecidos no esco-
larizados y las mujeres (15 y 22 %, respectivamente;
p<0,001).

Mas del 80 % (y?=1,674; p<0,001) de las muertes
debidas a este grupo de afecciones croénicas
ocurrieron en las grandes ciudades del pais, lo que
indica que la residencia en la cabecera municipal
implicé una alta probabilidad de enfermar o de
morir por enfermedades crénicas no transmisibles,
dada la importante exposicién a un gran namero
de factores de riesgo.

Ser mujer y tener 65 afios 0 mas podria entrafar
un factor de riesgo inherente de muerte por
enfermedades no transmisibles, lo cual quedaria
corroborado en este estudio al encontrar una mayor
proporcion de muertes en este grupo comparado
con el de los hombres (69 y 54 %, respectivamente;
x?=18,143; p<0,001).

En cuanto a la pertenencia étnica reportada, no se
observaron cambios importantes por sexo (cuadro 4).

El andlisis de regresién logistica simple mostré una
asociacioén estadisticamente significativa entre el
sexo, la edad (distribuida por grupos) y la mortalidad
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Cuadro 2. Tasas de mortalidad global por enfermedades no transmisibles segln el ente territorial de residencia habitual, Colombia,

2008-2012
Ente territorial Tasa de mortalidad por 100.000 habitantes/afio  Variacion = Razon de probabilidad IC,.,
(2012 Vs. (OR) de la mortalidad
2008 2009 2010 2011 2012 2008) (%) (2012 Vvs. 2008)
Amazonas 128 128 133 139 133 4 1,04 (0,78-1,38)
Antioquia 375 388 384 363 356 -5 0,95” (0,93-0,97)
Arauca 329 310 316 263 298 -10 0,90” (0,82-1,00)
Atlantico 202 193 167 143 183 -10 0,90** (0,85-0,96)
Archipiélago de San 224 195 243 246 236 5 1,05 (0,85-1,30)
Andrés y Providencia
Barranquilla, D.E. 336 325 309 277 330 -2 0,98 (0,94-1,03)
Bogotéa, D.C. 278 263 278 279 283 2 1,02 (1,00-1,04)
Bolivar 177 178 174 175 193 9 1,09 (1,02-1,16)
Boyaca 389 361 371 370 378 -3 0,97 (0,93-1,01)
Caldas 478 427 451 435 445 -7 0,93” (0,89-0,97)
Caqueta 275 276 275 277 255 -7 0,93 (0,86-1,01)
Casanare 225 223 260 258 260 15 1,157 (1,04-1,27)
Cartagena, D.E. 239 253 226 209 231 -3 0,97 (0,91-1,03)
Cauca 288 275 275 274 274 -5 0,95” (0,91-1,00)
Cesar 268 250 242 240 231 -14 0,86" (0,81-0,91)
Choco 188 186 160 165 163 -13 0,87" (0,79-0,96)
Cordoba 215 239 228 241 243 13 1,13 (1,08-1,18)
Cundinamarca 324 305 321 322 322 -1 0,99 (0,96-1,02)
Guainia 86 93 123 110 99 14 1,14 (0,72-1,82)
La Guajira 133 140 139 122 113 -15 0,85" (0,78-0,92)
Guaviare 210 259 230 160 211 1 1,01 (0,84-1,22)
Huila 332 333 323 314 324 -2 0,98 (0,93-1,02)
Magdalena 234 242 218 204 226 -4 0,96 (0,90-1,03)
Meta 360 331 352 346 347 -4 0,96 (0,92-1,01)
Narifio 270 282 281 271 270 0 1,00 (0,96-1,04)
Norte de Santander 359 358 360 349 366 2 1,02 (0,98-1,06)
Putumayo 189 186 200 219 221 17 1,177 (1,05-1,30)
Quindio 468 465 474 451 470 0 1,00 (0,95-1,06)
Risaralda 463 438 444 427 430 -7 0,93” (0,89-0,97)
Santa Marta, D.E. 290 307 286 300 330 14 1,14% (1,06-1,23)
Santander 351 337 353 310 316 -10 0,90" (0,87-0,93)
Sucre 235 260 254 227 247 5 1,05 (0,99-1,12)
Tolima 421 414 427 422 439 4 1,04” (1,01-1,08)
Valle del Cauca 410 418 413 406 405 -1 0,99 (0,97-1,01)
Vaupés 111 129 113 124 111 0 1,00 (0,67-1,51)
Vichada 195 143 140 130 130 -33 0,67 (0,51-0,88)
Total nacional 325 322 323 311 316 -3 0,97" (0,97-0,98)

Fuente: DANE. Estadisticas vitales. Colombia
** Significacion de 95 %

global por enfermedades no transmisibles. Se
observé que, por cada mujer fallecida por lesiones
de causa externa, cinco hombres murieron bajo las
mismas circunstancias (OR=5,295; IC ., 5,143-
5,454). En cuanto a los grupos de edad, por cada
dos hombres fallecidos entre los 14 y los 44 afos,
moria una mujer (OR=2,408; IC . 2,298-2,524).
No se presentaron diferencias significativas relacio-
nadas con el grado de escolaridad o la pertenencia
étnica (cuadro 5).

Discusion
Entre el 2008 y el 2012 se presentaron en Colombia

989.865 defunciones, de las cuales el 75 %
(727.146) tuvo como causa basica de muerte una
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enfermedad notransmisible. En este contexto, dichas
enfermedades adquieren una gran importancia,
ya que son responsables de un alto porcentaje
de muertes, muchas de ellas prematuras, o
anteriores al cumplimiento de la esperanza de
vida (70 afos). La tasa de mortalidad global por
estas enfermedades en el pais durante los cinco
afios de estudio fue de 319,5 fallecimientos por
100.000 habitantes.

Al comparar las muertes agrupadas en las cinco
grandes categorias de enfermedades no trans-
misibles con los reportes anteriores, se pudo
observar que las enfermedades del sistema
circulatorio tuvieron un aumento importante en
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Cuadro 3. Principales causas de mortalidad por enfermedades no transmisibles segun sexo, Colombia, 2008-2012

Hombres Mujeres

Causa de la muerte Casos %  Causa de la muerte Casos %

Enfermedades isquémicas del corazon 81.252 19 Enfermedades isquémicas del corazén 65.073 22

Agresiones (homicidios), incluidas secuelas 80.047 19 Enfermedades cerebrovasculares 37.379 12

Enfermedades cerebrovasculares 31.600 7  Enfermedades crénicas de las vias 25.607 8
respiratorias inferiores

Enfermedades cronicas de las vias 29.889 7  Diabetes mellitus 19.754 7

respiratorias inferiores

Accidentes de transporte terrestre, 25.226 6 Enfermedades hipertensivas 16.381 5

incluidas secuelas

Enfermedades hipertensivas 15.017 4 Otros tumores malignos 12.726 4

Diabetes mellitus 14.787 3 Tumor maligno de la mama 11.507 4

Tumor maligno del estomago 13.823 3 Enfermedad cardiopulmonar y de la 11.042 4
circulaciéon pulmonar

Otros tumores malignos 12.786 3 Tumor maligno del Gtero 10.261 3

Tumor maligno de la prostata 12.204 3 Tumor maligno del estdmago 8.855 3

Otras causas 108.366 25  Otras causas 83.564 28

Total general 424.997 100  Total general 302.149 100

Fuente: DANE. Estadisticas vitales. Colombia

la carga de la mortalidad a partir de 1991, con
107,9, seguido por un ligero descenso a 103,7
en el 2001 (9), aunque primé la tendencia al
aumento hasta alcanzar una tasa de mortalidad
de 129,8 por 100.000 habitantes entre el 2008 y
el 2012. El ligero descenso se podria explicar por
la disminucién significativa de la mortalidad debida
a insuficiencia cardiaca e hipertension arterial,
en tanto que las enfermedades isquémicas del
corazén y las enfermedades cerebrovasculares
presentaron un notable incremento en las tasas
de mortalidad (10). Este grupo de enfermedades
contindia siendo la primera causa de muerte en el
pais, lo cual implica, ademas, una enorme carga
en términos de costos financieros y sociales. Este
comportamiento coincide con los informes de la
Organizacion Panamericana de la Salud para
la region de las Américas en el 2007, con cifras
cercanas a 1,5 millones de defunciones debidas a
enfermedades cardiovasculares (2).

El andlisis de las caracteristicas sociales y demo-
graficas de los fallecimientos por enfermedades no
transmisibles corrobora los resultados obtenidos en
otros estudios, pues la afiliacion al sistema general
de seguridad social en salud influye en la posibilidad
de acceso a los servicios de salud y a los programas
de proteccion especificos, de deteccion temprana
y de atencion de enfermedades de interés en salud
publica, aunque en el modelo de salud actual dicho
acceso es mas limitado para los afiliados al régimen
subsidiado, lo cual evidencia que las personas
llegan a los centros especializados estatales en

una distribucién inversa a la de los paises de
ingresos altos y en estadios mas avanzados de su
enfermedad, con las consecuentes repercusiones
en el pronéstico y en el ambito econémico (11,12).
Los resultados de la regresion logistica para esta
variable presentaron diferencias estadisticamente
significativas e indicaron que existe un mayor riesgo
en las personas que no estaban afiliadas a ningin
régimen de seguridad social en salud.

Segun los resultados, hay diferencias importantes
entre vivir en la ciudad y en el area rural: se observé
un mayor riesgo de muerte por estas enfermedades
en las personas que residian habitualmente en el
area rural, lo cual podria responder al grado de
accesibilidad a la prestaciéon de los servicios de
salud, asi como a las deficiencias producto del
déficit presupuestal del sector de la salud y de la
limitada oferta en los territorios alejados de los
centros urbanos (12,13). Sin embargo, también se
ha reportado que en las &reas urbanas los factores
de riesgo ambiental, los estilos de vida, la ingestion
excesiva de alcohol, el habito de fumar, los patrones
de consumo alimentario no saludable, la actividad
fisica insuficiente y una mayor prevalencia de la
obesidad (14), influyen considerablemente en el
desarrollo de las enfermedades no transmisibles.

En el periodo de estudio se presentd en Colombia
unatendencia estadisticamente significativa, aunque
muy leve (-3 %), al descenso en la mortalidad
por enfermedades no transmisibles. El patrén de
las defunciones debidas a dichas enfermedades
presentd diferencias estadisticas segun regiones.
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Cuadro 4. Factores asociados a la mortalidad por enfermedades no transmisibles segun sexo, Colombia, 2008-2012

Sexo x2 p
Hombre Mujer
Frecuencia % Frecuencia %
Enfermedades no transmisibles
Causa externa 66.810 26,33 11.384 5,67
Diabetes mellitus 9.740 3,84 12.788 6,37
Enfermedades de las vias respiratorias inferiores 18.811 7,41 16.972 8,46  34.247 (4) <0,001
Enfermedades del sistema circulatorio 96.466 38,01 93.442 46,56
Neoplasias (tumores) 61.934 24,41 66.105 32,94

Total general
Grado de escolaridad

253.761 100

200.691 100

Bésica primaria 137.661 54,25 112.305 55,96
Bésica secundaria 35.215 13,88 21.904 10,91
Educacion media 24.160 9,52 13.281 6,62 5.814 (4) <0,001
Educacion superior 18.080 7,12 9.361 4,66
Sin escolaridad 38.645 15,23 43.840 21,84
Total general 253.761 100 200.691 99,99
Grupo étnico
Indigena 3.710 1,46 2.967 1,48
Negro* 17.232 6,79 11.553 5,76
Palenquero de San Basilio 122 0,05 88 0,04 203 (5) <0,001
Raizal del Archipiélago de San Andrés y Providencia 287 0,11 215 0,11
Rom (gitano) 458 0,18 384 0,19
Otros 231.952 91,41 185.484 92,42
Total general 253.761 100 200.691 100
Lugar de residencia
Cabecera municipal 202.215 79,69 169.339 84,4
Centro poblado** 16.291 6,42 10.125 5,05 1.679 (2) <0,001
Rural 35.255 13,89 21.169 10,55
Total general 253.761 100 200.633 100
Tipo de afiliacion al SGSSS
Contributivo 99.527 39,22 88.119 43,91
Subsidiado 107.765 42,47 89.985 44,84
Especial 1.259 0,5 1.140 0,57 4,989 (4) <0,001
Excepcion 8.721 3,44 5.598 2,79
No asegurado 36.489 14,38 15.849 7,9
Total general 253.761 100,01 200.691 100,01
Edad
14 o0 menos afios 4.781 1,88 3.346 1,67
15 a 44 afios 57.154 22,52 16.609 8,28
45 a 64 afios 53.998 21,28 41.815 20,84 18.143 (3) <0,001
65 0 mas afios 137.828 54,31 138.921 69,22
Total general 253.761 99,99 200.691 100

*: incluye mulato, afrocolombiano o afrodescendiente
**: incluye inspeccién, corregimiento o caserio
Fuente: DANE. Estadisticas vitales. Colombia

En cuanto al porcentaje de variacion de las tasas
de mortalidad en el 2008 comparadas con las del
2012, se observé una disminucién significativa en
algunos departamentos menos desarrollados como
Vichada y Chocd, pero en otros, como Putumayo,
Casanare y Guania, persistieron altas tasas de
mortalidad. Ademas, se registraron reducciones
en la costa Caribe, particularmente en La Guajira,
César y Atlantico, asi como en Santander. Por el
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contrario, en entes territoriales de mayor desarrollo,
como Santa Marta, D.E., Cérdoba, Bolivar, Sucre y
el archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa
Catalina, se observé una tendencia significativa
al incremento, con cambios superiores al 5 % en
promedio. Estos hallazgos evidencian diferencias
importantes entre las entidades territoriales con
relacion al grado de desarrollo que han alcanzado
a traves del tiempo (9).
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Cuadro 5. Andlisis de regresion logistica simple de la mortalidad global por enfermedades no transmisibles, Colombia, 2008-2012

Parametro  Error Prueba p Razon de IC,,
estandar  de Wald probabilidad (OR)
Edad (afos)
Intercepto 0,357 0,023 250.708 <0,001 1.429 (1.366 -1.495)
15a44 0,879 0,024 1.318.868 <0,001 2.408 (2.298 - 2.524)
45 a 64 -0,101 0,023 18.602 <0,001 0.904 (0.864 - 0.946)
65 0 méas -0,365 0,023 254.683 <0,001 0.694 (0.664 - 0.726)
Enfermedades no transmisibles
Intercepto 0,103 0,011 94.429 <0,001 1.108 (1.085 - 1.133)
Causa externa 1,667 0,015 12.927.984 <0,001 5.295 (5.143 - 5.454)
Diabetes mellitus -0,375 0,017 480.399 <0,001 0.687 (0.665 - 0.711)
Enfermedades del sistema circulatorio -0,071 0,012 37.889 <0,001 0.931 (0.910 - 0.954)
Neoplasias (tumores) -0,168 0,012 197.004 <0,001 0.845 (0.826 - 0.865)
Grado de escolaridad
Intercepto 0,658 0,013 2.672.441 <0,001 1.931 (1.882 - 1.981)
Basica primaria -0,455 0,013 1.159.435 <0,001 0.635 (0.618 - 0.651)
Bésica secundaria -0,183 0,015 142.491 <0,001 0.832 (0.809 - 0.858)
Educacion media -0,060 0,017 12.864 <0,001 0.942 (0.911 - 0.974)
Sin escolaridad -0,784 0,015 2.918.364 <0,001 0.456 (0.443 - 0.470)
Grupo étnico
Intercepto 0,327 0,140 5456 0,020 1.386 (1.054 - 1.825)
Indigena -0,103 0,142 0.528 0,467 0.902 (0.683 - 1.192)
Negro* 0,073 0,140 0.271 0,602 1.076 (0.818 - 1.415)
Raizal del Archipiélago de San Andrés -0,038 0,166 0.052 0,820 0.963 (0.695 - 1.333)
y Providencia
Rom (gitano) -0,150 0,156 0.930 0,335 0.860 (0.634 - 1.169)
Ninguno de los anteriores -0,103 0,140 0.543 0,461 0.902 (0.686 - 1.187)
Lugar de residencia
Intercepto 0,476 0,013 1.412.436 <0,001 1.609 (1.569 - 1.651)
Cabecera municipal -0,299 0,013 521.139 <0,001 0.742 (0.723-0.761)
Rural 0,034 0,015 5.038 0,025 1.035 (1.005 - 1.065)
Tipo de afiliacion al SGSSS
Intercepto 0,443 0,017 670.085 <0,001 1.558 (1.506 - 1.610)
Contributivo -0,322 0,018 328.621 <0,001 0.725 (0.700 - 0.751)
Subsidiado -0,263 0,018 220.523 <0,001 0.769 (0.742 - 0.796)
Especial -0,344 0,044 60.241 <0,001 0.709 (0.650 - 0.773)
No asegurado 0,391 0,020 397.478 <0,001 1.478 (1.422 - 1.538)

Fuente: DANE. Estadisticas vitales. Colombia
SGSSS: Sistema General de Seguridad Social en Salud
* Negro: incluye mulato, afrocolombiano o afrodescendiente

El comportamiento de la tendencia de la mortalidad
global por enfermedades no transmisibles debe
interpretarse con cautela y atendiendo a varias
razones, asi como a la calidad y la cobertura de
las fuentes de informacion. Por otro lado, los entes
territoriales con menor poblacion e incrementos
importantes influyeron sobre la tendencia global a
nivel nacional.

Las causas de defuncién difirieron notoriamente
segun el sexo: en general, la mayor proporcion
de muertes por enfermedades no transmisibles se
registré en la poblacion masculina de todos los
grupos de edad. Las enfermedades cardiovascu-
lares como causa de la muerte han aumentado
de forma rapida y hoy ocupan el primer lugar

en Colombia y el mundo, principalmente las
enfermedades isquémicas del corazén, las cere-
brovasculares y las hipertensivas (15). Al comparar
los hallazgos de este estudio con los reportados
por el Observatorio Nacional de Salud sobre
mortalidad evitable en Colombia entre 1998 y 2011,
se pudo confirmar que a partir del 2005 las muertes
evitables por enfermedad cardiovascular superaron
las lesiones intencionales como principal causa
de muerte en la poblacion colombiana (16).

En el grupo de hombres de 15 a 45 afios se registro
el mayor niimero de muertes por las siguientes
causas externas: agresiones (homicidios) y sus
secuelas, lesiones por arma de fuego y arma
corto-punzante, y accidentes de transporte. Esta
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tendencia se ha informado en otros estudios y
concuerda con los datos oficiales sobre la violencia
en Colombia publicados por el Instituto Nacional
de Medicina Legal y Ciencias Forenses en el 2013,
los cuales documentan una tendencia similar a
la del 2012, con 13.119 homicidios (92 %) ocurridos
en hombres, en tanto que 1.163 (8 %) afectaron
a mujeres, es decir, diez hombres por cada
mujer asesinada.

Estas cifras reflejan la carga de esta causa en la
mortalidad prematura, particularmente en este
grupo de poblacion (6,17,18), y concuerdan con
las registradas para la region de las Américas en
el 2014, segun las cuales la tasa ajustada de
mortalidad por causa externa alcanzé 100 muertes
por cada 100.000 hombres, en comparacién con
una tasa ajustada de 26,6 muertes por 100.000
mujeres, siendo las agresiones la principal causa
de muerte en el grupo de las lesiones de causa
externa (19). El andlisis de regresion logistica
arrojo un valor estadisticamente significativo, por lo
cual se podria afirmar que hay relacion entre morir
por causa externa y pertenecer al sexo masculino,
y que el riesgo de fallecer por causa violenta en
los hombres adultos es cinco veces superior al de
las mujeres.

Las defunciones por diabetes mellitus fueron mas
frecuentes en las mujeres, con 7 % (n=19.754)
(20). En términos generales, el comportamiento de
la mortalidad por afio debida a esta enfermedad
cronica tuvo variaciones minimas con tendencia a
la disminucion y la tasa de mortalidad promedio se
mantuvo en 15,2 muertes por 100.000 habitantes a
lo largo de los cinco afios de estudio; no obstante,
esta cifra podria ser mayor dado al subregistro
reconocido de esta enfermedad, ya que la mitad
de las personas que la padecen desconoce su
condicién, o quienes la conocen mueren por sus
complicaciones, las cuales, al ser mas notorias,
se registran en los certificados de defuncién como
causa basica de la muerte (21).

Las neoplasias (tumores) como causa de muerte
continlian en ascenso. En este estudio se encontrd
que el cancer de mama era la séptima causa de
muerte entre las enfermedades no transmisibles,
con 4 % (n=11.507), y constituian la primera causa
de muerte por cancer en las mujeres colombianas,
lo cual coincide con otros andlisis de tendencia de
esta enfermedad en Colombia y con las estima-
ciones de la International Agency for Research on
Cancer, IARC, en su reporte anual del 2012 para
Colombia, en el cual se registraban 2.649 muertes
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por esta causa y una tasa de mortalidad ajustada
por edad de 10,8 por 100.000, lo cual perfila este
tipo de cancer como un problema creciente de
salud publica (22-24).

En el caso de los hombres, aunque los tumores
malignos en estdbmago y préstata aparecian como
la octava y la décima causas de muerte (3 %,
n=13.823y 3 %, n=12.404, respectivamente), estos
contindan aportando una carga considerable a la
mortalidad por neoplasias malignas en la poblacion
masculina. Estos datos se vieron corroborados por
un estudio en Medellin, en el cual se encontré que
en el 2008 el cancer de estdbmago entrafiaba el
mayor riesgo de morir (17,8 por 100.000 habitantes),
seguido por el de pulmén (15,3 por 100.000) y el
de prostata (14,6 por 100.000) (25).

El 58,2 % de las muertes por enfermedades no
transmisibles se presenté en el grupo de mayores
de 65 afios, pues a medida que las personas
avanzan en edad estan méas expuestas a factores
desencadenantes, y ademas, debe considerarse
su acumulacién a lo largo de la vida, lo cual
incrementaria el riesgo de padecer una o varias
de estas enfermedades (26). La mortalidad en la
poblacion adulta mostré diferencias importantes
entre hombres y mujeres; la enfermedad isquémica
del corazon y la agresion por arma de fuego
fueron los eventos de interés en salud publica
que aportaron las mayores tasas de mortalidad en
Colombia (27,28). La poblacién masculina de todas
las edades registrd un riesgo mas alto, sobre todo
en el grupo de edad de 15 a 45 afios. La tasa de
mortalidad es un indicador de gran interés politico,
ya que expresa muertes evitables, innecesarias
y prematuras, y puede orientar sobre posibles
deficiencias en la accesibilidad y la oportunidad
en la prestacion de los servicios de salud.

Las limitaciones del estudio se refieren princi-
palmente a la fuente de informacién. En la mayoria
de paises de las Américas la cobertura del sistema
de registro de hechos vitales es incompleta, y en
algunos es necesario precisar mas los datos de
mortalidad disponibles. El registro de defunciones
de los paises de la region en los ultimos tres afios
con informacién disponible (alrededor del 2000),
sitta a Colombia con un subregistro estimado
de 24,6 % en el periodo de 1997 a 1999, lo que
dificulta la comparacion con la situacién de otros
paises y entre las regiones del pais (29).

Aunque se hizo una revisibn exhaustiva para
detectar las inconsistencias y los errores debidos
al mal diligenciamiento de la informacion en
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cualquiera de las etapas del registro estadistico
de los nacimientos y defunciones (por ejemplo,
la inadecuada codificacion de la causa bésica
de muerte) (30), en este estudio no se tuvieron en
cuenta las inconsistencias encontradas con base
en la Clasificacion Internacional de Enfermedades
(CIE-10). También, se debe mencionar que hubo
registros que no se incluyeron en todos los andlisis,
particularmente aquellos que carecian del dato
sobre la edad, la cual no se pudo determinar en 3.111
fallecidos. De igual manera, el 62 % (n=454.452)
del total de certificados de defuncion con causa
de muerte por enfermedades no transmisibles
tenia informacion completa sobre las variables
sociodemograficas para el analisis bivariado.

Ademas, para comparar las tasas de mortalidad
por ente territorial, solo se estimé la tasa global
de las enfermedades no transmisibles, lo cual no
permitié discriminar la mortalidad segun los grupos
de dichas enfermedades y, por consiguiente,
no se pudo determinar cudles eran los entes
territoriales mas criticos, es decir, aquellos con
las tasas especificas de mortalidad méas elevadas
segun los cinco grandes grupos establecidos
por la Organizaciéon Panamericana de la Salud
(Lista 6/67, OPS). El analisis de las causas de la
reduccion o el aumento en las tasas de mortalidad
estaba fuera del alcance del presente estudio, pues
se hubiera requerido un examen mas detallado
para evidenciar la relacion de las variaciones con
las medidas implementadas.
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Introduction: There is hardly any information regarding years of life lost due to cancer in Colombia.
Objective: To quantify total and average years of life lost due to cancer in Colombia, and to investigate
changes in this burden between 1997 and 2012.

Materials and methods: We obtained sex-specific data on age distribution, remaining life expectancy,
deaths due to specific cancers and total number of deaths from the Colombian Departamento
Administrativo Nacional de Estadisticas. We calculated years of life lost based on each individual’s age
at death and the remaining life expectancy at that age; as for average years of life, we divided these by
the number of deaths due to specific cancers.

Results: The total number of cancer deaths increased by 33% between 1997 and 2012, comprising 15%
of male and 20% of female deaths in the period 2010-2012. Total years of life lost due to cancer increased
by 25.1% for males and 31.1% for females over the study period. The highest increases (>40%) were
observed for colorectal, pancreas and kidney cancers in both sexes, for melanomas and bladder cancer
in men, and for breast and ovarian cancer in women. Trends in average years of life lost were stable.
Almost half (48-50%) of the years of life lost due to childhood cancers were due to leukemia.
Conclusion: Cancer is an increasing health burden in Colombia. The high average years of life lost
illustrate the poor prognosis of the disease compared to other countries. Primary prevention, early
detection, and adequate and timely treatments are needed to change this situation.

Key words: Neoplasms; potential years of life lost/trends; cost of illness; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3207

Anos de vida perdidos como medida de la carga de cancer en Colombia, 1997-2012

Introduccion. En Colombia existe escasa informacion sobre los afios de vida perdidos por cancer.
Obijetivo. Determinar los afios de vida perdidos por cancer en Colombia y sus cambios entre 1997
y 2012.

Materiales y métodos. La informacion por sexo y edad de la mortalidad por cancer y la expectativa de
vida en Colombia se obtuvo del Departamento Administrativo Nacional de Estadistica, DANE. El célculo
de los afios de vida perdidos por cancer se baso en la edad de cada individuo al momento de morir y
el nimero de afios de vida esperados en esta edad. El promedio de afios de vida perdidos se obtuvo
dividiendo los afios de vida perdidos por el nimero de muertes a causa de canceres especificos.
Resultados. Entre 1997 y 2012, el nimero de muertes por cancer aumento 33 %: 15 % en hombres
y 20 % en mujeres. En el mismo periodo, el total de afios de vida perdidos por cancer se incrementd en
25,1 % en hombresy 31,1 % en mujeres. Los mayores incrementos (>40 %) se dieron en los canceres de
colon y recto, pancreas y rifién en ambos sexos, en los hombres, en el melanomay el cancer de vejiga,
y en mujeres, en los canceres de mama y ovario. El promedio de afios de vida perdidos fue estable en
el tiempo; 40 a 50 % de los afios de vida perdidos por cancer en nifios se debid a leucemias.
Conclusiones. La carga de cancer estd aumentando en Colombia. El elevado promedio de afios de vida
perdidos demuestra que el prondstico de la enfermedad es malo. La prevencion primaria, la deteccion
temprana, y el tratamiento adecuado y oportuno son necesarios para mejorar esta situacion.

Palabras clave: neoplasias; afios potenciales de vida perdidos/tendencias; costo de enfermedad;
Colombia.
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From 1984 to 2008, overall cancer mortality rates
decreased slightly in both sexes in Colombia (1).
Around this same period (1985-2005), substantial
demographic changes occurred in the country,
including population growth (from 30.8 million to
42.9 million inhabitants) and a rapidly increasing
life expectancy: 4.3 years for men and 4.8 years for
women (2). Many societal changes also occurred:
a large healthcare reform led to greater health
insurance coverage, which passed from 59%
around year 2000 to 92% in 2012 (3), and security
levels increased as violent deaths substantially
reduced (4).

This combination of population growth and ageing
of the population usually leads to a growing cancer
burden, even with relatively stable or slightly
decreasing cancer mortality rates (1,5). Although
age-standardized mortality rates for cancer as a
whole decreased slightly, the total annual number
of cancer deaths among males increased between
1984 and 1988 and between 2004 and 2008, from
8,791 to 15,417 (175% increase), and among
females from 9,624 to 15,847 (165% increase) (1).
This apparent discrepancy between stable or even
decreasing mortality rates with increasing number
of cancer deaths can be explained by to population
growth and ageing. Considering only the total
number of cancer deaths, irrespective of age and
cancer type, overlooks the fact that some cancers
have a much heavier burden on society compared
to others, because they occur more frequently
among younger people.

Years of life lost (YLL) is a useful measure to take
the age at death as well as the deaths at each age
into account. The measure results from the sum
of years of potential life lost by individuals in the
population because of death by a certain disease,
given their remaining life expectancy estimated by
age and sex. The average years of life lost (AYLL)
is the average number of years of life lost by each
person dying from the disease under study.

Approximately 25-30% of YLL in western countries
are attributed to cancers (6). While YLL depend
strongly on absolute frequency of deaths, AYLL are
mostly determined by the age at which the deaths
occur. Together, these measures provide meaningful
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indicators for decisions regarding resource allo-
cations and design of prevention programs (7-9).
They are also a useful base for comparison with
other countries, and show the relative importance
of different causes of death, taking into account the
life expectancies of each population (10). Previous
national and local Colombian studies used external
life expectancy data from Japan or the Global
Burden of Disease reports, considered as the
“potential” life expectancy for other countries (11-
13). While using a standard “ideal life expectancy”
provides a useful comparison with other countries, a
major limitation is that it does not reflect the actual
situation of years of life lost in a given country.

The purpose of this paper was to quantify YLL
and AYLL due to cancer in general and to the
most important cancer types in Colombia for the
most recent periods with available data (up to
2012), and to evaluate how this burden changed
between 1997 and 2012 using the country’s life
expectancy data.

Materials and methods
Data and corrections to the data

We used Colombia’s official mortality data and
population denominators retrieved from the
Departamento Administrativo Nacional de Estadis-
tica, DANE, and we analyzed the following cancer
types as listed in the International Classification
of Diseases, ICD-10: All cancers (C00-C96), oral
cavity and pharynx (C00-C14), oesophagus (C15),
stomach (C16), colorectum (C18-C20), pancreas
(C25), bronchus and lung (C32-C34), breast
(C50), cervix uteri (C53), ovary (C56), prostate
(C61), brain and central nervous system (CNS)
(C70-C72), leukemia (C91-C95), lymphomas (C81-
C85, C96), melanoma (C43), kidney (C64-C65)
and bladder and urinary tract cancer (C66-68). We
also considered all deaths combined, regardless
of the cause of death.

We redistributed deaths without information on
age proportionally by sex based on the age distri-
bution of the other cases in the same cause of
death category during the corresponding period.
Similarly, we redistributed deaths from unspecified
uterine cancer (C55) according to the proportions
of deaths for cervical cancer (C53) and cancer of
the corpus uteri (C54) (14).

Analysis

We calculated annual YLL for the general popula-
tion (all ages) by period and sex summing up the
number of cancer deaths in a certain age group with
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the remaining life expectancy in that age for all age
groups according to the method previously explained
by Brustugun, et al. (6), using the following formula:
80+

z (#deaths at age a;) * (expected remaining life years at age a;)
i0

To provide an estimate of the YLL due to cancer
as a fraction of total YLL, we also calculated a
hypothetical total YLL, based on the sum of the
products of the total number of deaths per age
group, multiplied by the estimated length of life on
each age level. We applied this same method for
childhood cancers (0- 14 years).

Life expectancy among Colombian population was
calculated by age group, sex and time period
according to DANE’s five-calendar year periods
from 1997 to 2005, and from 2005 to 2015 (2). We
calculated the number of deaths by cancer type,
sex and age groups for the same periods based on
the national mortality databases for the 1997-2012
period as provided by DANE (1997-1999; 2000-
2004; 2005-2009; 2010-2012).

We calculated the AYLL by dividing the total YLL
per cause by the total number of deaths due to this
cause, and for each sex and period separately.
We determined the changes in YLL and AYLL
percentages over time as the percentage increase
or decrease between 2010 and 2012 compared to
the reference period (1997-1999).

Results
Overall number of cancer deaths

The total annual number of cancer deaths increased
for both sexes in about 33%, from 12,292 in 1997-
1999 to 16,376 in 2010-2012 in males, and from
12,687 to 17,001 in females. In the first period of
the series (1997-1999), cancer comprised 12% of
all male and 10% of all female deaths, while in the
last period (2010-2012) it accounted for 15% and
20% of male and female deaths, respectively.

Around 3-4% of all deaths occurring in children
up to 14 years of age, was due to cancer, and this
proportion was stable over time. The total number
of cancer deaths in children (0 to 14 years) was
1,749 in the period 1997-1999, which decreased to
1,510 in 2010-2012.

Overall years of life lost and average years of
life lost

In 1997-1999, a hypothetical 534,960 (239,626
males; 295,334 females) years of life were lost
due to cancer annually, and this figure increased

Years of life lost as a measure of cancer burden

to 687,540 (299,874 males; 387,666 females) in
2010-2012 representing an overall increase of
28.5%: 25.1% in males and 31.1% in females. In
the same period, the Colombian population grew
by 24,8% (from 38.6 million in 1997 to 48.2 million
in 2012) (2).

Years of life lost and average years of life lost
by cancer types

Whereas YLL for any cause of death decreased
markedly between 1997 and 2012 (-12% for
males, and -54% for females), in this same period
they increased for cancer, with 25% in males
and 31% in females. For the 2010-2012 period
the three most common cancer causes of YLL in
men were stomach cancer (49,907), lung cancer
(41,871), and leukemia (29,908), while in women
they were breast cancer (61,398), cervical cancer
(40,165), and stomach cancer (30,210) (figure 1).
In this same period, one cancer death in Colombia
represented on average 25.7 years of life lost for
men and 22.8 for women, though these estimates
vary significantly between cancer types.

Virtually, all cancer types showed AYLL of 15 or
more years, with the exception of prostate and
bladder cancer in males. The highest AYLL in
both sexes corresponded to cancers occurring
predominantly at young ages: Leukemia (males:
33.8, females: 36.2), cancers of the brain and
central nervous system (males: 29.0, females:
30.8) and lymphomas (2010-2012: males 24.5,
females 24.6) (figure 2).

We observed the highest increase in YLL for both
sexes in colorectal, pancreas and kidney cancers,
all by more than 40%. For males, the most substan-
tial increases corresponded to pancreas, melanoma
and bladder cancer, while in females, breast,
ovarian and colorectal cancers had the largest
increases (table 1).

AYLL trends remained fairly stable, except for very
rare cancers such as male breast cancer; the few
changes observed were generally towards lower
AYLL. The largest reductions in AYLL were observed
for cancers of the brain and central nervous system,
melanomas, lymphomas and leukemia, where two
or more years of life expectancy were gained (table
1, figure 2).

Leukemia was the main cause of YLL for children
(48-50% of YLL), followed by cancers of the central
nervous system (15-16%), lymphomas (6-10%)
and kidney cancers (3-4%), which were stable
over time; these four cancer types explained 75%
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Figure 1. Years of life lost by sex and cancer types, Colombia, 1997-2012.
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Figure 2. Average years of life lost to cancer by sex and cancer types, Colombia, 1997-2012
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or more of childhood cancer deaths during the
study period (figure 3). During this period, YLL for
childhood cancers dropped substantially, mainly due
to decreases in lymphoma- and leukemia-related
YLL. YLL for childhood cancers of the central
nervous system and kidney remained rather stable.

The AYLL were very similar for childhood cancer,
regardless of the cancer type, varying from 67.0 for
colorectal cancer to 72.9 years for kidney cancer
(results not shown).

Discussion

According to our results, the contribution of cancer
to the total YLL in Colombia (15-20%) was lower
than the one reported for western countries (25-

Years of life lost as a measure of cancer burden

30%) (6). Our estimates were also lower compared
to the 2011 and 2015 Colombian studies produced
by the Observatorio Nacional de Salud (ONS)
(12,13) (table 2). Such differences are most likely
due to the life expectancy tables of the Global
Burden of Disease study used in ONS reports
(12,13,15), which show higher life expectancy
estimates, and, therefore, a higher number of
YLL due to cancer. Although widely used and
recommended, the disadvantage of Global Burden
of Disease estimates is that they do not reflect the
real number of years of life lost in local settings.
Using optimal life expectancy gives a hypothetical
number of life years lost, whereas in this study
we were interested in the reality of the Colombian

Table 1. Change in years of life lost (YLL) and average years of life lost (AYLL) between 1997 and 2012 by cancer type and sex

Cancer types Percentage of change in

YLL, 1997-2012 Change in AYLL, 1997-2012 (years)

Males (%) Females (%) Males Females
C00-C14 Head and neck +27 +33 -04 + 1.6
C15 Oesophagus + 4 - 6 -0.5 - 05
C16 Gastric + 20 + 22 +0.2 + 1.8
C18-C20 Colorectal +84 +76 -0.9 - 02
C25 Pancreas +63 +57 -04 - 02
C32-C34 Lung +25 + 44 -1.1 - 0.9
C43 Melanoma + 56 +39 -3.4 - 3.9
C50 Breast -52 +80 -4.7 + 0
C53 Cervix* - + 7 + 0.7
C56 Ovarian - +77 + 0.1
C61 Prostate +39 - -0.6
C64-C65 Kidney +62 +48 -2.1 - 02
C67 Bladder + 56 + 38 -0.5 - 05
C70-72CNS Tumours +11 +16 -1.8 - 24
C81-C85 + C96 Lymphoma + 28 +35 -4.4 - 41
C91-C95 Leukemia +10 +16 -49 - 48
C 00-96 All cancers + 25 +31 -1.2 - 05
Total deaths -12 -54 -5.3 -12.3
45.000
40.000 39528
' 35,468
35.000
@
g 30.000
-:—f 25.000
§  15.000 el
> 2005-2009
10.000 5,998 5,744 m 2010-2012
5.000 - 4,015
' 1,252 1,210
o -
C64-65 C70-72 (CB81-85+C96 (C91-95 C 00-96
Kidney Tumors of Lymphomas Leukemia  All cancers
cancer the central
nervous
system

Figure 3. Years of life lost for cancers occurring during childhood (under 15 years of age), 1997-2012
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Table 2. Years of life lost by cancer types according to our
estimates and estimates by the Observatorio Nacional de
Salud (ONS) (13)

Cancer types Our estimates ONS estimates

Stomach 86,763 100,377
Lung and bronchus 73,446 81,055
Leukemia 58,226 74,152
Breast 61,398 67,425
Colorectal 42,866 61,133
Cervix uteri 51,340 49,296
Prostate 27,507 33,485

population. In addition, the ONS reports used
1998-2011 data, and did not apply redistribution
of cases with unknown age or unspecified uterine
cancer cases (14) as we did following international
recommendations, wich could account for the higher
YLL in our study.

YLL among the Colombian female population
decreased, but the AYLL by cancer type was higher,
largely because of women'’s longer life expectancy
(78.5 years at birth in 2010-2012 versus 72.1 for
males) (2). This is in line with the latest ONS study
reporting neoplasms among the top three causes
contributing to most YLL in females alone (12).

Breast and cervical cancer were very important
contributors to female cancer mortality. Despite
efforts to improve early detection and treatment of
these cancers, YLL due to breast cancer increased
substantially, with no reductions in AYLL; this
indicates increasing number of breast cancer
deaths with minimal improvements in age of death,
as female life expectancy at birth increased by 3.6
years (from 74.95 in 1997-99 to 78.54 in 2010-12).

Virtually all cancer types showed AYLL of 15 or
more years, with the exception of prostate and
bladder cancer, which for 2010-12 contributed
11.3 and 13.7 years to the AYLL, respectively.
In general, our results for AYLL were high when
compared to international reports, which inform of
less than 7 years AYLL for colorectal and breast
cancer (USA), 1.8 for prostate cancer, and 13.8
for lung cancer (6,7,16). In a Polish study, only
male brain cancer and cervical cancer showed
more than 10 years of life lost per death (AYLL
10.7 and 10.2, respectively) (16).

Our figures, although not comparable with those
from other countries due to differences in overall life
expectancy and in the calculating methodologies,
evidence the great disparity between estimates
(less than 13.5 AYLL in the US compared to more
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than 15 years in Colombia, except for prostate and
male bladder cancer), and confirm that cancer
prognosis in our country is relatively poor. Breast
cancer in the USA was responsible for 6.3 years of
life lost per death, in Colombia this figure was 25.6
years, illustrating the combined effect of a usually
very late diagnosis of breast cancer and/or its more
frequent occurrence. Indeed, there is evidence
that in Bogota only 12-30% of women with breast
cancer were diagnosed at the early stages, and
that delays are substantial both for diagnosis and
initiation of treatment (17,18).

Despite a high prostate cancer incidence in
Colombia (19), the AYLL due to this cancer was
relatively low compared to other cancer types,
though high when compared to other countries,
which could be attributed to the advanced age at
diagnosis, and to its relatively good prognosis.

Leukemia frequently occurs amongst children
and has a poor prognosis in Colombia, explaining
the very high AYLL encountered for this cancer
type. Not surprisingly, all childhood cancer deaths
(all cancer types) had an AYLL of around 70
years, because of the very similar remaining life
expectancy during childhood.

The YLL of leukemia increased among children and
among all age groups, while AYLL of all cancers
decreased substantially, indicating more deaths or
later ages of death. However, AYLL in childhood
leukemia slightly increased (64.6 to 67.8 among
girls, 72.0 to 73.9 among boys), possibly due to
increases in life expectancy, which indicates that
no much progress has been achieved despite the
special efforts displayed by the government since
2008 to reduce administrative delays (20-22). On
the other hand, it could be attributed to an increase
in the number of cases, as population-based survival
estimates for childhood cancer show improve-
ments in survival even if it still remains poor in
Colombia (20,22,23). Indeed, long-term data from
Cali show slight increases in childhood incidence
of leukemia and central nervous system cancers
(24). We observed no progress at all regarding
childhood cancers of the brain and central nervous
system, or for kidney cancers. YLL for childhood
leukemia were higher than for brain and central
nervous system cancers, although this difference
is decreasing; it is conceivable that if the actions
to improve leukemia prognosis in Colombia are
successful, these two other type of cancers will be
the main cause of cancer deaths amongst children,
similar to the situation observed in the USA (10).
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Despite the fact that good methods exist for early
detection of breast, cervical, prostate and colorectal
cancer, all of these cancer types showed stable
or increasing YLL and AYLL, reflecting the great
potential for improvements in their early detection
in Colombia.

Our AYLL for breast and cervical cancer were much
higher (around 25 years) than previous national
estimates for 2007 (with 14.4 YLL for breast
and 14.6 for cervical cancer), probably due to
differences in the life expectancy information used
(25). In a study estimating the burden of disease for
the Colombian department of Santander, stomach
cancer appeared as the first cause of “healthy”
life years lost in men, followed by leukemia and
colorectal cancer, while for females the first causes
were cervical, breast and stomach cancers (12).
In contrast, in our study lung cancer was among
the first causes in males, while in females the top
causes were the same as in Santander. As smoking
habits and lung cancer mortality vary heavily within
Colombia (smoking prevalence was lower in
Santander than the Colombian average) (26,27),
regional YLL estimates will vary substantially as well.
Moreover, the Santander study reported healthy life
expectancy using life tables from Japan as source
for remaining life expectancy, which are not compa-
rable to those we used, and this resulted in different
life expectancies and, therefore, different YLL.

The observed YLL trends, with more than 40%
increase in certain cancer types, are in line with the
increasing life expectancy, and, perhaps, the recent
efforts to diminish poverty rates in Colombia. This is
in line with the fact that cancer types with increasing
YLL (breast, colorectal, pancreas, kidney, bladder
cancer and melanomas) are mostly related to a
more “western” lifestyle and slowly replace the
traditionally high burden of infection- and poverty-
related cancers, such as gastric and cervical can-
cers. The increasing proportion of cancer deaths in
the total death toll in Colombia is due to population
ageing, but also to diminishing number of deaths
due to violence (from 0.1% to 0.03% over the
study period).

Even though gastric cancer mortality rates have
significantly decreased (1), YLL and AYLL have
increased, implying that their diagnosis is very late.
Anti-tobacco measures should be strengthened to
further reduce the burden of lung- and other tobacco-
related cancers. Early detection and screening
efforts, with a close and direct access to diagnosis
and treatment of abnormal results, should be able
to reduce breast, cervical and colorectal cancer

Years of life lost as a measure of cancer burden

mortality substantially. Even though interventions
to improve survival in children with leukemia seem
to be successful, survival rates are still very poor.
In Cali, for example, population-based data from
the cancer registry showed rates of only 55% in the
most recent diagnostic period (23).

We used national mortality data, generally con-
sidered to have acceptable quality and to be among
the best within Central and South America (28),
particularly after redistributing the cases of unknown
age and “uterus, not specified” cases. The quality of
the coding in death certificates has improved over
time and, therefore, misclassification may have
been a larger problem in earlier periods. Indeed,
the proportion of deaths with unknown age reduced
over time, supporting this hypothesis. However,
stable estimates or trends allow us to conclude that
misclassification has been relatively minor, and it
does not hinder deriving general conclusions such
as those arrived at in our study.

Contrary to several previous studies, we did not
use an external population to provide the expected
remaining years of life at death (life expectancy from
life tables), but rather the period and sex-specific
life tables provided for Colombia by DANE. The
advantage of this method is that it provides the most
realistic YLL and AYLL estimates, as they are based
on the local real life tables for the corresponding
periods. In this respect, we took into account the
substantial increases in life expectancy among
Colombian population in calculating the trends.
However, these improvements in life expectancy
may hide other improvements also achieved. If
deaths in recent periods occurred at the same ages
as before, more potential years of life would be
lost and, therefore, the trend would be negative.

Consequently, the stable trends observed may
suggest an improvement, which is not apparent
because of overall life expectancy improvement.
Similarly, YLL increases in this study may not be so
much a deterioration as a stabilization of the status
quo, due to this increased general life expectancy,
while AYLL decreases, mainly in leukemia, lym-
phomas, cancers of the central nervous system
and melanomas (cancers ideally occurring at
relatively young ages), actually mean even larger
improvements regarding the average age at death.
Indeed, in sensitivity analyses using 2010-2012
life expectancy for all periods, AYLL increased in
earlier periods (i.e., more years lost given higher
life expectancy). Tendencies, however, remained
the same (supplementary table, available in: doi:
http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3207)
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Together with cancer incidence, mortality and
survival statistics, YLL and AYLL provide information
on the burden of disease in a population. With
increasing life expectancy and population size,
the burden of cancer in Colombia is unsurprisingly
also increasing. The AYLL was very high for many
cancer types, and although comparisons with other
countries are difficult given their different popula-
tion structures, it is clear that primary or secondary
prevention, early detection and more timely and
adequate treatment can prevent many cancer
deaths. The marked increases in YLL observed for
colorectal, breast, ovarian and pancreatic cancer
are worrisome and call for urgent preventive
measures. Melanoma is another largely avoidable
cause of death, while the lack of progress in AYLL
for childhood leukemia also gives large room for
improvement. Given population growth and aging
in the country, there is need of more health workers
specialized in oncology and preventive medicine.
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Supplementary table 1. Comparison of life expectation in women and men

Years of life lost as a measure of cancer burden

Women’s life expectation in the various periods

C00-14 C15 C16 C18-20 C25 C32-34 C43 C50 C53 C56 C64-65 ce67 C70-72CNS C81-85+C96 C91-95 C00-96 Total deaths
Head and Oesophagus Gastric Colorectal Pancreas Lung Melanoma Breast Cervix Ovarian  Kidney Bladder Tumours Lymphoma Leukaemia All cancers
neck
YLL  1997-2000 2952,410 3681,08 30210,42 15804,114 8467,487 21994,758 1632,287 34022,757 40165,177 10700,113 2742,388 1597,357 11373,863 9061,263 24549,691 295334,250 4202427,085
2000-2005 3560,419  3782,712 33587,034 20168,376 9404,606 25557,096 2175,394 44323,528 44548,978 13617,96 3247,560 1912,842 13545972 10807,444  26017,197 335795,327 2017080,434
2005-2010 4034,877 3692,056  36336,364 24742,259 11443972 29674,828 2470,23 51994,238 44152,482 17115,136 3975,426 2180,66 14653,781  11932,644 26689,107 365498,150 1943224,322
2010-2015 3912,648 3461,647 36855,47 27838,215 13270 31574,650 2274,747 61398,457 42866,933 18987,063 4058,493 2204,867 13237,183 12271,323 28356,347 387665,861 1917656,786
AYLL 1997-2000 17,511 17,175 19,173 19,818 18,421 19,293 18,907 25,568 26,747 24,981 24,215 16,189 33,138 28,622 41,014 23,279 34,673
2000-2005 19,309 16,390 19,193 19,938 18,261 18,963 18,916 25,960 27,284 25,426 25,734 15,994 32,563 27,841 39,686 23,216 26,407
2005-2010 19,308 16,409 20,000 20,093 17,932 18,737 16,082 25,537 27,084 25,110 25,648 15,444 31,898 26,214 37,761 22,899 23,723
2010-2015 19,087 16,643 20,937 19,660 18,253 18,397 14,998 25,597 27,461 25,071 24,015 15,712 30,760 24,559 36,231 22,342
Women’s life expection for 2010-2012 applied to all periods
C00-14 C15 C16 C18-20 C25 C32-34 C43 C50 C53 C56 C64-65 C67 C70-72CNS C81-85+C96 C91-95 C00-96 Total deaths
Head and Oesophagus Gastric Colorectal Pancreas Lung Melanoma Breast Cervix Ovarian Kidney Bladder Tumours Lymphoma Leukaemia All cancers
neck
YLL  1997-2000 3080,257  3846,503 31626,007 16541,087 8884,89 23110,026 1695,413 35839,79 42302,44 11268,727 2876,706 1667,35 11920,244  9496,522 25598,005 309890,672 4383842,989
2000-2005 3680,023 3912,95  34720,294 20847,937 9732,628 26451,748 2242,858 45841  46044,092 14078,836 3350,923 1977,26 13955,316  11145,955  26730,212 346920,725 2075219,184
2005-2010 4098,529  3751,354 36918,446 25140,198 11633,12 30163,248 2506,522 52849,258 44861,006 17395,238 4035,254 22152  14867,507 12114,66 27046,902 371290,920 1970501,142
2010-2015 3912,648 3461,647 36855,47 27838,215 13270 31574,650 2274,747 61398,457 42866,933 18987,063 4058,493 2204,867 13237,183 12271,323 28356,347 387665,861 1917656,786
AYLL 1997-2000 18,269 17,946 20,072 20,743 19,329 20,271 19,638 26,934 28,170 26,308 25,401 16,899 34,730 29,997 42,766 24,427 36,170
2000-2005 19,958 16,954 19,840 20,610 18,898 19,626 19,503 26,848 28,199 26,286 26,553 16,532 33,547 28,714 40,774 23,985 27,168
2005-2010 19,613 16,673 20,321 20,416 18,228 19,045 16,319 25,957 27,519 25,521 26,034 15,688 32,363 26,614 38,267 23,262 24,056
2010-2015 19,087 16,643 20,937 19,660 18,253 18,397 14,998 25,597 27,461 25,071 24,015 15,712 30,760 24,559 36,231 22,803 22,342
Men'’s life expection for the corresponding periods
C00-14 C15 C16 C18-20 C25 C32-34 C43 C50 C61 C64-65 ce7 C70-72CNS (C81-85 + C96 C91-95 C 00-96 Total deaths
Head and Oesophagus Gastric Colorectal Pancreas Lung Melanoma Breast Prostate Kidney Bladder = Tumours Lymphoma Leukaemia All cancers
neck
YLL 1995-1999 4273,537 6145,291 41533,14 12766,285 6761,707 33628,896 1628,82 410,09 19804,58 3274,700 2447,13 13129,057 12565,992 27096,819 239625,691 3288627,668
2000-2004  5358,453 6744,064  46183,334 15031,143  7615,678 38456,362 2183,68 253,814  24217,064 3925,463 3103,94  15270,297 14240,310 28653,857 267075,215 3458992,683
2005-2009 5251,704 7058,63 48600,182  14050,306 9344,976 43189,548 2609,982 239,884 26354,504 3162,453 3679,796 15907,979 15487,092 29566,173 289478,641 3014243,484
2010-2012  5440,443 6408,437  49907,29 23501,472 11015,177 41871,474 2546,567 198,387 27507,463 5295,720 3810,347 14567,503 16045,427 29908,938 299873,804 2894751,430
AYLL 1995-1999 18,172 15,575 17,656 19,080 17,609 16,907 18,509 21,212 11,824 23,243 14,228 30,834 28,935 38,775 19,495 30,969
2000-2004 18,415 15,532 17,949 18,851 17,613 16,756 17,414 17,874 11,588 23,228 14,767 31,190 28,188 37,893 19,280 30,497
2005-2009 17,553 15,259 17,719 18,106 17,553 16,297 15,371 16,893 11,241 21,083 14,197 29,657 26,348 35,622 18,598 27,077
2010-2012 17,779 15,114 17,830 18,171 17,238 15,832 15,158 16,532 11,267 21,183 13,739 29,019 24,547 33,834 18,312 25,653
Men'’s life expectation for 2010-2012 applied to all periods
Co00-14 Ci15 C16 C18-20 C25 C32-34 C43 C50 C61 C64-65 c67 C70-72CNS (C81-85 + C96 C91-95 C 00-96 Total deaths
Head and Oesophagus Gastric Colorectal Pancreas Lung Melanoma  Breast Prostate Kidney Bladder = Tumours Lymphoma Leukaemia All cancers
neck
YLL 1995-1999 4383,802 6262,414 42534,93 13123,928 6922,48 34399,786 1674,427 422,213 19952,477 3389,472 2486,983 13709,541 13115,598 28538,670 246811,079 3444225,497
2000-2004  5399,167 6772,516  46483,356 15157,023  7659,994 38640,749 2206,52 255,546  24264,466 3975,702 3118,454 15583,659 14511,861 29454,937 270007,268 3541895,992
2005-2009  5268,441 7071,77 48743,652 14100,883  9368,844 43292,317 2619,484 240,37 26380,744 3177,432 3686,558 16052,662 15614,165 29936,417 290883,677 3044662,081
2010-2012  5440,443 6408,437  49907,29 23501,472 11015,177 41871,474 2546,567 198,387 27507,463 5295,720 3810,347 14567,503 16045,427 29908,938 299873,804 2894751,430
AYLL 1995-1999 18,640 15,872 18,082 19,615 18,027 17,294 19,028 21,839 11,912 24,058 14,459 32,198 30,201 40,838 20,080 32,435
2000-2004 18,555 15,598 18,066 19,009 17,715 16,836 17,596 17,996 11,611 23,525 14,836 31,830 28,725 38,952 19,492 31,228
2005-2009 17,609 15,287 17,771 18,171 17,597 16,336 15,427 16,927 11,253 21,183 14,223 29,927 26,564 36,068 18,688 27,350
2010-2012 17,779 15,114 17,830 18,171 17,238 15,832 15,158 16,532 11,267 21,183 13,739 29,019 24,547 33,834 18,312 25,653
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Prevalencia de defectos congénitos en Risaralda, 2010-2013
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Introduccion. Los datos sobre defectos congénitos en el &mbito regional de los paises en desarrollo
como Colombia son escasos.

Objetivo. Describir la prevalencia de anomalias congénitas en el departamento de Risaralda, Colombia.
Materiales y métodos. Se incluyeron los neonatos con defectos estructurales y funcionales entre junio
de 2010 y diciembre de 2013, cuyos casos fueron notificados al Instituto Nacional de Salud por ser
de interés en salud publica. Se compararon con los nacidos en el mismo periodo en una clinica de la
region inscrita en el Estudio Colaborativo de Malformaciones Congénitas. Los datos se analizaron con
el programa Stata 10°.

Resultados. La prevalencia entre los nacidos vivos en el periodo de estudio fue de nueve casos por
cada 1.000 recién nacidos en el departamento. En la clinica inscrita en el Estudio Colaborativo de
Malformaciones Congénitas, se encontré una prevalencia de 34 casos por cada 1.000 nacimientos;
el primer lugar lo ocuparon las cardiopatias, seguidas por el labio y paladar hendido, los defectos
de la pared abdominal (no especificados), la displasia esquelética, la hidrocefalia, la polidactilia y el
sindrome de Down.

Conclusion. El establecimiento de una linea de base sobre la prevalencia de los defectos congénitos
en Risaralda es de gran utilidad para la adopcién de politicas preventivas que lleven a la disminucion de
la incidencia y de la gravedad de las discapacidades; la inclusion de los hospitales materno-infantiles
en la red del Estudio Colaborativo de Malformaciones Congénitas mejora el registro nacional y la
notificacion de los defectos congénitos.

Palabras clave: anormalidades congénitas; prevalencia; notificacion de enfermedad; cardiopatias
congénitas; Colombia.
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Prevalence of birth defects in Risaralda, 2010-2013

Introduction: The data regarding birth defects at local levels in developing countries like Colombia
are scarce.

Objective: To describe the profile of congenital abnormalities in the province of Risaralda, Colombia.
Materials and methods: We included the information on infants with structural and functional
abnormalities at birth between June, 2010, and December, 2013, from records of the Instituto Nacional
de Salud, and compared it with those of children born in the same period in a local clinic participating in
the Collaborative Study of Congenital Malformations. We analyzed the data using Stata 10°.

Results: We found a prevalence of nine defects per 1,000 newborns from the total live births in
Risaralda. The local clinic registered in the Collaborative Study of Congenital Malformations registered
a prevalence of 34 defects per 1,000 births. Most frequent defects were heart defects, followed
by cleft lip and palate, abdominal wall defects, skeletal dysplasia, hydrocephalus, polydactyly and
Down syndrome.

Conclusions: Having a baseline on the prevalence of congenital defects in Risaralda is very useful
in the design of prevention policies oriented to decrease congenital defects incidence and severity.
Inclusion of maternity hospitals in the Collaborative Study of Congenital Malformations strengthens
national recording and reporting of birth defects.

Key words: Congenital abnormalities; prevalence; disease notification; heart defects, congenital;
Colombia.
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
un defecto congénito es cualquier alteracion de la
estructura anatémica, morfoldégica o bioquimica
gue se produzca en una cualquiera de las etapas
de gestacién y se detecte en el momento del
nacimiento o después. Dichos defectos se clasifican
en mayores o menores segun su complejidad (1).
Los defectos mayores tienen una prevalencia de
2 a 3 % de los recién nacidos y afectan significati-
vamente la salud; la mayoria de las veces requieren
atencién médica o quirdrgica, como en los casos
de labio y paladar hendidos, mielomeningocele,
gastrosquisis y sindrome de Down. Los defectos
menores tienen una prevalencia similar e implica-
ciones especialmente de tipo estético, como la
fistula preauricular y la clinodactilia (2-4). Los
defectos congénitos son un problema global; se
estima que cada afo 7,9 millones de nifios nacen
con alguno, 3,3 millones de nifios menores de
cinco aflos mueren debido a ellos y 3,2 millones
sobreviven con discapacidad (5).

Los defectos congénitos pueden ser de origen
genético, infeccioso o ambiental, aunque en la
mayoria de los casos resulta dificil determinar
su causa. Las medidas de salud publica, como
una adecuada nutricion materna que garantice la
ingestién de acido félico y de yodo, la vacunacion
contra la rubéola y la varicela y los cuidados
perinatales, pueden evitarlos (6,7).

En el mundo se han implementado sistemas efica-
ces de vigilancia epidemiologica para la deteccion
de los defectos congénitos, y la atencion de los
aspectos médicos, genéticos y epidemiolégicos
mediante programas de prevencién y rehabilitacion
(8,9). A partir de 1974, los sistemas de vigilancia
epidemiolégica de varios paises se agruparon en
la International Clearinghouse for Birth Defects
Monitoring Systems (ICBDMS), con el fin de
homologar métodos de clasificacién y analisis de
las anomalias congénitas, agilizar el intercambio
de informacién vy permitir su comparacién
(10). Posteriormente, en 1979, se cred la red
de registros de poblacion para la vigilancia
epidemioldgica de las anomalias congénitas, la cual
cubre 1,7 millones de nacimientos en 21 paises
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Defectos congénitos en Risaralda

europeos mediante la European Surveillance of
Congenital Anomalies (EUROCAT), agremiacion
de la Comunidad Econémica Europea que agrupa
sistemas de vigilancia de ese continente (11). En
México, el registro y la vigilancia epidemiol6gica
de las malformaciones congénitas externas cubren
el 2 % de los nacimientos de ese pais (12). En
Latinoamérica, el Estudio Colaborativo Latinoameri-
cano de Malformaciones Congénitas (ECLAMC) se
cred en 1967 con el objetivo de hacer la vigilancia
hospitalaria activa y cuenta con la participacion de
12 paises, entre ellos Colombia, con hospitales
de Bogota y Cali, a partir del 2000 (13).

A partir del 2010, la Asamblea Mundial de la
Salud adopt6é una resolucién en la que se pidié
fomentar la atencion primaria de los defectos
congénitos mediante el fortalecimiento del registro
y la vigilancia, el desarrollo de conocimientos
especializados sobre etiologia, diagndstico y pre-
vencion, el fortalecimiento de la investigacion, y el
fomento de la colaboracion internacional (1,14). En
este contexto, el Sistema Nacional de Vigilancia
en Salud Publica de Colombia (Sivigila) inici6 en el
2010 el proceso de reporte nacional de anomalias
congénitas de notificacion obligatoria en todas las
entidades territoriales de salud.

Desde septiembre de 2012, la Clinica Comfamiliar
Risaralda, centro de tercer nivel de atencion
en Risaralda, Colombia, se unié a la red del
ECLAMC, lo cual mejoro y reforzé la notificacion
de las anomalias en dicha institucién prestadora
de servicios de salud.

En los paises en desarrollo en los cuales se han
logrado disminuir las enfermedades infecciosas
de la nifiez, las anomalias congénitas adquieren
gran relevancia como causa de morbimortalidad,
pues ocasionan discapacidades crénicas de gran
impacto entre los afectados, sus familias, los
sistemas de salud y la sociedad (6).

Segun el Analisis de la Situacién de Salud en
Colombia del Ministerio de Salud y Proteccién
Social, 2013, las malformaciones congénitas
ocupaban el segundo lugar entre las causas
de mortalidad infantil en el 2011, con una tasa
de tres muertes por cada 1.000 nacidos vivos,
aproximadamente (15).

Durante el 2014, se notificaron al Sivigila 5.064
casos de anomalias congénitas y, en el quinquenio
del 2000 al 2004, se reportaron 14.036 defunciones
por anomalias congénitas, con una tasa de
mortalidad de 8,43 por 10.000 nacidos vivos.
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Risaralda es un departamento del centro occidente
colombiano, con una poblacién estimada de 951.945
habitantes segun las proyecciones de poblacién
del Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica (DANE); de ellos, 245.691 son mujeres
en edad fértil con una tasa de fecundidad promedio
de 0,99, 24.810 (2,9 %) son indigenas de la etnia
embera, y 10 comunidades son afrodescendientes.
Ademas, presenta una tasa de mortalidad infantil
de 15 por 1.000 nacidos vivos, y una tasa de
mortalidad por defectos congénitos, sensoriales y
metabdlicos de 1,19 muertes por 10.000 nacidos
vivos, segun el Sivigila (16).

Entre julio de 2010 y diciembre de 2013, hubo en
Risaralda 42.431 nacimientos, de los cuales se
estima que entre 2 y 3 % correspondia a neonatos
con defectos mayores y, entre 5y 6 %, a neonatos
con defectos mayores o menores (2,3). Es decir
que del total de 2.545 (6 %) nifios con defectos en
la regién, habia 1.273 (3 %) con defectos mayores.
Dado que no hay estudios publicados sobre la
prevalencia de defectos congénitos en Risaralda
y se desconoce su comportamiento en esta region,
el objetivo del presente trabajo fue determinar la
prevalencia de las anomalias congénitas, con el
fin de establecer una linea de base y comparar
la notificacion obligatoria al Sivigila y la que se
hace a través del registro del ECLAMC, del cual
hace parte la clinica donde se llevd a cabo el
presente estudio.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal
a partir de los registros departamentales de noti-
ficacién de anomalias congénitas al Sivigila, el cual
contiene la informacién, aproximadamente, de 155
instituciones de salud, publicas y privadas que
cumplen con los criterios estipulados por el Instituto
Nacional de Salud para la notificacion obligatoria
de tales anomalias.

Mediante una solicitud formal a la Secretaria
Departamental de Salud del Risaralda, entidad
que administra el Sivigila localmente, se solicito la
base de datos correspondiente al registro de las
anomalias congénitas notificadas entre junio de
2010 y diciembre de 2013.

Los defectos congénitos se definieron segun
el protocolo de vigilancia en salud publica para
defectos congénitos del Instituto Nacional de
Salud. No se conté con el analisis cromosémico en
todos los casos, pero si con la descripcion clinica
de los sindromes.
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Las anomalias se clasificaron en malformaciones
por 6rgano o sistema afectado como subtipo, es
decir, la enfermedad especifica, y como sindrome
cuando era aplicable. Las anomalias congénitas
en los recién nacidos fueron diagnosticadas por
los médicos asistenciales vinculados a los centros
de atencién en salud de la region.

Se codificaron las anomalias de acuerdo con la
Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-
10). Asimismo, se comparé su prevalencia con
la calculada con base en los datos del ECLAMC
registrados en la clinica. Se hizo un andlisis
descriptivo mediante el célculo de prevalencia asi:
Numero de casos de anomalia
congénita para el periodo de estudio

, - . — x 1.000
Total de nacidos vivos en el periodo de estudio

El andlisis estadistico se hizo utilizando el programa
Stata, version 10°®.

Consideraciones éticas

El presente estudio fue aprobado por el Comité
de Etica e Investigacion de la Clinica Comfamiliar
Risaralda y se clasific6 como de riesgo minimo
segun la Resolucion 8430 de 1993.

Resultados

En el periodo estudiado ocurrieron 42.431 naci-
mientos y se reportaron al Sivigila 381 neonatos
(niflos, 52,7 % y niflas 47,2 %) con 615 anomalias
congénitas, de las cuales 442 correspondian a
defectos mayores y, 173, a menores (figura 1).
La prevalencia global de anomalias congénitas
para el periodo fue de nueve por 1.000 nacidos

42.431 nacimientos en Risaralda

:

385 bebés con anomalias congénitas
619 anomalias

v v

Se excluyeron cuatro
por falta de un
diagnéstico claro

381 bebés con anomalias congénitas
615 anomalias

v v

153 anomalias
menores

462 anomalias
mayores

Figura 1. Descripcion del proceso de seleccion de la muestra
analizada
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vivos (IC,, 8,1-9,9), la cual paso de 4,3 por 1.000
nacidos vivos en el 2010 a 14,3 por 1.000 en el
2013 (p<0,0001).

Estas cifras se compararon con el registro del
ECLAMC, el cual reporté 7.388 nacimientos, es
decir, el 17 % de los nacimientos de la region, con
una prevalencia de anomalias que varié entre 20,6
por 1.000 nacidos vivos y 55,6 por 1.000 en el
mismo periodo del estudio (cuadro 1), discriminadas
en mayores y menores (cuadro 2).

Entre los defectos congénitos mayores, el primer
lugar lo ocuparon las cardiopatias, seguidas por el
labio y el paladar hendido, los defectos de la pared
abdominal, la displasia esquelética, la hidrocefalia,
la polidactilia y el sindrome de Down.

Cuadro 1. Prevalencia de defectos congénitos en la Clinica
Comfamiliar reportados al ECLAMC comparada con la del
departamento de Risaralda reportada al Sivigila, julio de 2010-
diciembre de 2013

Ano Risaralda - IC,,., Clinica - IC,,
Sivigila ECLAMC

2010 4,7 2,9- 6,0 20,6 12,9-30,9

2011 6,2 5,2- 8,3 22,2 16,4-29,3

2012 9,1 7,5-11,0 31,5 24,4-39,9

2013 14,3 12,2-16,6 55,6 46,1-66,4

Total 9,0 8,1- 9,9 34,0 29,9-38,3

Sivigila: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
ECLAMC: Estudio Colaborativo Latinoamericano de Malformaciones
Congénitas

Defectos congénitos en Risaralda

En cuanto a los sistemas, los defectos del sistema
musculoesquelético fueron los mas frecuentes,
con 98 anomalias, es decir, 2,31 por 1.000
nacidos vivos; entre ellos, los defectos de la pared
abdominal fueron los mas comunes, seguidos
de la displasia esquelética. El segundo lugar lo
ocuparon las anomalias del sistema nervioso
central con 72 (1,70 por 1.000 nacidos vivos),
siendo la hidrocefalia la anomalia méas frecuente
de este sistema. Los defectos del tubo neural
(espina bifida, anencefalia, mielomeningocele,
encefalocele, dicefalos, y malformacién de Dandy
Walker) constituyeron el 42,5 % (10 por 10.000
nacidos vivos). En tercer lugar, se ubicaron los
defectos de cabeza y cuello, de los cuales el labio
y paladar hendidos fue el mas comun, con 0,78
por 1.000 nacidos vivos (cuadro 3).

Discusion

Segun la notificacién departamental, la prevalen-
cia fue de nueve por cada 1.000 nacidos vivos en
Risaralda, y de 34 por cada 1,000 en la institucion
de salud integrante de la red del ECLAMC. El
aumento significativo observado en el periodo

de estudio demuestra una evolucion en el sistema
de vigilancia.

Las anomalias mayores mas frecuentemente
encontradas en Suramérica son las cardiacas (28
por 10.000 nacidos vivos), los defectos de cierre
del tubo neural (24 por 10.000 nacidos vivos), el

Cuadro 2. Prevalencia de defectos congénitos en Risaralda y en la Clinica Comfamiliar Risaralda, julio de 2010 a diciembre

de 2013
Risaralda
Ano Nacidos Anomalias Prevalencia* Anomalias Prevalencia* Anomalias Prevalencia*
vivos mayores menores
2010 7.630 33 4,7 18,0 2,5 15,0 2,1
2011 11.090 74 6,2 39,0 3,3 35,0 2,9
2012 11.918 109 9,1 87,0 7,3 22,0 1,8
2013 11.541 165 14,3 111,0 9,6 54,0 4,7
Total 42.431 381 9,0 255,0 6,0 126,0 3,0
Clinica Comfamiliar
Ano Nacidos Anomalias Prevalencia** Anomalias Prevalencia** Anomalias Prevalencia**
Vivos mayores menores
2010 1.070 22 20,6 9,0 8,4 13,0 12,1
2011 2.158 48 22,2 13,0 6,0 35,0 16,2
2012 2.093 66 31,5 47,0 22,5 19,0 9,1
2013 2.067 115 55,6 67,0 32,4 48,0 23,2
Total 7.388 251 34,0 136,0 18,4 115,0 15,6

*Defectos congénitos por cada 1.000 nacidos vivos, calculados con la base de datos de nacidos vivos del Departamento Administrativo Nacional de

Estadistica, DANE, 2010-2013

**Defectos congénitos por cada 1.000 nacidos vivos calculados con la base de datos de nacidos vivos del registro Gnico de afiliados (RUAF) del

Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2010
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Cuadro 3. Descripcion de las anomalias mayores y menores por sistemas y por frecuencia en Risaralda, julio de 2010 a diciembre

de 2013
Sistema Descripcion de anomalias mayores Cadigo n Proporcion Prevalencia por
CIE10 (%) 10.000 nacidos vivos
Sistema Defecto de pared (hernias, onfalocele) Q799 21 18,8 4,95
musculoesquelético Displasia esquelética Q785 19 17,0 4,48
Polidactilia Q699 18 16,1 4,24
Talipes equinovarus Q660 13 11,6 3,06
Reduccion del miembro Q779 12 10,7 2,83
Gastrosquisis Q793 11 9,8 2,59
Displasia congénita de cadera Q659 5 4,5 1,18
Sindactilia Q709 4 3,6 0,94
Artrogriposis en miembros superiores Q743 2 1,8 0,47
Afalangia Q681 2 1,8 0,47
Hernia diafragmatica Q790 2 1,8 0,47
Luxacién congénita de rodillas Q682 1 0,9 0,24
Secuencia de Poland Q678 1 0,9 0,24
Exonfalos Q792 1 0,9 0,24
112 100,0 26,40
Sistema nervioso Hidrocefalia Q03 18 24,7 4,24
Microcefalia Q02X 13 17,8 3,06
Anencefalia - anomalia ocular Q00,0 10 13,7 2,36
Espina bifida Q059 8 11,0 1,89
Mielomeningocele Q05,2 6 8,2 1,41
Disgenesia del cuerpo calloso Q040 6 8,2 1,41
Cefalocele Qo001 4 55 0,94
Trastornos congénitos del encéfalo Q048 3 4,1 0,71
Dicéfalos Q894 2 2,7 0,47
Holoprocefalia Q042 1 14 0,24
Malformacion de Dandy Walker Q079 1 1,4 0,24
Esquicencefalia 1 1,4 0,24
73 100,0 17,20
Cabezay cuello Fisura oral Q360 33 46,5 7,78
Malformacion congénita del ojo Q159 11 15,5 2,59
Anotia Q160 10 14,1 2,36
Orejas de implantacion baja Q179 5 7,0 1,18
Microtia Q172 5 7,0 1,18
Dismorfia facial Q188 5 7,0 1,18
Catarata Q120 2 2,8 0,47
71 100,0 16,73
Sistema cardiovascular ~ Cardiopatia no especificada P290 37 100,0 8,72
37 100,0 8,72
Sistema genital Criptorquidia Q53,9 19 50,0 4,48
Hipospadias Q549 13 34,2 3,06
Genitales ambiguos Q564 5 13,2 1,18
Hidrocele congénito y hernia inguinoescrotal P83,5 1 2,6 0,24
38 100,0 8,96
Sistema gastrointestinal  Ano imperforado Q422 6 27,3 1,41
Atresia esofagica Q409 5 22,7 1,18
Atresia intestinal Q419 4 18,2 0,94
Hepatoesplenomegalia Q447 4 18,2 0,94
Pancreas anular Q451 1 4,5 0,24
Pdlipo rectal Q438 1 4,5 0,24
Prolapso intestinal por el ano K622 1 4,5 0,24
22 100,0 5,18
Sindrome metabdlico Anomalia funcional congénita E888 14 70,0 3,30
Hipotonia, error congénito del metabolismo, E725 4 20,0 0,94
hiperglisinemia no cetésica
Hiperbilirrubinemia indirecta, posible P578 1 5,0 0,24
mutacion en el gen UGT1Al
Déficit de ornitin-transcarbamilasa, E724 1 5,0 0,24
error innato del metabolismo
20 100,0 4,71
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Sistema Descripcion de anomalias mayores Cadigo n Proporcion Prevalencia por
CIE10 (%) 10.000 nacidos vivos
Sistema urinario Dilatacion pielocalicial Q620 7 53,8 1,65
Rifion multiquistico Q611 4 30,8 0,94
Seno urogenital persistente Q558 1 7,7 0,24
Megalouréter Q622 1 7,7 0,24
13 100,0 3,06
Sistema respiratorio Laringomalacia Q320 2 66,7 0,47
Estenosis subglética 1 33,3 0,24
3 100,0 0,71
Infecciosas Infeccién congénita no especificada P379 5 100,0 1,18
Sindrome TORCH
5 100,0 1,18
Compromiso Polimalformaciones Q897 46 100,0 10,84
multisistemico Cromosomopatia
Sindrome de Down Q90,9 18 81,8 4,24
Sindrome de Turner Q968 2 9,1 0,47
Sindrome de Patau Q914 1 4,5 0,24
Sindrome de Edwards Q910 1 4,5 0,24
22 100,0 5,18
Total anomalias mayores 462
Sistema Descripcion de anomalia menor Cadigo Analisis con Frecuencia
CIE10 n respecto al por 10.000
subgrupo en Risaralda
Cabezay cuello Fistula preauricular Q181 27 52,9 6,36
Apéndice preauricular Q178 24 47,1 5,66
51 100,0 12,02
Tegumentario Hemangioma D180 9 33,3 2,12
Nevus D229 9 33,3 2,12
Mancha café con leche L813 6 22,2 141
Teletelia N648 2 7,4 0,47
Bandas amniéticas 0418 1 3,7 0,24
27 100,0 6,36
Osteomuscular Clinodactilia Q748 2 100,0 0,47
2 100,0 0,47
Compromiso Constitucional
multisistemico Bajo peso asimétrico P0O70 73 100,0 17,20
Total anomalias menores 153 36,05

Fuente: Sivigila

sindrome de Down (16 por 10.000 nacidos vivos), el
labio y el paladar hendidos (15 por 10.000 nacidos
vivos) vy los defectos de la pared abdominal (4 por
10.000 nacidos vivos) (4).

El sistema mas afectado fue el musculo-esquelético,
con una tasa de 26,4 por 10.000 nacidos vivos. La
tasa de alteraciones en los miembros fue de 13,4
por 10.000 nacidos vivos. Los defectos de los
miembros ocurren como resultado de una falla del
desarrollo durante el periodo de gestacion, como
la polidactilia o la sindactilia, o por problemas con
las bandas amni6ticas o disrupcion vascular, los
cuales producen reduccion de los miembros. La
prevalencia de este tipo de alteraciones congé-
nitas en Finlandia es de 13 por 10.000 nacidos

vivos y, en Escocia, de 30 por 10.000, en tanto
gue la tasa en ltalia es de 4,8 por 10.000 nacidos
vivos y, en Francia, de 10,4 por 10.000 (17).

Los defectos del sistema nervioso son la segunda
causa de anomalias en la regién y, segun la
literatura cientifica, la mayoria de los defectos
reportados estan relacionados con la deficiencia de
acido folico. Este factor de riesgo ha sido estudiado
en el ECLAMC; sin embargo, en la institucién en
la cual se llevé a cabo este estudio la muestra no
tuvo el tamafio suficiente para precisar el papel
de dicho factor.

El sindrome de Down es la aneuploidia mas
frecuentemente reportada; se sabe que su fre-
cuencia es de uno por 750 nacidos vivos en todas
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las poblaciones (18). En Risaralda, la prevalencia
fue de 0,42 por 1.000 nacidos vivos, mientras que,
en el centro de tercer nivel del estudio, la frecuencia
fue de 3,39 por cada 1.000 nacidos vivos, lo cual se
explica porque se trata de un centro de referencia
y la notificacion se ha fortalecido por pertenecer a
la red del ECLAMC. En Colombia no es obligatoria
la deteccion temprana de aneuploidias mediante
el triple marcador de translucencia nucal, valores
de la proteina plasmatica del embarazo y de la
subunidad beta de la gonadotropina coriénica.

A pesar de las deficiencias en el registro de las
anomalias, su analisis es util para conocer el
perfil de las més frecuentes en la region y adoptar
medidas para su prevencion y tratamiento médico
adecuado, con el fin de evitar la discapacidad. El
propdsito de este andlisis inicial fue evidenciar la
evolucién de la notificacion de las anomalias més
frecuentes, y llamar la atencion sobre la necesidad
de mejorar el sistema de notificacion.

Las diferencias en la prevalencia de las anomalias
congeénitas observadas entre lo reportado al Sivigila
y al ECLAMC evidencian claramente un sesgo de
selecciodn, ya que la clinica del estudio pertenece a
esta Ultima red, es un centro de referencia y cuenta
con un personal médico con mayor sensibilizacion
frente a las anomalias, lo cual permite una deteccion
mayor que en otras instituciones que solo reportan
al Sivigila. Mas que un sesgo negativo, esto puede
verse como una fuente oficial de informacién que
fortalece el sistema de vigilancia epidemioldgico
y permitiria en el futuro una aproximacion mas
precisa a la prevalencia de anomalias en Risaralda
y Colombia.

En conclusién, aunque el sistema de notificacion
de defectos congénitos en Colombia es nuevo,
ya se evidencia una mejoria en la notificacion, lo
cual se reflej6 en el aumento de la prevalencia
en el periodo de evaluacion de este estudio. En
la comparacion entre la notificacion oficial al
Sivigila y la registrada por la Clinica Comfamiliar
Risaralda en la red del ECLAMC, se evidencio
que se han logrado los estandares esperados,
lo cual demuestra el fortalecimiento del sistema
de notificacion nacional mediante una red como
la mencionada. Los datos publicados en centros
de alta complejidad de otras regiones del pais,
como Cartagena, Cali, Barranquilla y Bogotéa, han
revelado, en promedio, una prevalencia de 3,04 (18-
21). La clinica Comfamiliar tiene una prevalencia
de 3,4, lo cual demuestra la eficiencia del sistema
de natificacion. Esta primera vision general de las
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anomalias mas frecuentes en la region permite la
adopcién de medidas para el tratamiento oportuno
de estas enfermedades, con lo cual se evita
al maximo la discapacidad. La prevalencia de
anomalias congénitas en Risaralda ha sido inferior
a la registrada en otras poblaciones de Colombia
y en otros paises en desarrollo, posiblemente
por el subregistro de los datos. Es evidente que
la inclusion de los hospitales materno-infantiles
en la red del ECLAMC fortaleceria el registro y la
notificacién de los defectos congénitos.

El tratamiento de las anomalias congénitas debe
ser interdisciplinario, y debe proporcionar apoyo
e informacion basada en la evidencia disponible
a las familias afectadas y a aquellas con riesgo
de padecerlas.
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Introduccion. Se estima que, aproximadamente, 6,8 a 8,9 millones de personas estan infectadas por
el virus de la hepatitis C en Latinoamérica, de las cuales menos del 1 % llega a recibir tratamiento
antiviral. En los estudios llevados a cabo hasta ahora en Colombia, se ha propuesto determinar la
prevalencia de la enfermedad en algunos grupos de riesgo, y no se ha hecho el andlisis de otros
factores potencialmente implicados en el contagio.

Objetivos. Determinar los factores de riesgo tradicionalmente analizados y otros no estudiados antes
para la hepatitis C cronica en la Costa Caribe colombiana.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio de casos y controles (1:3) emparejados por empresa
promotora de salud y edad (+ 10 afios), en el primer nivel de atencidn de hepatologia y gastroenterologia.
A todos los pacientes positivos en la prueba ELISA se les hizo una prueba confirmatoria de carga
viral. En el andlisis de regresion logistica multivariable se determinaron los factores predictores
independientes de infeccion.

Resultados. La transfusion sanguinea (odds ratio, OR=159,2; IC _, 35,4-715; p<0,001) y el antecedente
de hospitalizacion antes de 1994 (OR=4,7; IC__, 1,3-17,1; p=0,018) se determinaron como los dos
Unicos factores independientes predictores de infeccion.

Conclusion. Es necesario comprobar la reproducibilidad de estos resultados y hacer estudios de
costo-efectividad antes de recomendar su utilizacién en el disefio de nuevas estrategias de cribado.

Palabras clave: hepatitis C; factores de riesgo; estudios de casos; transfusién sanguinea; region del
Caribe; Colombia.
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Risk factors for hepatitis C virus infection in the Colombian Caribbean coast: A case-control study

Introduction: An estimated 6.8-8.9 million people are infected with hepatitis C virus in Latin America, of
which less than 1% receives antiviral treatment. Studies so far in Colombia have attempted to determine
the prevalence of the disease in some risk groups, thus preventing the identification of other factors
potentially involved in the spread of the infection.

Objectives: To identify traditional and non-traditional risk factors for chronic hepatitis C in the Colombian
Caribbean coast.

Materials and methods: This was a case-control study (1:3) matched by health care provider and
age (x 10 years) conducted at the primary care level of gastroenterology and hepatology outpatient
services. All patients with a positive ELISA underwent a confirmatory viral load test. A multivariate
logistic regression analysis identified the independent predictors of infection.

Results: Blood transfusion (OR=159.2; 95% CI: 35.4-715; p<0.001) and history of hospitalization
before 1994 (OR=4.7; 95% CI: 1.3-17.1; p=0.018) were identified as the only two independent
predictors of infection.

Conclusion: It is necessary to check the reproducibility of these results and to conduct cost-effectiveness
studies before recommending their use in the design of new screening strategies.

Key words: Hepatitis C; risk factors; case studies; blood transfusion; Caribbean region; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3105
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Se estima que, aproximadamente, 6,8 a 8,9 millones
de personas estan infectadas por el virus de la
hepatitis C (HCV) en Latinoamérica, de las cuales
menos del 1 % llegan a recibir tratamiento antiviral
(1). La prevalencia de la enfermedad en Colombia
se desconoce, sin embargo, la informacién prove-
niente de los resultados de la tamizacién que se
hace entre los donantes de los bancos de sangre
permite especular que entre el 0,49y el 1 % de la
poblacién colombiana tiene anticuerpos frente al
HCV (2-4).

Se ha determinado que la transfusion de hemoderi-
vados antes de 1994 constituye el principal factor de
riesgo para padecer hepatitis C en Latinoamérica
(1,5). A pesar de los grandes avances en seguridad
en las transfusiones, en algunos estudios se ha
observado que la prevalencia permanece estable;
de hecho, es de esperar que aumente ligeramente
en algunos paises (1), lo cual sugiere que existen
otras fuentes potenciales de infeccién que no se
han tenido en cuenta hasta ahora.

En Colombia, se ha determinado la prevalencia
de la enfermedad en algunos grupos de riesgo, y
se ha observado un incremento de los casos en
quienes recibieron transfusiones antes de 1994
(6,7), en pacientes con enfermedad renal crénica
terminal (8), en adictos al uso de drogas por via
parenteral (9,10), entre el personal sanitario (11,12)
y en poblacién indigena (12,13). Sin embargo, la
persistente busqueda de personas infectadas en
los grupos de riesgo tradicionales no ha permitido
detectar otros factores potencialmente implicados
en el contagio.

Teniendo en cuenta que en el 25 % de los pacientes
en Colombia no puede determinarse el origen de
la infeccion (14), es claro que existen otras vias
de trasmisién que han pasado desapercibidas.
Por otra parte, la prevalencia de la hepatitis C en
algunas poblaciones de riesgo no ha sido uniforme
en las diferentes zonas del pais (9,10,12,13),
lo cual implica que los factores asociados a la
infeccion pueden variar en funcién de diferencias
geogréficas y culturales.
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Factores de riesgo para la infeccién por hepatitis C

La introduccion de los nuevos medicamentos anti-
virales ha incrementado la llamada “respuesta
virolégica sostenida” en pacientes con hepatitis
C cronica por virus del genotipo 1, el subtipo més
frecuente en Colombia y Suramérica (1,15), y ha
prevenido la progresion de la enfermedad hacia
estadios mas avanzados (16). Este importante
cambio en la reaccién al tratamiento representa
también un nuevo reto en la identificacion de
potenciales candidatos al tratamiento antiviral, en
quienes dicha reaccién disminuiria la morbimorta-
lidad asociada con la infeccién (17).

Hasta la fecha, en el pais no se ha hecho ningin
estudio que permita evaluar simultaneamente los
factores de riesgo usuales y otros ain no detec-
tados. Esta determinacién puede ser util en la
deteccién de nuevos grupos de individuos en
guienes la tamizacién y el tratamiento oportuno
evitarian la progresion de la enfermedad hacia
estadios de mayor morbimortalidad.

En este contexto, los objetivos del presente estudio
fueron determinar los factores de riesgo usuales
y otros auln no explorados para las infecciones
por el virus de la hepatitis C en la Costa Caribe
colombiana, asi como describir las caracteristicas
clinicas y demogréficas de la poblacién infectada.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio de casos y controles para
determinar los factores de riesgo en infecciones
por el virus de la hepatitis C en la Costa Caribe
colombiana. Los pacientes infectados se seleccio-
naron en el primer nivel de atencion de la consulta
externa de cuatro gastroenterélogos y hepat6logos
de Cartagena y Barranquilla, esto con el fin de
evitar el sesgo de seleccién que habitualmente
ocurre cuando las muestras provienen de centros
de alta complejidad.

El caso se definié como un individuo con anticuerpos
frente al HCV, determinados mediante la prueba
ELISAy carga viral positiva, y el control, como un
individuo con resultado negativo para el HCV en
la prueba ELISA en el momento de inclusién en
el estudio y sin enfermedad hepética conocida
previamente. El grupo de control se selecciond
entre una poblacién de personas con diagnés-
tico de sindrome de intestino irritable y esteatosis
hepatica atendidos en los mismos centros a los
gue acudian los casos. La proporcion de casos y
controles fue de 1 a 3.

Con el objetivo de garantizar la comparabilidad
entre los grupos, cada caso se emparejo con tres
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controles segln su proveedor de servicios de salud
y segun la edad (+ 10 afios). Los antecedentes
médicos se extrajeron de la historia clinica y de una
entrevista privada con cada caso y cada control.

Para facilitar la recordacion de la informacion,
el cuestionario se dividi6 en antecedentes de la
infancia (hasta los 16 afios) y antecedentes en
la vida adulta (a partir de los 16 afos). Todos los
sujetos que participaron en el estudio tenian entre
20y 80 afos de edad, y se encontraban afiliados a
alguna empresa promotora de salud, empresa de
medicina prepagada o pertenecian a un régimen
especial de salud.

Determinacion de la infeccién por HCV

En todos los pacientes, casos y controles, se hizo
la deteccion de anticuerpos frente al virus de la
hepatitis C mediante la prueba ELISA de tercera
generacion (Murex anti-HCV®, version 4.0), la cual
utiliza antigenos de las regiones del nicleo NS3,
NS4 y NS5, segun las indicaciones del fabricante.
En todos los pacientes con resultados positivos
en esta prueba, se cuantific6 el ARN del virus,
utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real (Abbott RealTime HCV®).

Andlisis estadistico

Los factores de riesgo se determinaron inicialmente
mediante un andlisis univariado. Todas las variables
en este primer paso se incluyeron en un modelo de
regresion logistica multivariable. La relacion entre
la infeccién y las transfusiones, las cirugias, las
suturas y las hospitalizaciones se evalud teniendo
en cuenta si se habian presentado antes de 1994,
puesto que el 100 % de los casos se habia diag-
nosticado después de esa fecha, por lo que dichos
factores podian considerarse como fuentes reales
de exposicion.

La magnitud de la asociacion se expreso en forma
de razén de probabilidades (odds ratio, OR).
Las caracteristicas sociodemograficas y clinicas
de los pacientes infectados se describieron en
funcion de la media, la desviacion estandar y los
porcentajes. La significacion estadistica se fijo en
p<0,05.

Consideraciones éticas

El protocolo se disefié respetando los lineamientos
de la Declaracion de Helsinki (18) y fue aprobado
por el Comité de Etica del Centro de Investigaciones
Cardiovasculares Santa Lucia. Todos los pacientes
seleccionados firmaron un consentimiento infor-
mado antes de su participacién en el estudio.
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Resultados

Se detectaron 61 pacientes con anticuerpos frente
al HCV, pero seis de ellos prefirieron no participar
en el estudio por temor al estigma social relacio-
nado con la infeccién, por lo cual, finalmente se
incluyeron 55 casos y 165 controles en el analisis.
No se observaron diferencias significativas en
cuanto a la edad o el proveedor de servicios de
salud entre casos y controles, y se considerd que
ambos grupos tuvieron la misma posibilidad de
haber estado expuestos al virus y de acceder al
diagnostico de infeccidn por hepatitis C. Se asumié
que el emparejamiento fue exitoso.

Caracteristicas de la poblacion infectada

Las caracteristicas clinicas y demograficas de la
poblacién infectada se presentan en el cuadro
1. Ocho de cada 10 (80 %) pacientes infectados
tenian antecedentes de transfusién sanguinea
antes de 1994; de igual manera, entre 70y 85 %
habian tenido hospitalizaciones, cirugias o suturas
antes de esta fecha. La edad media fue de 60,2
afos (desviacion estandar, DE=13) y predominé
el sexo femenino (60 %). Aproximadamente,
46 % (n=24) de los diagnosticos se habia hecho
durante los cuatro afios anteriores, y diez (18 %)
de ellos durante el afio inmediatamente anterior
al estudio.

Veintidés pacientes no eran candidatos al trata-
miento antiviral debido, principalmente, a la edad,
la presencia de hepatopatia crénica avanzada y
el incumplimiento de las citas médicas. De los 32
pacientes tratados, 13 (40 %) alcanzaron a tener
una respuesta virolégica sostenida y ocho (25 %)
suspendieron el tratamiento debido a los efectos
secundarios.

Aproximadamente, el 66 % de los pacientes se
encontraba en estadio cirrético o con fibrosis avan-
zada (F3), la mayoria en la etapa compensada
de la enfermedad. La prevalencia de diabetes y
obesidad, factores de riesgo conocidos para la
progresion rapida de la fibrosis, fue de 11y 3,6 %,
respectivamente. Sin embargo, hasta 34,5 % de los
pacientes presentaba alguno de los componentes
del sindrome metabdlico.

Factores de riesgo para lainfeccién por el virus
de la hepatitis C

En el andlisis crudo de los factores de riesgo,
se establecié una asociacion estadisticamente
significativa entre la infeccion por hepatitis C y la
transfusiéon de hemoderivados, las suturas, las
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Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y demogréaficas de la
poblacién infectada

Variable Poblacion
n=55 casos
Edad 60,2 (13)
Sexo masculino 23 (42)
Afio de diagnéstico
1980-1990 3 (57
1991-2000 2 (38)
2001-2010 23 (44,2)
A partir de 2010 24 (46)
Tratamiento antiviral 32 (58,2)
Barreras de acceso al tratamiento
Edad avanzada 5 (9)
Plaquetopenia 3 (55
Curacion espontanea 4 (7,3)
Hipoalbuminemia 1 (1,8
Ausencia de fibrosis avanzada 2  (3,6)
Cirrosis decompensada 1 (1,8
Incumplimiento de las citas 5 (91
Problemas administrativos con la EPS 1 (1,8)
Genotipo
Ib 14 (25,5)
la 1 (18
Il 3 (55)
Desconocido 37 (67,3)
Interferdn ‘pegilado’ + rivabirina 15 (47,0)
Interferén convencional + rivabirina 4 (13,0)
Inhibidores de proteasa + interferén 13 (40,0)
‘pegilado’ + rivabirina
Suspension del tratamiento 8 (25)
Respuesta viroldgica sostenida 13 (40)
Fibrosis
No determinado 8 (14,5)
FO 11 (20)
F1 3 (55
F2 2  (3,6)
F3 3 (55)
Cirrosis hepatica 28 (50,9)
Escala de Child Pugh Turcotte
A 22 (78,5)
B 5 (17,8)
C 1 (@3
Varices esofagicas 15 (53)
Ascitis 4 (14,2)
Encefalopatia 1 3
Carcinoma hepatocelular 2  (3,6)
Hemorragia por varices 3 (55
Albamina (g/dl) 3,77 (0,66)
Plaquetas 137 x 10° (89 x 10°)
Obesidad 2 (3,6)
Dislipidemia 19 (34,5)
Diabetes 6 (11)
Hipertension arterial sistémica 16 (29)

cirugias y las hospitalizaciones antes de 1994,
asi como el antecedente de didlisis, las enferme-
dades hematolégicas y la practica de rituales con
cortes en el cuerpo mediante cuchillos o navajas
potencialmente contaminadas (cuadro 2).

Factores de riesgo para la infeccién por hepatitis C

Por otra parte, el analisis univariado inicial no
evidencié una asociacion entre el sexo, el lugar
de residencia, el régimen de salud, la utilizacion
de jeringas no desechables (independientemente
del nivel de formacion del vacunador o del am-
bito de aplicaciéon: urbano o rural, institucional o
domiciliario), los procedimientos odontologicos,
la adiccién a drogas psicoactivas o0 la puncion
accidental, y la presencia de anticuerpos frente al
virus de la hepatitis C.

Once de los sujetos infectados no habian recibido
trasfusiones, pero en este grupo se incluyeron
mujeres que habian tenido parto vaginal, personas
residentes en zonas rurales durante la infancia,
gue usaban drogas por via parenteral o inhalada y
tenian tatuajes, todos determinados como factores
de riesgo de infeccion. Por otra parte, aunque se
observé una tendencia al incremento de hospita-
lizaciones antes de 1994 en este grupo (72 % Vs.
46 %), las diferencias no alcanzaron la significacion
estadistica (p=0,09) (cuadro 3).

Andlisis multivariable

En el analisis multivariable se excluyo6 la presencia
de enfermedades hematologicas debido a su
fuerte asociacién con la necesidad de transfusion
sanguinea y para evitar la colinealidad en el
modelo. De igual manera, no se tuvo en cuenta el
antecedente de dialisis porque en los tres casos
detectados en el inicio del estudio, esta habia sido
posterior al diagnoéstico de hepatitis C.

Dicho esto, solamente la transfusion sanguinea,
la cirugia, la hospitalizacion y las suturas antes de
1994, ademés de la historia de practicas rituales
con material potencialmente contaminado, se
tuvieron en cuenta en el analisis multivariable
(cuadro 4).

La transfusion sanguinea (OR=159,2; IC, 35,4-
715; p<0,001) y el antecedente de hospitalizacion
antes de 1994 (OR=4,7; IC . 1,3-17,1; p=0,018),
se identificaron como los dos Unicos factores
independientes predictores de infeccion (cuadro
3). Las suturas (p=0,31), las cirugias anteriores
a 1994 (p=0,32) y la practica ritual tuvieron una
asociacion espuria en el modelo de regresion.

Discusion

Los antecedentes de transfusion sanguinea y de
hospitalizacién antes de 1994 se evidenciaron como
los dos Unicos factortes predictores independientes

de infeccion. Aunque la utilizacion de productos
sanguineos antes de esta fecha se ha asociado con
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Cuadro 2. Factores de riesgo para la infecciéon por hepatitis C

Biomédica 2016;36:564-71

Casos n=55  Controles OR IC,, P
n=165

Sexo masculino 23 (41,8) 55 (33,3) 1,43 0,76 - 2,68 0,25
Parto vaginal 51 (92,7) 159 (96,4) 2 056 - 7,6 0,26
Residencia en zona rural en la infancia 19 (35,2) 78 (47,3) 1,6 0,87 - 3,12 0,12
Uso de jeringas no desechables 16 (36,4) 37 (26,2) 1,6 0,78 - 3,2 0,19
Uso de jeringas no desechables en zona rural 6 (35,3) 22 (47,8) 0,59 0,18 - 1,8 0,37
Sutura global 45 (83,3) 128 (77,6) 14 064 - 32 0,36
Suturas antes de 1994 39 (70,9) 82 (49,7) 2,8 14 - 55 0,006
Cirugia antes de 1994 44 (80) 71 (43) 5,29 2,55 - 10,9 <0,001
Procedimientos odontoldgicos en la infancia 15 (27,3) 46 (28,9) 1,02 0,51 - 2,0 0,95
Adiccion a drogas por via intravenosa o inhaladas 4 (7,3) 7 (4,2) 1,7 0,49 - 6,2 0,37
Tatuajes 5 (9,1) 8 (4,8) 1,96 0,61 - 6,2 0,24
Rituales 4 (7,3) 0 (0) 1,07 1,001- 1,16 <0,001
Régimen de salud

Subsidiado 6 (11) 18 (11) 1 0,96

Contributivo 33 (60) 99 (60) 1,02 03 - 27

Especial 5 (9) 15 (9) 1,07 02 - 4.2

Medicina prepagada 10 (20) 30 (20) 0,83 02 - 26
Transfusion global 45 (81,8) 7 (4,2) 101,5 36,5 -2819 <0,001
Transfusién sanguinea antes de 1994 44 (80) 3 (1,8) 216 57,7 -808,0 <0,001
Dialisis 3 (5,6) 0 (0) 1,05 09 - 11 0,002
Puncién accidental 2 (3,7) 1 (0,6) 6,3 0,56 - 70,9 0,08
Enfermedades hematol6gicas 3 (5,5 0 (0) 1,05 09 - 11 0,003
Hospitalizacién antes de 1994 38 (69) 33 (20) 8,9 45 - 17,7 <0,001

OR: Odds ratio

Cuadro 3. Factores de riesgo para la infeccién por hepatitis C en los individuos que no habian recibido transfusiéon

Casos Controles OR IC,,., p

n=11 n=165
Edad 52,2 58,6 NA NA 0,11*
Sexo masculino 6 (54,5) 55 (33,3) 2,4 0,70- 8,20 0,15
Parto vaginal 2(18,2) 6 (3,6) 5,8 1,03-334 0,02
Residencia en zona rural en la infancia 78 (47,3) 1 (91) 8,9 1,12-71,6 0,014
Uso de jeringas no desechables 2 (28,6) 37 (26,2) 1,12 0,20- 6,0 0,89
Suturas antes de 1994 7 (63,6) 82 (49,7) 1,77 0,50- 6,20 0,37
Cirugia antes de 1994 6 (54,5) 71 (43) 1,58 0,46 - 541 0,45
Procedimientos odontoldgicos antes de 1994 3(27,3) 39 (23,6) 1,2 0,30 - 4,70 0,78
Adiccién a drogas por via inatravenosa o inhaladas 2(18,2) 7 (4,2) 5 0,90 - 27,7 0,04
Tatuajes 3(27,3) 8 (4,8) 7,35 1,60 -33,1 0,003
Régimen subsidiado 1 (91 18 (10,9) 0,81 0,09- 6,77 0,85
Puncién accidental 0 (0) 1 (0,6) 0,99 0,98- 1,0 0,8
Hospitalizacion antes de 1994 8 (72,7) 77 (46,7) 3 0,78- 11,8 0,09

OR: Odds ratio
*Comparacion de medias

el HCV en casi todos los paises latinoamericanos
(1,5), los resultados de este estudio sugieren que
la transmisidn hospitalaria pudo ocurrir por otras
vias que no se han tenido en cuenta hasta ahora.

Probablemente, el bajo porcentaje de unidades de
sangre cribadas para el virus de la hepatitis C antes
de 1993 o0 1994 (4,19), cuando se implementaron
las recomendaciones de la Organizacion Panameri-
cana de la Salud (OPS) para la transfusion segura,
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explica que la transfusion de hemoderivados
antes de esta fecha fuera el factor de riesgo
mas probable en este estudio, hallazgo que muy
posiblemente se repita en casi todos los paises
latinoamericanos (1,5).

En esta muestra, ocho de cada diez infectados
habian recibido una transfusion sanguinea antes
de 1994. En este sentido, en los Estados Unidos
se demostré que era costo-efectivo cribar a toda
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Cuadro 4. Analisis multivariable por regresion logistica de la
infeccion por el virus de la hepatitis C. Modelo ajustado segln
los antecedentes de suturas o cirugias antes de 1994 y la
practica de rituales con material potencialmente contaminado

Variable OR IC,,,, p
Transfusion sanguinea 159,2 354-71,5 <0,001
antes de 1994

Hospitalizacion antes 4,7 1,3-171 0,018
de 1994

OR: Odds ratio

la poblacién nacida entre 1945 y 1965, independien-
temente de la presencia de otros factores de riesgo,
puesto que el 75 % de las personas infectadas
habia nacido en estas dos décadas (20).

De hecho, recientemente se puso a prueba una
estrategia de tamizacion para el HCV en pacientes
gue habian recibido transfusiones antes de 1994
en el departamento de Antioquia. En ese estudio,
se encontrdé una prevalencia de 6,6 % para anti-
cuerpos frente al virus y de 4,2 % para la hepatitis
C cronica, lo cual demuestra que la medida es
una téctica efectiva de cribado y que, sin lugar a
dudas, el antecedente de transfusion incrementa
significativamente el nimero de infectados en
nuestro pais (6).

La asociacion entre el antecedente de hospitali-
zacion antes de 1994, independientemente de la
transfusion sanguinea, constituye, probablemente,
el resultado mas significativo de este estudio. Se
controld el potencial sesgo de confusion utilizando
un término de interaccién que representaba exclusi-
vamente a los pacientes que recibieron transfusién,
el cual no se mantuvo en el modelo de regresién
multivariable por su poca significacion estadistica
(p=0,40), descartando que la relacién observada
entre la hospitalizacion antes de 1994 vy la infeccion
por el HCV respondiera a la posibilidad de que
estos sujetos hubieran sido transfundidos durante
esa hospitalizacion.

El antecedente de hospitalizacion se comport6 en el
modelo como un factor predictor independiente de
infeccidn, lo cual sugiere que otras vias diferentes
a la transfusion tienen un papel significativo en la
transmisién hospitalaria del HCV. Sin embargo,
es dificil establecer con certeza la independencia
de las transfusiones y la hospitalizacion, por
la naturaleza retrospectiva de este estudio y el
posible sesgo de memoria de los participantes.

Por otra parte, aunque se observé un incremento
del nimero de hospitalizaciones antes de 1994

Factores de riesgo para la infeccién por hepatitis C

entre quienes no recibieron transfusiones, no fue
posible establecer una asociacién definitiva con
la infeccion por el escaso nimero de pacientes
incluidos en este grupo. La evaluacién de otras
variables tradicionalmente consideradas fuentes
potenciales de infeccién, como el uso de jeringas
no desechables o los procedimientos odontol6-
gicos, no se revelaron como factores de riesgo en
esta poblacion.

Se eligio el afio de 1994 como punto de corte
de la cohorte para poder considerar algunos
antecedentes como factores de riesgo, ya que
mas del 90 % de los casos fueron diagnosticados
después de esta fecha. De esta manera se
incrementaba la posibilidad de que la presencia
del antecedente (hospitalizacion, cirugias, suturas,
etc.) representara un incremento del riesgo de
exposicion al virus y no una consecuencia de la
enfermedad o sus complicaciones.

Ademas, en 1994 se inici6 la implementacion
de las recomendaciones de la OPS para la
transfusion segura y el cribado para el HCV en
los bancos de sangre en Latinoamérica, razén por
la cual este afio representa el punto de inflexion
con respecto al riesgo asociado a la transfusion de
hemoderivados.

Once de los casos no presentaban antecedentes
de transfusion sanguinea, entre ellos, los de parto
vaginal, adiccién a drogas, tatuajes y los de resi-
dentes en zonas rurales durante la infancia, y se
asociaron con la infeccién. El tamafio pequefio
de la muestra no permitié6 hacer el andlisis multi-
variable, por lo cual en este grupo no pudieron
determinarse con certeza los factores determinantes
de la infeccién.

Aunque la adiccién a las drogas no aparecié como
un factor de riesgo reconocido en esta cohorte, es
importante mencionar que en los cuatro casos que
presentaban este antecedente, las drogas eran
inhaladas y en ningln caso se administraban por
via intravenosa.

Este estudio aporta informacién valiosa sobre el
perfil epidemiolégico de los pacientes en la Costa
Atlantica colombiana con base en una muestra de
personas atendidas en el primer nivel de atencion,
lo cual aumenta la probabilidad de que estos
datos reflejen la situacion real de la poblacién
infectada y evita el sesgo de selecciéon que puede
presentarse en los centros de tercer y cuarto nivel,
donde histéricamente se ha concentrado un mayor
namero de pacientes.
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Cincuenta y uno por ciento de los pacientes
presentaban cirrosis en el momento de su inclusién
en el estudio, datos que concuerdan con los resul-
tados de un estudio en el que se describieron las
caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de una
poblacién de 162 infectados por HCV en Bogota
y en el cual 40 % de los pacientes con hepatitis C
cronica tenia cirrosis hepética establecida, 20 % de
ellos asociados a carcinoma hepatocelular (14).

En este estudio también se determinaron el
estadio de la enfermedad y la edad avanzada
como las principales causas de inelegibilidad para
el tratamiento y, aproximadamente, 45 % de los
participantes no habia recibido antivirales por
estos dos motivos.

Por otra parte, 34 % de los pacientes presentaba
algunos signos de sindrome metabodlico y el 14 %
era diabético u obeso, factores que se asocian
con la progresion de la fibrosis y el fracaso del
tratamiento antiviral.

Al parecer, la edad avanzada y la presencia de
algunas enfermedades concomitantes pueden
tener profundas implicaciones en la evolucion de
la infeccion, por lo cual deben considerarse en la
planeacion del tratamiento integral de la enfer-
medad. La implementacién de programas que
promuevan la atencién integral de los problemas
de salud de estos pacientes ha resultado en un
incremento en la elegibilidad para el tratamiento y
en su cumplimiento en Estados Unidos y en algunos
paises europeos (21,22).

El genotipo més frecuentemente identificado en
Colombia es el 1b (15), aunque en el presente
estudio este no pudo establecerse en 67 % de
los casos dada la gran proporcién de pacientes
inelegibles para el tratamiento debido a su edad
o al estadio de la enfermedad, lo cual también fue
una de las principales razones por las cuales no se
hizo la genotipificacion.

El caracter retrospectivo inherente a los estudios
de casos y controles pudo haber introducido un
sesgo de memoria, ya que se les solicitaba a
los participantes que relataran sus antecedentes
médicos desde la infancia hasta el presente, lo
cual explica que algunas variables relevantes se
hayan pasado por alto durante la entrevista. Para
estimular la recordacion de los eventos médicos
importantes e incrementar la confiabilidad de la
informacioén, el cuestionario de la entrevista se
dividié en dos partes: una para la infancia (antes
de los 16 afos) y otra para la vida adulta (a partir
de los 16 afios).
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Los antecedentes de transfusion sanguinea y la
hospitalizacién antes de 1994 se establecieron
como los dos Unicos predictores de infeccién
por HBV. Esta informacién puede ser (til en la
planificacion de estrategias de tamizacion para la
deteccién de nuevos infectados. Ahora bien, es
necesario comprobar la reproducibilidad de los
resultados y hacer estudios de costo-efectividad
antes de recomendar su uso generalizado.
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Mortalidad por homicidios en Colombia, 1998-2012

Pablo Chaparro-Narvaez, Karol Cotes-Cantillo, Willian Ledn-Quevedo, Carlos Castafieda-Orjuela
Observatorio Nacional de Salud, Instituto Nacional de Salud, Bogot&, D.C., Colombia

Introduccion. El homicidio es un indicador universal de violencia social con grandes consecuencias
en salud publica.

Objetivo. Describir la mortalidad por homicidios, y analizar su tendencia y su distribucion geografica
en Colombia entre 1998 y 2012.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo basado en la informacion de las bases de
datos sobre mortalidad y las proyecciones de poblacion del Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica, DANE. Se calcularon las tasas de mortalidad especifica y ajustada por edad y sexo. Se
analizé la distribucion geografica del promedio de tasas ajustadas a nivel municipal.

Resultados. En Colombia se registraron 331.470 homicidios entre 1998 y 2012. La tasa cruda
promedio fue de 51,5 por 100.000 habitantes: 95,9 en hombres y 8,2 en mujeres. A partir del 2003 se
observé una disminuciéon en el nimero de muertes y tasas de mortalidad. El 91,9 % de las victimas
fueron hombres. Las tasas de mortalidad mas altas se observaron en el grupo de 20 a 29 afos. El
mecanismo mas frecuentemente involucrado fue el arma de fuego: en ocho de cada diez homicidios
en hombres y en siete de cada diez en mujeres. De los 1.122 municipios, 186 estaban en el quintil mas
alto y acumularon el 50,1 % de las defunciones.

Conclusion. En Colombia los homicidios han sido una de las principales causas de muerte, con
una distribucion geogréfica heterogénea y una tendencia hacia la reduccion después de 2002. El
andlisis y la comprension de este problema de salud publica exigen el uso de metodologias analiticas
multidisciplinarias.

Palabras clave: homicidio; registros de mortalidad; estadisticas vitales; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.2811

Mortality by homicides in Colombia, 1998-2012

Introduction: Homicide is a universal indicator of social violence with large public health consequences.
Objectives: To describe mortality by homicides and to analyze its trends and geographic distribution in
Colombia between 1998 and 2012.

Materials and methods: We conducted a descriptive study of deaths by homicide in Colombia
between 1998 and 2012 using official mortality databases and the population projections of the
Departamento Administrativo Nacional de Estadistica, DANE. We calculated age- and sex-specific
mortality rates, and we analyzed the geographical distribution of mean-adjusted homicide mortality
rates at municipal level.

Results: Between 1998 and 2012, 331,470 homicides were reported in Colombia. The mean crude
rate was 51.5 per 100,000 inhabitants: 95.9 in men and 8.2 in women. Since 2003, a decrease in the
number of deaths and rates was observed; 91.9% of the victims were men and the highest mortality
rates were reported in the 20-29 years old group. The most frequently involved mechanism was the
firearm: Eight of 10 homicides in men, and seven of 10 homicides in women. Out of 1,122 municipalities,
186 were in the highest quintile, accumulating 50.1% of all deaths.

Conclusions: In Colombia, homicides have been one of the leading causes of death with a trend
towards reduction since 2002. Its geographical distribution has been heterogeneous. To continue
addressing this public health issue we must recur to multidisciplinary analytical methodologies for a
better understanding of the phenomenon.

Key words: Homicide; mortality/registries; vital statistics; Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.2811

El homicidio se ha considerado la mas grave de refleja condiciones de desigualdad, impunidad y
las distintas formas de manifestacion de la violen-  corrupcion, o la presencia del crimen organizado,
cia (1) y tiene un profundo impacto social, pues ademas de aquellas propias del espacio privado y

Contribucién de los autores:
Todos los autores participaron en el disefio del estudio, el analisis estadistico, la discusion de resultados y la redaccién del manuscrito.
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de las relaciones interpersonales (2,3). El homicidio
es un importante problema de salud publica en
Colombiay es un indicador universal de la violencia
social. En el ambito de la salud se le define como
“la muerte por agresion con independencia de
su calificacion juridica” y se ha constituido en el
principal responsable de la alta tasa de mortalidad
de la poblacién a nivel mundial (4,5).

En el 2012, se reportaron en el mundo 437.000
homicidios, 36 % de ellos en las Américas, 31 %
en Africa, 28 % en Asia, 5 % en Europa y 0,3 %
en Oceania. La tasa promedio de homicidios en el
mundo fue de 6,2 por 100.000 habitantes. Africa
del Sur y América Central, con mas de 24 victimas
por 100.000 habitantes, fueron las subregiones
gue reportaron las tasas més altas a nivel mundial,
seguidas por América del Sur, Africa Central y el
Caribe (entre 16 y 23 homicidios por 100.000
habitantes), en tanto que Asia Oriental, Europa
Meridional y Europa Occidental tuvieron tasas hasta
cinco veces por debajo de la tasa mundial (6).

Las tasas de homicidios en Latinoamérica difieren
entre los paises. Argentina, Chile, Costa Rica y
Uruguay han tenido las tasas mas bajas, mientras
gue las mas altas se han reportado en Brasil, México,
Colombia, El Salvador, Honduras y Venezuela (7).
En la década de 1980, Colombia presentaba las
tasas mas altas de homicidio entre los paises de
América, hasta la primera década del presente
siglo cuando fue superado por Guatemala y El
Salvador (1,8-10). Los homicidios llegaron a
ser la primera causa de muerte en el pais, por
encima de las enfermedades cardiovasculares
y pulmonares.

En el pais existe un notable acervo de trabajos
cientificos sobre la violencia abordada en sus
diferentes aspectos y desde diversas disciplinas.
En algunos de dichos estudios se han analizado
los factores asociados (3), la distribucion por sexo
y edad (11-13), las tendencias (14) y las relaciones
con las variables econdmicas (15), pero son pocas
las investigaciones sobre el homicidio desde un
punto de vista socio-geografico.

Correspondencia:

Pablo Chaparro-Narvaez, Observatorio Nacional de Salud,
Instituto Nacional de Salud, Avenida Calle 26 N° 51-20, Bloque
B, oficina 208, Bogota, D.C., Colombia.

Teléfono: (571) 220 7700, extension 1389
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Recibido: 29/05/15; aceptado: 26/04/16

Mortalidad por homicidios

El objetivo de este analisis fue describir la morta-
lidad por homicidios, y analizar su tendencia y
su distribucién geografica en Colombia entre 1998
y 2012,

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo de las muertes
por homicidio ocurridas en Colombia entre 1998
y 2012. Se asumi6é la definicion de homicidio
propuesta por los Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) de Atlanta, segun la cual es la
muerte resultante del uso de la fuerza fisica o el
poder, ya sea por amenaza o de hecho, contra otra
persona, grupo o comunidad, cuando las pruebas
indican que el uso de la fuerza fue intencional (16).
La fuente de informacidn fueron las bases de datos
sobre mortalidad del Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica (DANE), sus proyecciones
de poblacién y la divisién politica administrativa de
cada afio establecida por esta misma institucion.

Se analizaron las muertes codificadas como agre-
siones (codigos X85-X99, Y00-Y09) y secuelas de
agresiones (Y87.1), de acuerdo con las normas de
la décima revision de la Clasificacion Internacional
de Enfermedades. Las variables consideradas en
el andlisis fueron las siguientes: afio de registro de
las defunciones, poblacién total por afio, nimero
de muertes anuales, sexo, edad, area y sitio de
defunciones, departamento y municipio del hecho,
mecanismo de la lesion y codigo de la causa basica
de defuncion.

Elmecanismo de la lesion se ajusto ala clasificacion
propuesta por los CDC (16), asi:

« arma de fuego: método que emplea una carga
de pélvora para disparar un proyectil;

« objeto cortante: cuchillo, navaja, machete o un
instrumento puntiagudo (por ejemplo, cincel o
vidrios rotos);

» objeto contundente: palo, piedra, ladrillo, etc.;

« envenenamiento por drogas, medicamentos, sus-
tancias bioldgicas, plaguicidas, gases y vapores,
otros productos quimicos y sustancias nocivas;

- ahorcamiento, estrangulamiento y sofocacién
cuando la victima ha sido colgada por el cuello,
estrangulada manualmente, o se le coloc6 una
bolsa de plastico en la cabeza;

« agresiones con fuerza corporal, como el uso de
manos, pufios o pies;

« agresiones por empujar desde un lugar elevado
o delante de un objeto en movimiento;
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» agresiones por ahogamiento y sumersion, como
la inhalacion de liquido en la bafiera, un lago, u
otra fuente de agua o liquido;

» agresiones con material explosivo, humo, fuego,
llamas o vapores, como la inhalacién de humo o
los efectos directos de las quemaduras de fuego
0 quimicos;

« agresiones por colision de vehiculos como auto-
motores, autobuses, motocicletas, tren o avion;

» negligencia intencional: hambre, falta de una
supervision adecuada, negacion de la atencién
de salud;

« agresiones con otros medios, es decir, cualquier
método distinto de los anteriores, y

» agresiones por medios no especificados, es
decir, un método que no se informa o no es
conocido.

Esta clasificacion de mecanismos se reagrupo
teniendo en cuenta la lista de causas del estudio
sobre la “Carga Global de la Enfermedad (CGE)
2010" (17), el cual clasifica los tipos de muerte por
violencia interpersonal en tres grupos: agresion
con arma de fuego, agresiébn con arma corto-
punzante y agresion con otros medios.

Las muertes debidas a homicidios se analizaron en
términos de frecuencias absolutas y relativas. Se
calcularon las tasas de mortalidad especifica por
grupos de edad y sexo, y se expresaron en muertes
por 100.000 personas al afio. Se consideraron
grupos de edad por quinquenios y se calcularon
tasas de mortalidad ajustadas por edad y sexo
con el método directo, tomando como poblacién
de referencia la poblacién de Colombia en el 2005
(afio censal).

Para representar graficamente las tasas ajustadas
de la mortalidad promedio del periodo, se utilizd
una representacién cartografica en coropletas, con
intervalos de quintiles, en la cual el quintil mas
alto representaba los municipios que registraron
las tasas de mortalidad por homicidios mas altas.
Para este procedimiento, se utilizé la proyeccion
cartografica cilindrica de Mercator y el sistema
Datum MAGNA-SIRGAS con origen Bogota.

Para el procesamiento de la informacion obtenida,
se emplearon hojas de céalculo de Microsoft Excel
2010. La informacion se analiz6 con los programas
estadisticos Stata 12 y R, y las tasas de mortalidad
se representaron espacialmente utilizando el pro-
grama ArcGis 9.3.
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Resultados

En Colombia, ocurrieron 331.470 homicidios entre
1998y 2012, con un promedio de 22.098 homicidios
por afio. En relacion con las muertes por todas las
causas, los homicidios correspondieron al 11,5 %
en promedio. La tasa cruda promedio para el
periodo fue de 51,5 por 100.000 habitantes: 95,9 en
hombres y 8,2 en mujeres. En el 2002 se registré
el mayor nUmero de muertes por esta causa, con
un total de 31.807 defunciones, para una tasa de
77,0 muertes por 100.000 habitantes. Entre el
2003 y el 2008 se observé una disminucion en el
namero de muertes. Sin embargo, en el 2009 se
notdé un aumento de 16,3 % (2.755 muertes mas)
con respecto al afio anterior. A partir de 2010 volvié
a registrarse un descenso (figura 1). Los mas altos
cambios porcentuales en las tasas de mortalidad
se registraron entre 2002 y 2003, cuando estas
disminuyeron en 20,5 %, y entre 2008 y 2009,
cuando aumentaron en 15,0 %.

La mayoria de las victimas en el periodo era del
sexo masculino (91,9 %). La razon de hombre
a mujer fue de, al menos, 10 a 1. Las tasas de
mortalidad fueron mas altas en hombres que en
mujeres, y en los grupos de edad de 20 a 24 y de
25 a 30 afios. El mecanismo mas frecuentemente
involucrado fue el arma de fuego (cuadro 1).

En la figura 2 se presentan las tasas de mortalidad
especificas para homicidios por sexo para el
periodo de 1998 a 2012. Las tasas mas altas

E Muertes
— Tasa de mortalidad
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Figura 1. NUmero de muertes y tasas de mortalidad ajustada
por homicidios, Colombia, 1998-2012
Fuente: célculos a partir de Estadisticas vitales, DANE
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se observaron en el grupo de hombres de 20 a
29 afos de edad. La tasa promedio mas alta se
registré entre hombres de 25 a 29 afios (172,3
homicidios por 100.000).

La mayor tasa de mortalidad por homicidio en
hombres, entre 1998 y 2004, se registrd en el
grupo de 20 a 24 afios (267,6 y 222,2 por 100.000,
respectivamente) y, entre el 2004 y el 2012, en el
grupo de 25 a 29 afos (219,7 y 133,5 por 100.000,
respectivamente) (figura 3). Encuantoalas mujeres,
en general, las tasas mas altas las compartieron
los grupos de 20 a 24 y de 25 a 29 afos de edad,
aunque en el 2002 se not6 un incremento en las
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Figura 2. Tasas promedio anuales especificas de homicidios
por sexo, Colombia, 1998-2012
Fuente: célculos a partir de Estadisticas vitales, DANE

Mortalidad por homicidios

tasas del grupo de 15 a 19 afios, el cual igualo las
del grupo de 20 a 24 afios (figura 4).

Una alta proporciéon de homicidios (81,9 %) se
perpetré con armas de fuego. Entre los hombres,
estas se utilizaron en ocho de cada diez homicidios,
en tanto que, entre las mujeres, estas se emplearon
en siete de cada diez homicidios. Por otra parte,
las armas corto-punzantes (17,1 %) y otro tipo
de armas se usaron con mayor frecuencia en los
homicidios de mujeres (2,2 %) (figura 5).

En la figura 6 se presenta la distribucion del
promedio de las tasas de mortalidad por homicidios
ajustadas de acuerdo con sus quintiles. De los
1.122 municipios, 186 se ubicaron en el quintil
mas alto (Q5) y acumularon el 50,1 % de todas las
defunciones. Cincuenta y seis de estos municipios
pertenecian al departamento de Antioquia, con
tasas ajustadas que variaron entre 82,1 y 290,7
muertes por 100.000 habitantes. Los municipios
antioquefilos de San Carlos, San Luis, San
Francisco, Granada y Cocorna, situados al oriente
del departamento, figuraron entre los doce con
las tasas més altas de homicidios. Otros treinta
municipios del quintil mas alto (Q5) pertenecian al
Valle del Cauca.

Los 187 municipios ubicados en el segundo quintil
mas alto (Q4) acumularon el 20,5 % de todos los
homicidios. Cincuenta y dos de estos estaban loca-
lizados en Antioquia, con tasas que variaron entre
26,8 y 80,1 homicidios por 100.000 habitantes.
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1998 {1999 | 2000|2001 |2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 |2009 |2010 [2011 | 2012
15-19 | 157 | 169 | 177 | 179 | 174 | 123 | 98 | 81 | 78 | 69 | 66 | 86 | 86 | 84 | 80
e 20-24 | 268 | 278 | 304 | 324 | 343 | 268 | 222 | 180 | 162 | 152 | 143 | 164 | 155 | 137 | 129
e 25-29 | 252 | 266 | 306 | 298 | 324 | 251 | 220 | 189 | 182 | 182 | 165 | 203 | 177 | 148 | 134
30-34 | 208 | 216 | 238 | 253 | 263 | 213 | 193 | 166 | 160 | 154 | 147 | 163 | 150 | 135 | 124
—35-39 | 179 | 188 | 215 | 222 | 231 | 184 | 161 | 133 | 130 | 130 | 123 | 137 | 119 | 113 | 98
40-44 | 156 | 170 | 174 | 186 | 183 | 147 | 134 | 104 | 96 | 100 | 94 |104 | 96 | 88 | 83
45-49 | 133 | 144 | 162 | 152 | 156 | 127 | 112 | 87 | 89 | 78 | 74 | 81 | 74 | 68 | 62

Figura 3. Tasas de homicidios en hombres segun los grupos de edad mas afectados, Colombia, 1998-2012
Fuente: célculos a partir de Estadisticas vitales, DANE
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1998|1999 | 2000|2001 | 2002 | 2003| 2004|2005 | 2006 | 2007 | 2008|2009 | 2010 | 2011 | 2012
e 15-19| 15 | 14 | 16 | 18 | 22 | 14| 12| 12| 9 | 8 | 8 | 10| 9 | 9| 7
e 20-24 | 14 | 17 | 18 | 21 | 22| 18 | 15| 15| 12| 13| 12| 13| 12| 10 | 10
2529 16 | 16 | 17| 19| 20| 19 | 15| 14 | 13| 12 | 12| 13| 13| 13| 11
3034| 13 | 13| 14| 17 | 17| 15| 14| 12| 9 | 0] 10| 12| 10| 10| 9
3539 14 | 15 | 15| 17 | 17| 15| 11| 12| 10| 9 | 9 |10 | 11| 9 | 8
4044| 11 | 12 | 13| 17| 15| 14| 12| 9| 9| 8| 8| 9| 9| 7] 6
4549 | 11 | 12 | 13| 13| 15| 13| 12| 7| 6| 6| 6| 8| 6] 6] 6

Figura 4. Tasas de homicidios en mujeres segun los grupos de edad més afectados, Colombia, 1998-2012

Fuente: célculos a partir de Estadisticas vitales, DANE

Nota: la escala empleada para presentar las tasas de homicidios en hombres segun los grupos de edad més afectados vari6 entre
0y 343 muertes por 100.000, mientras que la correspondiente a las mujeres fluctué entre 0 y 22 muertes por 100.000.

Segun el numero de muertes, Medellin (Antioquia)
fue el municipio que méas muertes concentro,
seguida por Cali (Valle del Cauca), ambos ubica-
dos en el quintil mas alto (Q5) por sus tasas de
mortalidad. Bogotd, que ocupo la tercera posicion
en cuanto a nimero de muertes, se ubico en el
quintil intermedio (Q3) al considerar su tasa de
mortalidad. En 370 municipios no se registraron
muertes durante el periodo.

La mortalidad por homicidio en los municipios tuvo
un comportamiento heterogéneo. Mientras que
entre 1998 y 2002-2004, el nUmero de muertes en
Medellin, Cali y Clcuta se incrementaba, en Bogota
y Pereira se reducia de forma paulatina. A partir
del 2002 a 2004, Medellin, Cali y Clcuta mostraron
una disminucion en el nimero de fallecimientos,
aunque de forma irregular.

Discusion

En Colombia, la tasa cruda promedio para el periodo
de 1998 a 2012 fue de 51,5 por 100.000 habitantes:
95,9 en hombres y 8,2 en mujeres. La razén de
hombre a mujer fue de 10 a 1, como minimo. Una
alta proporcién de los homicidios se perpetré con
armas de fuego. Las tasas de mortalidad fueron

mas altas en hombres, y en los grupos de edad de
20 a 24 y de 25 a 30 afios.
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Algunos autores han atribuido la tendencia al
aumento de la mortalidad por homicidios en
Colombia entre 1998 y 2002 al incremento en
el numero de acciones propias del conflicto
armado (18), en tanto que la marcada tendencia
al descenso en la mortalidad por homicidios entre
2002 y 2012 se ha tratado de explicar de diferentes
maneras. Se han mencionado, entre otras razones:
el establecimiento del Plan Colombia (programa
socioeconomico orientado a la lucha antidrogas
que se despleg6 para erradicar cultivos y cimentar
una paz negociada con las guerrillas); la imple-
mentacioén de la politica de seguridad democratica
(19); la adopcién de politicas y programas que
restringieron el consumo de bebidas alcohdlicas
y el uso y porte de armas en ciudades como
Medellin, Bogota y Cali (20,21), y el proceso
de la desmovilizacion de los paramilitares. Sin
embargo, se ha sefialado que, después del
2002, a estos elementos de disminucion de la
violencia homicida, se podrian haber sumado
nuevos actores, factores y transformaciones,
aunque la implementacion del Plan Colombia, de
la politica de seguridad democratica y el proceso
de desmovilizacion de los paramilitares efecti-
vamente se reflejaron en la reduccion de los
homicidios (22).
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Figura 5. Mecanismo de la muerte por homicidio segiin sexo, Colombia, 1998-2012

Como lo han sefialado otros estudios centrados
en periodos diferentes al del presente estudio, los
mas afectados por los homicidios a nivel nacional
y local han sido los hombres de 20 a 29 afios de
edad (23,24); por ejemplo, en Medellin, los mas
afectados fueron los hombres jovenes con bajo
nivel educativo y habitantes en barrios de estrato
socioecondémico bajo con insuficiente intervencion
social (3).

Las armas de fuego han sido el principal meca-
nismo para perpetrar los homicidios, lo cual también
coincide con lo hallado en otros estudios (3,24,25).
Para reducir los niveles de violencia debidos
al uso de armas de fuego en el pais, se han
empleado distintas estrategias de control de su
tenencia, entre las que figuran la restriccion de los

permisos de porte y la entrega voluntaria de armas.
Estas intervenciones se han visto respaldadas
con normas como el Decreto 514 de 2007 (26),
la Ley 1119 de 2006 (27) y el Decreto 2535 de
1993 (28,29). Por otra parte, el pais también ha
participado en esfuerzos internacionales para con-
trolar la disponibilidad y el tréfico ilicito de armas
(30), pero no se ha evaluado el impacto real de
estas medidas.

La distribucion geografica de la tasa de mortalidad
debida a homicidios en el periodo estudiado fue
desigual, lo cual podria explicarse por la existencia de
distintos contextos politicos, econémicos, culturales
y legales (31). Dicha distribucién geogréfica indi-
caria una concentracion en determinadas regiones
del pais, y su andlisis ayudaria a determinar el
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Figura 6. Tasas promedio de mortalidad por homicidio, ajustadas
por edad y sexo, Colombia 1998-2012

origen y la dinamica de la violencia en el pais y a
enfatizar el hecho de que esta no se da de forma
aleatoria y no es generalizada, sino que estaria
asociada con la actuacion de grupos organizados
(32-34).

La descripcion de la evolucion del fenomeno de
la violencia homicida en el pais permite plantear
hipotesis de posibles factores de riesgo y factores
socialesdeterminantes, pero, resaltaprincipalmente
la relevancia del fenémeno como principal causa
de muerte en el pais y su preponderancia en la
poblacion mas productiva, lo cual tiene graves
consecuencias en salud publica y acarrea costos
de atencion en los servicios de salud, asi como
pérdida de productividad. La constatacion de que
el fenémeno responde a un patrén que no es alea-
torio debe animar a los responsables de la toma
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de decisiones a explorar medidas de intervencion
diferenciadas que influyan positivamente en la
salud de la poblacién colombiana.

La mayoria de las limitaciones de este andlisis se
relaciona con el uso de una fuente de informacién
secundaria. Primero, las estadisticas vitales tienen
problemas de cobertura por el eventual registro
incompleto de los homicidios en el pais, asi
como problemas por la mala clasificacion de las
muertes certificadas (19,35). Por otra parte, la
comparacion con otras fuentes de informacién,
como el Instituto Nacional de Medicina Legal
y Ciencias Forenses y la Policia Nacional de
Colombia, podria evidenciar vacios debido al
registro de muertes que no fueron incluidas en
las bases de datos del DANE. En segundo lugar
estan las limitaciones derivadas del contenido de
la informacion que, en este caso, se relacionarian
con las variables del estudio (sexo, edad, area y
sitio de defunciones, departamento y municipio
donde ocurrié el hecho, mecanismo de la lesion
y cbdigo de causa bésica). Sin embargo, debe
reconocerse el esfuerzo del DANE para garantizar
la calidad de la informacion.

A pesar de dichas limitaciones, los resultados
presentados reflejan un panorama actualizado
del homicidio en Colombia y dejan ver que ha
sido una de las principales causas de muerte,
aunque con una tendencia hacia la reduccion a
partir del 2002. La poblacién més afectada ha
sido la de los hombres entre los 20 y 29 afios
de edad, y el arma de fuego ha sido el principal
medio utilizado para perpetrarlos, en tanto que
su distribucién geografica ha sido heterogénea.
Si se desea continuar enfrentando este problema
de salud publica exitosamente, deben emplearse
metodologias analiticas multidisciplinarias para
entender el fenédmeno en toda su complejidad, vy,
en consecuencia, involucrar a los distintos sec-
tores, con el fin de evaluar, modificar y fortalecer
las estrategias que se han venido empleando, y
proponer otras nuevas en aras de seguir reduciendo
la mortalidad debida a homicidios.
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Monitoring the Paraguayan epidemiological dengue surveillance
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Introduction: Dengue is the most widespread arbovirus worldwide. In Paraguay, it reappeared in 1988-
1989, with one of the largest epidemic outbreaks occurring in 2011.

Objective: To evaluate the performance of the dengue epidemiological surveillance system in Paraguay
between 2009 and 2011.

Materials and methods: We conducted an ecological study with secondary epidemiological surveillance
data. We analyzed notified cases of the disease based on the distribution expected by Benford’s law.
To this end, we used the first and second digits from the global records stratified by region, season,
population density, indicators of housing conditions and heads of cattle.

Results: The epidemiological surveillance system performed better during non-epidemic periods and
in the states with better housing conditions and fewer heads of cattle.

Conclusion: Given that a difference in the performance existed, we recommended that the system
remains operating at the same high alert level even during periods when fewer cases are expected.
The technology used by the method proposed to monitor the notification of cases is easy to transfer to
operational staff.

Key words: Vector control; disease notification; epidemiological surveillance; dengue; statistical
distributions; Paraguay.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.2731

Evaluacion del sistema de vigilancia epidemioldgica del dengue en Paraguay entre 2009 y 2011
mediante la ley de Benford

Introduccion. El dengue es la principal arbovirosis en el mundo. En Paraguay reaparecié en 1988-
1989, y en el 2011 se produjo uno de los mayores brotes epidémicos.

Objetivo. Evaluar el desempefio del sistema de vigilancia epidemioldgica del dengue en Paraguay
entre 2009 y 2011.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio ecoldgico basado en datos secundarios de la vigilancia
epidemiolégica. Con base en la distribucién esperada segin la ley de Benford, se analizaron los casos
notificados de la enfermedad; para tal fin, se usaron los primeros y segundos digitos de los registros
globalesy estratificados por regiones, estaciones, densidad poblacional, indicadores de las condiciones
de la vivienda y nimero de cabezas de ganado bovino.

Resultados. El sistema de vigilancia epidemiolégica se desempefié mejor durante los periodos no
epidémicos, y en los departamentos donde existen mejores condiciones de vivienda y pocas cabezas
de ganado bovino.
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Conclusidén. Dadas las diferencias de desempefio, se recomendd que el sistema mantenga la
alerta incluso cuando no se espere un mayor nimero de casos. El método propuesto para evaluar la
notificacion de casos es facil de transferir al personal operativo.

Palabras clave: control de vectores; notificacion de enfermedad; vigilancia epidemiolégica; dengue;

distribuciones estadisticas; Paraguay.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.2731

Dengue is the most widespread arbovirus world-
wide, and it is endemic in over 100 countries (1).
Dengue virus includes four antigenically related
serotypes, DENV1-4. It was reintroduced in the
Americas in the late 1980's and early 1990’s,
causing outbreaks in Bolivia, Brazil, Ecuador, Peru
and Paraguay (2).

Given that the surveillance system has been
considered as one of the problems involved in
controlling the disease (3), optimizing its efficiency
would make it possible to implement control
measures in a timely manner.

In Paraguay, outbreaks of DENV-1 reappeared
from 1988-1989 (4), causing an epidemic mainly
in the states of Asuncién, Central, Alto Parana and
Amambay (5). DENV-3 was detected in 2002 and
a significant outbreak occurred in 2007, thereby
continuing the circulation of DENV-1, DENV-2
and DENV-3 (6). Also during 2007, hemorrhagic
dengue appeared for the first time in the country
(7). One of the last and largest epidemics occurred
in 2011 (8).

Knowledge about the environment is important since
dengue is a vector disease in which the disease-
transmitting mosquito travels short distances.
Consideration for socioeconomic variables is also
important to improve surveillance systems because
in each local scenario they influence the distribution
of the disease (1,9).

Regarding the epidemics of this infectious disease,
epidemiological efforts aim at preventing new infec-
tions while clinical professionals engage in treating
diagnosed cases. Once an epidemic is controlled,
the performance of surveillance systems can be
evaluated using general (10) or specific guidelines
for the early detection of outbreaks (11) in order to
detect possible deficiencies that should be addressed
when planning for similar future contingencies.
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In a globalized world, health surveillance systems
functions may change, and this should be reflected
in the guidelines and in collection and evaluation
methods (12,13).

The attributes of a good surveillance system are
simplicity, flexibility, data quality, acceptability,
sensitivity, positive predictive value, representa-
tiveness, timeliness, and stability (10,14). Bias
and noise in data from surveillance systems can
occur due to a number of problems, which are
endogenous to the system itself, as explained by
Thomas, et al. (15).

Usually, epidemiological surveillance systems are
evaluated after epidemics occur, as there is lack
of rapid evaluation methods to identify whether
cases fall within expectations during the event.
Fortunately, a method based on Benford’s law or
Newcomb-Benford law was already proposed and
successfully tested during the influenza A (H1N1)
pandemic (16). In our case, we used the method
to evaluate two characteristics of surveillance
systems: data quality and system sensitivity, in
order to support the Paraguayan authorities in
improving their epidemiological surveillance system
for dengue between 2009 and 2011 by checking
how well the data fit with an objective evaluation
tool such as Benford’s law.

Materials and methods
Background

Paraguay has over 6 million inhabitants; it has
17 states besides the capital, where political and
economic powers are concentrated (figure 1). The
Paraguay River divides the country geographically;
the eastern region is more densely populated than
the western region, which borders Bolivia and
Argentina. Although it has no coasts, the Paraguay
and Parana rivers provide the country with a route
to the Atlantic Ocean, which serves to export a
variety of products, mainly soy and beef (figure 1).

The dengue surveillance system in Paraguay is
part of the Estrategia de Gestion Integrada, EGI,
and is organized so that any suspected febrile
syndrome (17) generates a notification with a
unique febrile case detection number (http://www.
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Figure 1. Paraguayan states and population

mspbs.gov.py/dengue/). When these cases occur,
the Unidad Epidemiolégica Regional, UER of the
corresponding sanitary district (a total of 18, one in
each state and in the capital) must be notified. The
UER then reports to the national level.

Surveillance system monitoring

Source of data

The study used official data related to suspect
dengue cases for the period 2009-2011, obtained
from the Ministerio de Salud Publica y Bienestar
Social web site (http://www.mspbs.gov.py/). The
analysis included information from weeks 1 to 29
for the year 2009, weeks 1 to 10 and 12 to 29 for
2010 and weeks 5 to 52 for 2011. The weeks that
were not included corresponded to periods during
which there were no reports. A suspected case
was defined as a case of non-specific acute febrile
syndrome notified from an area with endemic
circulation of dengue virus (2,18) (figure 2).

National socioeconomic data were obtained from
the 2002 census conducted by the Direccion
General de Estadistica, Encuestas y Censos
(http://www.dgeec.gov.py/), in order to evaluate
whether the performance was uniform at different
times and country regions. We took into account
earlier findings reported in the literature indicating
that certain social and geographic conditions were
associated with the presence of the disease (18-
20). The data included population, percentage of
households with dirt floors and other better types,
percentage of households that burn or bury garbage
and percentage of households without electricity.
We also collected data on the number of heads of
cattle registered with the Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (http://www.mag.gov.py/) since land use
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Figure 2. Weekly occurrence of dengue in Paraguay (2009-2011)
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practices such as intensive livestock farming could
be associated with the occurrence of arbovirus
infections outbreaks (21).

Evaluation using Benford’s law

Benford’'s law states that for a determined set of
numbers, those whose first digit is 1 will appear
more frequently than those beginning with other
digits. This principle has been verified as a
normal distribution pattern in nature, and there is
a satisfactory mathematical explanation for it (22)
indicating that it applies to dimensionless quantities
and, therefore, that numerical values do not depend
on measurement units. This distribution is common
in the analysis of a health event, i.e., data can be
counted and analyzed according to individual units
(such as cases of an illness) or based on average
values for thousands or hundreds of thousands of
persons (such as rates). Although algebraically the
process is not complex, we do not develop it herein.
Nevertheless, the information that we consulted
enabled us to conclude that the “distribution of
distributions” of a sampling of natural count data
does fit with Benford’s Law.

Formally, this can be expressed as P(d,)=log
[1+(1=d)], d=1, 2, ..., 9, where for a series of
numbers, P(d,) is the probability that a digit will
be the first number (22). Numerous researchers
have applied the law to different kinds of data
(22,23) since Benford’s original paper (24) was
first published. For instance, population numbers,
death rates, lengths of rivers and non-fraudulant
financial and electoral data have been found to
fit the distribution (22,23). The scientific literature
provides some explanations for Benford's law
(25,26), for instance, the good fit of the Newcomb-
Benford law to empirical data responds to the
fact that the frequency with which objects occur
in ‘nature’ is inverse to their size. Very small
objects occur much more frequently than small
ones, which in turn occur more frequently than
large ones, and so on. This can be applied to
epidemiological surveillance systems, in which
few cases are reported more frequently than
many cases and epidemic curves are distributed
across multiple orders of magnitude (ones, tens,
hundreds, etc.) (27).

Using a similar logic, when measured values are
known, the second digit can be evaluated to assess
subtler differences resulting from a posteriori chan-
ges, and small changes alone may be sufficient to
achieve a target distribution. The second digit is
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useful mainly when data have many zeros, thereby
enabling more observations to be included in the
analysis (16). In this case, the expected occurrence
of each digit results from the following equation:

P(d,)=3° log,, (1 + (10k + d,)?), d,= 0,1, 2,..., 9,

where P(d,) is the probability of a digit being the
second number (23,28).

For the present evaluation, we performed an overall
analysis using weekly data reported by the 18 UERS
in Paraguay. We analyzed the data from each year
and stratified them in six regions: North (Amambay,
Concepcion, and San Pedro); West-Central (Central,
Cordillera, and Paraguari); East-Central (Alto
Parana, Caaguazu, Caazapa, Canindeyud, and
Guaira); South (Itapua, Misiones, and Neembucu);
Chaco (Alto Paraguay, Boquerdn, and Presidente
Hayes), and the Metropolitan Region (Asuncion),
as well as in the four seasons and the quartiles for
the other variables previously mentioned.

Statistical analysis

We used %2 and log-likelihood ratio tests to assess
the fit of the reported number of dengue cases
to Benford’s law. We also calculated correlations
between variables to explore the potential co-
variation and redundancy of information among
the variables analyzed. The analyses were
conducted with the Stata 11® statistical software
(Stata Corporation, USA) using the digdis module
developed by Ben Jann (ETH Zurich).

Results

Figure 2 shows dengue cases reported by epide-
miological week. Two notable results are the
periods during which there were no reports, and
reports with zero cases. An overall evaluation of the
surveillance system performance based on the first
digit (figure 3) showed that it did not fit Benford’s
law (%2 log-likelihood, p<0.001), since it appeared
many more times than was expected (37.4%
vs. 30.1%), and the digits 4 (7.5% vs. 9.7%), 6
(6.1% vs. 6.7%), and 8 (4.3% vs. 5.1%) appeared
less than expected (p>0.05, Pearson’s y2 test).
Nevertheless, when we evaluated the second digit
we observed that it fit the distribution expected for
these digits (figure 3).

Table 1 summarizes the stratified analysis, which
showed that the behavior of the first digit fitted
Benford’s law for 2009 in the west-central region
during summer and in those states with more
population, better housing conditions and fewer
heads of cattle. The behavior of the second digit
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also fitted Benford’s law, except for certain cate-
gories, such as autumn and spring seasons, the
third and fourth population quartiles, the first and
second quartiles of households with dirt floors, the
third quartile of burning garbage and the highest
quartile of heads of cattle. On the other hand,
population variables were negatively correlated
with variables reflecting poor housing conditions
(table 2), and these latter variables were strongly
correlated with each other.

Discussion

Itis important to note that the behavior of the first digit
did not fit Benford’s law, with the following excep-
tions: The west-central region, summer months,
the more densely populated states with fewer
households with dirt floors and fewer households
burning or burying garbage, households with better
access to electricity and places with fewer heads
of cattle. These data suggest that epidemiological
surveillance performed better in the states of Central,
Cordillera and Paraguari (west-central). However,
given the high number of zeros, it was necessary
to take into account the second digit, with which
we observed a better fit with Benford’s law. The
analysis with the second digit was also useful to
evaluate the problem of differences in the number
of cases due to significant reporting irregularities.

In general, the strong association among variables
related to housing conditions indicates precarious
services in the immediate surroundings, which may
also be related to a higher vector density in the
periphery of urban centers, where poor sanitation
is often more frequent and the microclimate con-
tributes to the increase in mosquito populations
(29-31).

It is worth noting that we observed a better fit during
summer months both with the first and second
digits. Using the second digit to analyze housing
and environment conditions at state level improved
the possibility of identifying those states with more
notification problems.

These findings suggest that dengue epidemiological
surveillance in Paraguay has generally performed
well, especially in more urbanized states with
less heads of cattle, during summer months and
during periods with a low occurrence of dengue,
which may be explained by the fact that dengue
outbreaks generally occur during hot months, when
the environmental conditions are ideal for vector
proliferation, i.e., high temperatures and moderate
to high relative humidity. Besides, Aedes aegypti
is an urban mosquito that makes use of available
infrastructure for its reproduction (32,33).

The analysis took into account the geographic
distribution and housing conditions in the localities,
and we obtained information pertaining to the
behavior of the disease and its distribution in the
region. It is a well-known fact that the quality of the
data provided by an epidemiological surveillance
system is crucial to make appropriate and timely
decisions (15). The case definition of dengue used by
a surveillance system should be carefully studied,
given the evidence found in Brazil that suggests
that under-reporting is directly related to the quality
of the data (15,34,35).

Some authors have not found any particular patterns
associated with unfavorable socioeconomic con-
ditions (9,33,36), while the work by Barcellos,
et al. (37) in Porto Alegre associated dengue
cases with favorable socioeconomic conditions.
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Table 1. Fit of the Paraguayan epidemiological dengue surveillance data with Benford’s law (first and second digits), according to
variables under study*

First digit Second digit
Variables Analyzable Pearson’s Log-likelihood Analyzable Pearson’s Log-likelihood
cases %2 ratio cases x2 ratio
p-value p-value p-value p-value
Year
2009 (endemic) 322 0.70 0.67 126 0.76 0.78
2010 (“pre-epidemic”) 362 <0.00 <0.00 181 0.86 0.86
2011 (epidemic) 534 <0.00 <0.00 284 0.50 0.51
Region
West-Central 253 0.51 0.46 141 <0.00 <0.00
East-Central 334 0.01 0.01 156 0.76 0.77
Chaco 121 0.07 0.03 36 0.59 0.48
Metropolitan 99 0.67 0 84 0.15 0.13
North 242 0.01 0.01 143 0.31 0.27
South 169 0.01 <0.00 31 0.81 0.75
Seasons
Summer 415 0.13 0.10 213 0.27 0.25
Fall 542 0.01 0.01 303 0.02 0.03
Winter 147 <0.00 <0.00 35 0.43 0.20
Spring 114 <0.00 <0.00 40 <0.00 <0.00
Population
1%t quartile 215 0 0 50 0.87 0.86
2 quartile 284 <0.00 <0.00 142 0.44 0.44
3 quartile 343 0.01 0.01 128 0.03 0.04
4" quartile 376 0.42 0.42 271 0.02 0.02
Houses with dirt floor (%)
1t quartile 476 0.69 0.66 339 0.06 0.06
2 quartile 254 <0.00 <0.00 73 0.05 0.05
3 quartile 303 <0.00 <0.00 135 0.11 0.15
4" quartile 185 <0.00 <0.00 44 0.43 0.39
Houses burning or burying trash (%)
1st quartile 440 0.19 0.16 336 0.17 0.18
2 quartile 255 0.05 0.03 86 0.59 0.57
3 quartile 325 0.02 0.02 123 0.03 0.06
4" quartile 198 <0.00 <0.00 46 0.90 0.89
Houses without electricity (%)
1st quartile 434 0.11 0.08 297 0.14 0.14
2" quartile 273 0.12 0.06 89 0.17 0.14
3 quartile 339 <0.00 <0.00 152 0.42 0.39
4t quartile 172 <0.00 0.00 53 0.53 0.48
Heads of cattle
1st quartile 434 0.11 0.08 297 0.14 0.14
2 quartile 216 <0.00 <0.00 33 0.71 0.63
3 quartile 323 <0.00 0.00 151 0.14 0.15
4" quartile 245 0.05 0.03 110 0.04 0.02

*First and second digit comparisons between observed data and expected ones; p-values under 0.05 indicate rejection of the Benford's law either by
means of the y2 or the likelihood tests.

Table 2. Spearman correlations between variables with state attributes

(€Y ) @) (4)

(1) Population 1

(2) Houses with dirt floor (%) -0.5893* 1

(3) Houses burning or burying trash (%) -0.1971* 0.771* 1

(4) Houses without electricity (%) -0.7812* 0.8122* 0.4014* 1

(5) Heads of cattle -0.5624* 0.6718* 0.2941* 0.8308*
* p<0.01
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The relationship of these variables to dengue may
be due to unclear socioeconomic segmentation
in the city and the location of sectors with better
conditions near those with poor conditions (38,39).
Significant population mobility may also explain
the mosquito’s unexpected spatial distribution
pattern (38).

Nevertheless, it is accepted that the proliferation
of the vector increases when conditions are
favorable to its reproduction (20,38,40), including
socioeconomic conditions (39).

The method developed by Buckeridge, et al. is the
only one known to us that also evaluates certain
characteristics of surveillance systems. This method
uses algorithms that require the processing of a
large number of data and analysis by statisticians
and experts (41), and, therefore, its widespread
application in contexts such as Latin America
would be difficult. On the other hand, the method
we propose has the advantage of requiring little
data while providing robust results.

However, as a mathematical law, the results should
be considered to reflect only what is expected, i.e.,
that cases that do not conform to the expected
behavior, indicate, in principle, “abnormality”, but
only with regard to the desired results under the
law. In other words, the law is applicable to the
occurrence of unexpected frequencies during an
epidemic, which is an indication of a system’s poor
performance or an uncommon situation with respect
to the epidemiological phenomenon analyzed.

In fact, as a mathematical model, Benford’s law only
constitutes an approach to explain an expected
model of the frequency of the number of cases
of a disease. However, the fact that the disease
being analyzed does not fit the law implies the
need for a deeper perspective, either because
the surveillance system is incorrectly reporting the
figures related to the epidemic or, given the nature
of the phenomenon, it is not plausible for it to fit
the law.

The lack of fit of the data to Benford’s law is also
apparent during the initial phase of an epidemic
when there are reporting problems, as well as in
other circumstances (16). Consequently, this type
of surveillance systems evaluation applies ideally
when notifications are increasing in order to make
the needed real-time corrections and fits.

A limitation of the present study is the use of
secondary data, which may reflect under-reporting
due to difficulties in accessing health services. In

Surveillance system monitoring

addition, asymptomatic cases are frequent and
affect the quality of the data whose spatial reach
at state level is also a limiting factor. If more
disaggregated data were available, problems could
be detected for smaller areas and the difficulties for
obtaining better quality data could be investigated.

Furthermore, the socioeconomic information came
from the last census (2002) because it provided
disaggregated data for the variables included in the
study. Nevertheless, a recent study (42) did not find
large changes in socioeconomic conditions since
the last census.

Another limitation is that results are not the same
for all types of data or under all circumstances
(26). Therefore, unlike our first study (16), the
present work focused on dengue and incorporated
variables that addressed the conditions present in
the region. In other studies, the authors used this
methodology to evaluate data of social interest, such
as responses to surveys, and found different fits in
terms of Benford’s law (43). They also considered
the lack of fit to the law as a red flag, and given
the “generalizability” (44) of the technique, they
recommended complementing it with additional a
posteriori analyses.

Therefore, the way the process is conducted (16)
in a given system should be considered to make
timely adjustments to plans and redirect resources.

The present study made it possible to identify
states where there was a fit with Benford’s law
and, therefore, we deemed it successful in terms
of contributing to prioritizing actions and improving
resources distribution (45). In addition, this is
the first epidemiological study to incorporate the
use of the second digit, and confirm its potential
usefulness when the surveillance system reports
a high number of zeros.

In conclusion, our findings may be useful to the
ongoing epidemiological surveillance of dengue,
as it was possible to identify when the system
performed best, i.e., when a possible increase
in incidences was expected, such as during
summer months. We suggested keeping the
system functioning at the same level during all
seasons (46).

Surveillance systems should continue to investi-
gate, innovate and incorporate new technologies
that enable rapid estimations and that have
demonstrated their ability to respond to disease
activity in a more timely manner (13,47).
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On the other hand, those who have searched
for accessible techniques that quickly provide
information in real-time (48), the so-called epidemic
intelligence, indicate that few tools have been
designed to enable using numbers in absolute terms
in the field of public health because the conditions
needed to develop them for traditional health sur-
veillance indicators do not always exist (49).

In this sense, research is necessary in order to
quickly improve quality and obtain alerts regarding
the performance of case notification. This is
important since surveillance data is crucial to
address issues related to control and prevention
activities, such as identifying at-risk groups and
monitoring the effectiveness of interventions (46).

To be effective, surveillance systems should
respond to the evaluation system and its various
established procedures (50). We consider the
comparison of the observed distribution of digits
with those expected by Benford’'s law to be a
technological development, which is relatively easy
to implement at the operational level, and detects
problems in the notification system, as already
mentioned. Thereafter, health authorities will need
to monitor more closely zones with performances
that differ from what was expected.

Finally, we were able to recommend a process
with well-defined steps, which combines internal
and external evaluations that would help in the
implementation of necessary measures.

Moreover, the method could contribute to the
prevention of neglected diseases by using cost-
effective public health interventions (51). Benford's
law allows for an objective evaluation of surveil-
lance systems data quality, which is one of the
characteristics included in the Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) guidelines (10) to
ensure better disease surveillance.
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Efecto de las alteraciones genéticas y epigenéticas de
la cadherina E y su expresion en la transcripcion en
la propension al cancer de mama
Andrés Felipe Aristizabal-Pachon?, Catarina Satie-Takahashi'?
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Introduccioén. La cadherina E (CDH1) cumple un papel importante en la transicion epitelio-mesénquima
y esta relacionada con la invasion y las metastasis en varios tipos de carcinomas. Sin embargo, el efecto
de las mutaciones y ‘epimutaciones’ germinales en la propensién al cancer de mama no es claro.
Objetivo. Evaluar el polimorfismo rs5030625, los cambios en el patrén de metilacion del promotor y la
expresion en la transcripcion del gen CDH1 en pacientes con cancer de mama.

Materiales y métodos. Se tomaron muestras de sangre periférica de 102 pacientes con cancer de
mama y 102 mujeres de control. La genotipificacion del polimorfismo rs5030625 se hizo mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y andlisis de polimorfismos de longitud del fragmento de
restriccion; laPCR y el andlisis de disociacion de alta resolucion sensible a metilacion se emplearon para
determinar el estado y el nivel de metilacion del promotor del CDH1; por ultimo, el nivel de expresion en
la transcripcién del CDH1 se evalu6 mediante PCR cuantitativa con transcripcion inversa.
Resultados. Los resultados no evidenciaron asociacion entre el polimorfismo rs5030625 y el cancer de
mama. Se encontraron perfiles aberrantes de metilacion del promotor del CDH1 en las pacientes con
cancer de mama relacionados con las primeras etapas de desarrollo del cancer. La disminucién de la
expresion del CDH1 se asocid con la presencia de metéstasis y el estado de metilacién del promotor.
Conclusion. Las alteraciones en el CDHL1 se asociaron con la invasion y las metastasis en el cancer
de mama. Se proporciond evidencia adicional sobre la relevancia del CDH1 en el desarrollo y la
progresion del cancer de mama.

Palabras clave: neoplasias de la mama/genética; cadherinas; reaccion en cadena de la polimerasa;
polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion; reaccion en cadena de la polimerasa de
transcriptasa inversa.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3135

Effect of genetics, epigenetics and variations in the transcriptional expression of cadherin—E in
breast cancer susceptibility

Introduction: Cadherin-E (CDH1) is an important regulator of epithelial-mesenchymal transition,
invasion and metastasis in many carcinomas. However, germinal epimutations and mutations effect in
breast cancer susceptibility is not clear.

Objective: To evaluate rs334558 polymorphism, promoter methylation status and CDH1 expression
profile in breast cancer patients.

Materials and methods: We collected peripheral blood samples from 102 breast cancer patients and
102 healthy subjects. The identification of rs334558 polymorphism was performed using PCR-RFLP,
while methylation-specific PCR (MSP) and methylation-sensitive high-resolution melting (MS-HRM)
were used to explore CDH1 methylation status; finally, CDH1 transcriptional expression profile was
evaluated using RT-gPCR.

Results: We found no association between rs334558 polymorphism and breast cancer. Aberrant
promoter methylation profile was found in breast cancer patients and it was related with early cancer
stages. CDH1 down-regulation was significantly associated with metastasis and promoter methylation.

Contribucién de los autores:

Andrés Felipe Aristizdbal-Pachén: recoleccion de muestras, datos clinicos y de histopatologia, ejecucion de experimentos y
andlisis de datos

Los dos autores participaron en la concepcioén del estudio, el disefio de los experimentos y en la escritura del articulo.
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Conclusion: CDH1 alterations were associated with invasion and metastasis in breast cancer. Our
results offer further evidence of CDH1 relevance in breast cancer development and progression.

Key words: Breast neoplasms/genetics; cadherins; polymerase chain reaction; restriction fragment
length polymorphism; reverse transcriptase polymerase chain reaction.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3135

La cadherina E es una glucoproteina de trans-
membrana codificada por el gen de la cadherina
(CDH1) localizado en el cromosoma 16g22.1; es la
proteina de adhesion mas importante del epitelio y
hace parte del tipo | de las cadherinas “clasicas”. Es
responsable por las uniones celulares dependientes
de Ca?, de la via de adhesién celular homofilica,
del desarrollo de la polaridad normal del epitelio
y de la arquitectura del tejido (1,2). Ademas, une
el entorno extracelular con el citoesqueleto v,
mediante su dominio intracelular, hace parte de
las vias de sefializacion celular con las cateninas,
particularmente la p120, la alfa y la beta (3,4).

La cadherina E contiene un solo dominio transmem-
brana, cinco dominios extracelulares, de los cuales
el mas préximo a la membrana se caracteriza
por presentar cuatro cisteinas conservadas que
estabilizan la formacion de un fuerte contacto celular
mediante enlaces disulfuro, y un dominio citoplas-
mico que puede dividirse en dos subdominios: uno
conservado proximal, generalmente denominado
dominio yuxtamembrana, y el otro, el dominio de
union a beta catenina (5). ElI dominio citoplasmico
se une a las cateninas (6). La catenina alfa es una
proteina homologa a la vinculina que se une a la
actina. Las interacciones de la cadherina E y la
catenina alfa forman la regién adherente; estas
interacciones son mediadas por la catenina beta,
la cual actiia como un adaptador entre ellas (7).

La pérdida de la funcion adhesiva de la cadherina
E es un paso critico en la progresion de las células
epiteliales hacia un fenotipo méas agresivo. La
cadherina E se reconoce ampliamente como un
gen supresor de factores de invasion, ya que su
inactivacion o la diminucion de su funcién debido
a mutaciones, deleciones alélicas o alteraciones
epigenéticas (por ejemplo, la hipermetilacion del
promotor), se asocian con la transicion epitelio-
mesénquima, lo que conlleva una mayor agresividad
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del tumor y un mayor potencial metastasico. La
funcién de la cadherina E se pierde frecuentemente
durante el desarrollo del cancer epitelial humano
(8); ademas, se asocia con la diferenciacion y la
invasion del tumor, y la metastasis en ganglios
linfaticos (2,9). Las alteraciones genéticas y epige-
néticas, y los cambios en el nivel de transcripcién
de la cadherina E, se han asociado con el desarrollo
del cancer de mama (10-13), pero dichos resultados
no son concluyentes y, en algunos casos han sido
contradictorios.

El cancer de mama se cuenta entre las enfer-
medades mas comunes en las mujeres de todo
el mundo; aproximadamente, 23 % de todos los
casos diagnosticados de cancer se relacionan
con la mama. En 2012, su incidencia anual era de
1.677 millones de casos nuevos y 522.000 muertes
(14,15). En Brasil, el cancer de mama ha sido una
de las principales causas de muerte desde 1979
(16,17), con 57.120 casos nuevos en el 2014, y un
riesgo estimado de 56,1 casos por cada 100.000
mujeres; es el mas comun en la poblacion femenina
y representa el 20,8 % de todos los tipos de cancer
diagnosticados en las mujeres. Este cancer es la
séptima causa de muerte en Brasil, después de
las enfermedades cerebrovasculares y la diabetes,
supera los otros tipos de cancer y fue la causa de
muerte de 13.345 pacientes en el 2012 (17).

En este contexto, la importancia de una mejor
compresién de los mecanismos moleculares invo-
lucrados en el desarrollo y la progresion del cancer
de mama es evidente, ya que contribuye a mejorar
el diagnéstico y el prondéstico en términos de tiempo
y seguridad.

El objetivo del presente estudio fue evaluar
la asociacion de las alteraciones genéticas y
epigenéticas, y los cambios en la expresién en
la transcripcion del CDH1, con el desarrollo del
cancer de mama en un grupo de casos y un grupo
de control.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

Se tomaron muestras de sangre periférica de 204
mujeres de los hospitales Santa Casa y Hospital
de las Clinicas de la ciudad de Ribeirdo Preto (SP),
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Brasil. Del total, 102 correspondieron a pacientes
con cancer de mama sin importar su edad o la
etapa de la enfermedad. La informacién sobre
el estado de los receptores hormonales, el tipo
histolégico, la edad en el momento del diagndstico
y el estadio segun el método de estadificacion
TNM se obtuvieron de la historia clinica de cada
paciente (cuadro 1). El grupo de control estuvo
conformado por 102 mujeres sanas, sin historia
familiar de cancer. La informacidn sobre el nimero
de gestaciones, la edad de la menopausia y la
menarquia, el tabaquismo, el uso de anticonceptivos
y el tratamiento de reemplazo hormonal, se recopilo
mediante un cuestionario especifico (cuadro 2).

Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN gendmico de cada muestra con el
kit de purificacion Wizard Genomic DNA (Promega,
Madison, WI, USA), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Cada muestra extraida se cuantificd
por espectrofotometria en el equipo NanoVue (GE,
Fairfield, CT, USA). Se evaluaron la pureza con
las razones 260/230 y 260/280, y la integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de las pacientes con cancer
de mama y las del grupo de control

Cadherina E y propension al cancer de mama
Genotipificacion

La region promotora del gen CDH1 presenta
el polimorfismo de un solo nucledtido (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) rs5030625, el
cual se evalué mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y andlisis de polimorfismos de
longitud del fragmento de restriccion (Restriction
Fragment Length Polymorphism, RFLP), usando
iniciadores que amplifican regiones especificas
del promotor del CDH1.

Las secuencias de los iniciadores se presentan
en el cuadro 3. La PCR se hizo en un volumen
total de 20 ul que contenian 100 ng de ADN
gendmico, 10 pmol de cada iniciador, 4 nmol de
cada dNTP (GE, Fairfield, CT, USA), 2 mM de MgCI2
y 1 U de Taq polimerasa Platinum en solucién
tampén 1X (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Las condiciones de la amplificacion fueron las
siguientes: un ciclo a 95 °C durante dos minutos,
seguido de 35 ciclos a 94 °C durante un minuto,
a 64 °C durante un minuto y a 72 °C durante
un minuto, finalizando con uno a 72 °C durante
cinco minutos.

Cuadro 2. Caracteristicas clinicas del grupo de pacientes con
cancer de mama (N=102)

PCM Controles p
(N=102) (N=102)
n % n %
o . 58,16 £ 53,51 + a
Edad (afios) (media + DE) 12,83 1152 0,407
Fumadores
Si 23 225 24 235 0,868°
No 79 775 78 76,5
Edad de menarquia©
<13 71 696 78 765 0,269°
>13 31 304 24 235
Estado de menopausia
Si 86 76,1 75 82,4 0,059°
No 16 239 27 17,6
ACO
Si 39 38,2 57 545 0,012°
No 63 61,8 45 455
TRH
Si 22 21,6 17 16,7 0,373°"
No 80 784 85 833
Gestaciones®
<30 32 31,4 46 451 0,075°
>30 50 49,0 35 343
Nulipara 20 196 21 20,6

PCM: pacientes con cancer de mama

¢ edad en afios

ACO: anticonceptivos orales; TRH: tratamiento de reemplazo hormonal
Los valores de p se calcularon mediante: #, test de t de Student y *, test
de ji al cuadrado; los valores de p<0,05 se consideraron significativos
y se destacan en negrilla.

Variable n (%)
Tipo histolégico

CDI 80 (78,4)

Otros 22 (19,6)
Grado del tumor

| 33(32,3)

Il 40 (39,2)

I 18 (17,7)

v 11 (10,8)
Tamafo del tumor

T1 45 (44,1)

T2 40 (39,2)

T3 17 (16,7)
Estado de ganglios linfaticos

Positivo 57 (36,7)

Negativo 48 (47,1)
Estado del receptor de estrogeno

Positivo 90 (88,2)

Negativo 9 (8,8)

Sin informacién 3 (2,9
Estado del receptor de progesterona

Positivo 84 (82,4)

Negativo 15 (14,7)

Sin informacién 3 (2,9
Estado de HER2/neu

Positivo 22 (21,6)

Negativo 69 (67,6)

Sin informacién 11 (10,8)

CDI: carcinoma ductal invasivo; HER2neu: receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano
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Cuadro 3. Secuencias de los iniciadores y tamafio de los productos de amplificacion para la evaluacion del polimorfismo rs5030625

y el estado de metilacion del gen CDH1

Secuencia Producto

Reaccion en cadena de la polimerasa y andlisis de polimorfismos de longitud del fragmento de restriccion (PCR-RFLP)

rs5030625 F —-5-CCCCGACTTGTCTCTCTAC - 3 448 — pb
R —5'- GGCCACAGCCAATCAGCA -3’

PCR especifica para metilacién (MSP)

Metilado F—-5"- TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT - 3’ 115 - pb
R —5'- TAACTAAAAATTCACCTACCGAC - 3'

No metilado F-5-TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATIGT - 3' 97 —pb
R —5'- CACAACCAATCAACAACACA - 3

MS-HRM
F -5 - GAGTTTGCGGAAGTTAGTTTAGATTTTAG - 3
R —5'- CGACTCCAAAAACCCATAACTAACC -3

Control de conversion

Beta actina F—-5'- TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT - 3' 133 -pb

R - 5'- AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA - 3

Las diferencias entre las secuencias de los iniciadores y del ADN modificado se muestran en negrilla. Las diferencias entre las secuencias metiladas
y no metiladas estan subrayadas. F: iniciador directo; R: iniciador inverso; pb: pares de bases

El producto amplificado fue de 447 pb y su diges-
tion se hizo con la enzima de restriccion Banll
(Fermentas, Waltham, MA, USA), la cual hace cortes
en dos posiciones en ausencia del polimorfismo,
generando tres fragmentos de 263, 116 y 68 pb, y
un corte en presencia del polimorfismo, generando
dos fragmentos de 331y 116 pb. Los productos de
la PCR y del analisis de RFLP se visualizaron en
gel de agarosa al 2,5 %.

Conversion con bisulfuro

El ADN extraido se sometid a conversion de las
citosinas no metiladas en uracilos con el estuche
Cells-to-CpG™ Bisulfite Conversion Kit (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA), aplicando el
siguiente protocolo. EI ADN se someti6é a desna-
turalizacion y se mezcld con bisulfito de sodio, y
después, a ciclos a temperaturas de 95 °Cy 65 °C
durante dos horas, lo cual permitié que el grupo
amino (-NH,) de todas las citosinas se convirtiera
en grupo cetona (=0) vy, asi, las primeras se
convirtieran en uracilos; solo las 5’metilcitosinas
no se convirtieron por interferencia electrénica del
grupo metilo. Por ultimo, la muestra de ADN se
purificd en columnas de separacion para retirar
la sal y el bisulfito. Como control positivo de la
conversion, se amplificé un fragmento de 133 pb
del gen de la beta actina usando un conjunto de
iniciadores especificos para ADN modificado, los
cuales amplifican independientemente del estado
de metilacién de la muestra.

PCR especifica para metilacion (MSP)

Para evaluar el estado de la metilacion del gen
CDHL1, se analizaron cinco islas CpG de la region
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promotora en las posiciones 913, 852, 846, 838 y
836. Esta region especifica se amplifico dos veces
mediante PCR convencional usando iniciadores
especificos para las islas CpG metiladas y las no
metiladas, segin descripcién previa (18).

Las secuencias de los iniciadores se presentan en
el cuadro 3. La PCR se hizo en un volumen total
de 20 pl que contenian 100 ng de ADN convertido
con bisulfito, 0,5 uM de cada iniciador, 0,2 mM de
la mezcla de los ANTP (GE, Fairfield, CT, USA),
2 mM de cloruro de magnesio y 1 U de Taq poli-
merasa Platinum en solucién tampdén 1X (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Como control positivo de
la amplificacién del estado metilado y del no
metilado, se hizo una reaccion usando el estuche
Cells-to-CpG™ Methylated & Unmethylated gDNA
Control Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) para cada conjunto de iniciadores, en
las siguientes condiciones: 95 °C durante 10
minutos, seguido de 40 ciclos a 94 °C durante 30
segundos, 57 °C y 53 °C (metilado y no metilado,
respectivamente) durante 30 segundos y 72 °C
durante 30 segundos, finalizando con 72 °C durante
10 minutos.

Andlisis de la disociacién de alta resoluciéon
sensible a la metilacion

La disociacion de alta resolucién sensible a la
metilacion (Methylation-Sensitive High Resolution
Melting, MS-HRM) se hizo para semicuantificar el
grado de metilacion del promotor del CDH1. Se
disefiaron iniciadores especificos para la region
promotora del CDH1, usando el programa Methyl
Primer Express™ (Applied Biosystems, Carlsbad,
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CA, USA), cuyas secuencias se presentan en el
cuadro 3. La disociacion se hizo en un volumen
final de 20 pl, usando la mezcla MeltDoctor™ HRM
Master Mix 1X (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA), 0,5 uM de cada iniciador y 80 ng de
ADN convertido con bisulfito en las siguientes
condiciones: un ciclo de 10 minutos a 95 °C, 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C y uno de un minuto
a 60 °C. Por ultimo, el analisis de disociacion de
alta resolucién se hizo a partir de 60 °C durante un
minuto, con aumento progresivo de temperatura
de 0,3 % cada 15 segundos hasta alcanzar los
95 °C. Se utilizaron diluciones del estuche Cells-to-
CpG™ Methylated & Unmethylated gDNA Control
Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) para
elaborar las curvas de los patrones de metilacién
a 100, 10,5,2,1y 0 %.

Todos los experimentos se hicieron en el equipo
Applied Biosystems Step One plus Real-Time PCR
System. Con la comparacién de las curvas de
los patrones de metilacion mediante el programa
HRM™ v3.0.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA), se determind el porcentaje de metilacion de
las regiones promotoras del gen CDHL1 en el grupo
de estudio.

Extraccion de ARN

En cada muestra de sangre se separaron las
células mononucleares (Peripheral Blood Mono
nuclear Cell, PBMC) con el medio Histopaque
1077 (St. Louis, MO, USA). ElI ARN total se
extrajo usando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. Las muestras de ARN se cuantificaron
en el equipo NanoVue (GE, Fairfield, CT, USA).
Las razones 260 a 230 y 260 a 280 sirvieron
para determinar la pureza, y la integridad de las
moléculas se evalué con la inmunoprecipitacion
de cromatina (ChIP) del estuche RNA 6000 Nano
Kit en un bioanalizador 2100 (Agilent, Santa Clara,
CA, USA).

PCR cuantitativa en tiempo real

El ARN fue convertido en ADN complemen-
tario usando ADNasa | y transcriptasa inversa
(SuperSript 1ll Transcriptase Reverse, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). La expresion génica se evalué
cuantitativamente usando la mezcla Tagman
Universal PCR Master Mix y las sondas Tagman
predisefiadas del CDH1 (Hs00254446 _m1l), y
del GAPDH (Hs02758991_g1) usado como gen
constitutivo, (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA), segun el protocolo del proveedor.

Cadherina E y propension al cancer de mama

Todos los experimentos se hicieron en el equipo
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
y se analizaron con el programa DataAssist
v3.01™. El nivel de expresion de la transcripcion
(Fold change, FC) se calculdé con la ecuacion
FC=2¢ segun recomendacion de Schmittgen,
et al. (19), comparando el grupo de casos con el
de control. Cada experimento se hizo por triplicado
con cada muestra.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa estadistico
SPSS®, version 22 para Windows (Chicago, IL,
USA). Las pruebas t de Student y U de Mann-
Whitney se usaron para comparar los datos de
expresion génica entre los grupos. La regresién
logistica incondicional se usé para calcular la razén
de probabilidades (odds ratio, OR), con un intervalo
de confianza de 95 % (IC,,, ), de la relacion de los
genotipos con el cancer de mama.

Para evaluar la relaciéon de los genotipos y los
perfiles de metilacién con las caracteristicas histo-
patolégicas, se hicieron la prueba de ji al cuadrado
y la exacta de Fisher, en tanto que, con el andlisis
de varianza (ANOVA) y la prueba de Kruskal-Wallis,
se hizo el analisis multivariado. Los valores de
probabilidad (p) menores de 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Para el analisis de los resultados de expresion
génica, el valor de p se ajustd mediante el método
de Benjamini-Hochberg para establecer la tasa de
falsos descubiertos.

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos de este estudio fueron
aprobados por el Comité Nacional de Etica em
Pesquisa, bajo el nimero de aprobacion CAAE:
01779812.9.0000.5440, y por el Comité de Etica
en Investigacion del Hospital das Clinicas de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Sao
Paulo. El consentimiento informado fue firmado
por todos los participantes en el estudio.

Resultados

Asociacion del polimorfismo rs5030625 y el
riesgo de cancer de mama

La variante rs5030625 del gen CDH1 se analiz6
en 102 pacientes con cancer de mama y en 102
mujeres sanas que hacian parte del grupo de
control. Las frecuencias genotipicas se calcularon y
se comprob6 si se mantenia el equilibrio de Hardy-
Weimberg (p>0,05), con lo cual se evidencio la falta
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de estratificacion poblacional. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de los genotipos G/G, G/IGA y GA/GA
entre el grupo de pacientes y el grupo de control
(x?=0,329; gl=2; p=0,848). El andlisis de asociacién
hecho mediante regresion logistica incondicional
para evaluar el posible efecto de la variante en el
riesgo de desarrollar cancer de mama, indicé que
no hubo asociacion significativa entre la presencia
del polimorfismo y el desarrollo de la enfermedad.
En cuanto a las otras variables y factores de riesgo
analizados en este estudio, ho se encontraron
diferencias significativas en la distribucion de las
frecuencias genotipicas entre el grupo de casos y
el de control.

Estado de la metilacidn de las islas CpG en las
regiones promotoras del CDH1 y el desarrollo
del cancer de mama

El estado de la metilacion de las islas CpG de la
region promotora del gen CDH1 se evalué mediante
PCR especifica para metilacion (Methylation-
Specific PCR, MSP) y MS-HRM. Los resultados
obtenidos evidenciaron la existencia de perfiles de
metilacion aberrantes en el promotor del CDH1.
Segun el andlisis por MSP del grupo de casos,
en 59 (57,8 %) pacientes se encontré el promotor
metilado. Debe resaltarse que no se observd
meti-lacion del promotor en los individuos del
grupo de control. Después del analisis mediante
MSP, las muestras se sometieron a MS-HRM
para semicuantificar su nivel de metilacion, y se
comprobd6 de nuevo que en el grupo de control no
hubo metilacion (0 %) en la regién promotora del
CDH1. Con respecto al grupo de casos, el andlisis
de MS-HRM mostro niveles de metilacién inferiores
al 1 % en los individuos que habian presentado el
promotor metilado en la MSP.

En cuanto a los otros factores de riesgo consi-
derados en el estudio, como la edad de la
menarquia, la edad de la menopausia, la edad y el
numero de gestaciones, el uso de anticonceptivos
y el tratamiento de reemplazo hormonal, no
hubo asociacion de ninguno de ellos con el pefrfil
aberrante de metilacién (p>0,05).

Con respecto a las caracteristicas clinico-patoldgicas
del tumor, el estado de metilacion del promotor
del CDH1 presento6 diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la edad en el momento
del diagnéstico (y3%=12,57; gl=1; p<0,001). Se encon-
traron resultados similares en relacion con el tipo
histolégico, el tamafio del tumor y la presencia de
metéstasis (x?=14,185; gl=1; p<0,001; %?=13,123;
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gl=1; p<0,001, y %2=7,954; gl=1; p=0,005, res-
pectivamente). En el cuadro 4 se resumen los
resultados obtenidos y su distribucion segun
las caracteristicas clinico-patolégicas del tumor.
Cabe resaltar la tendencia del estado de la
metilacién con respecto a la progresion del cancer.
El porcentaje de pacientes que no presentaban
metilacion del promotor del CDH1 fue mayor en
aquellos individuos con etapas méas avanzadas de
la enfermedad (tumor de mayor tamafio y grado,
y metéastasis).

Los resultados del estado de la metilacion se
analizaron en relacién con la variante rs5030625
y no se encontraron diferencias en la distribucion
de los genotipos en cuanto al estado de la
metilacion del promotor del CDH1 (¢?=0,930; gl=2;
p=0,628). De igual manera, se encontré metilacion

Cuadro 4. Estado de metilacion de las regiones promotoras del
gen CDHL1 en el grupo de estudio

U (%) M (%) p
Todos
Control 102 (100) 0 (0,0) <0,001
PCM 43 (42,16) 59 (57,84)
<60 afios
Control 38 (48,7) 37 (47,4) 0,002
BC 11 (23,4) 36 (76,6)
>60 afos
Control 6 (25,0) 18 (75,0) 0,007
BC 32 (58,2) 23 (41,8)
Tipo histolégico
CDI 26 (32,5) 54 (67,5) <0,001
Otros 17 (77,3) 5(22,7)
Grado del tumor
I+I1 27 (37,0) 46 (63,0) 0,093
H+1V 16 (55,2) 13 (44,8)
Tamafio del tumoral
T1 10 (22,2) 35(77.8) <0,001
T2+T3 33 (57,9) 24 (42,1)
Estado de ganglios
linfaticos
Positivo 22 (38,6) 35(61,4) 0,412
Negativo 21 (46,7) 24 (53,3)
Metastasis
Positivo 34 (37,4) 57 (62,6) 0,005
Negativo 9 (81,8) 2 (18,2)
Estado del receptor
hormonal
RE+ 40 (44,4) 50 (55,6) 0,728
RE- 3 (33,3) 6 (66,7)
RP+ 39 (46,4) 45 (53,6) 0,155
RP- 4 (26,7) 11 (73,3)
HER- 29 (42,0) 40 (58,0) 0,926
HER+ 9 (40,9) 13 (59,1)

PCM: pacientes con cancer de mama; U: promotor no metilado; M:
promotor metilado; CDI: carcinoma ductal invasivo; RE: receptor de
estrogeno; RP: receptor de progesterona; HER: receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano; +: positivo; -: negativo

El valor de p<0,05 se considero significativo y se destaca en negrilla.
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del promotor en 42 de las 71 (59,2 %) pacientes
homocigotas para el alelo silvestre, en 14 de
las 27 (51,9 %) pacientes heterocigotas y en dos
de las cuatro (50 %) pacientes homocigotas para
la variante.

Perfil de expresion génicadel CDH1y su relacion
con el riesgo de cancer de mama

La expresion génica del CDH1 se evalud en todos
los individuos que participaron en el estudio.
Los resultados evidenciaron que en el grupo de
pacientes con cancer de mama habia una leve
disminucién de la expresion génica del CDH1, en
comparacion con el grupo de control; sin embargo,
esta no fue estadisticamente significativa (log2
fold change=— 0,168 + 0,13; p=0,506). En cuanto
a las caracteristicas histopatolégicas del tumor, la
presencia de metastasis distales se correlacion6
con alteraciones en la expresién génica del
CDH1 (figura 1). Los resultados mostraron una
disminucién estadisticamente significativa en las
pacientes que presentaban metastasis distales,
en comparacién con aquellas que no la presen-
taban (p=0,002). Otras caracteristicas tumorales
y el estado de los receptores hormonales de
estrégeno, de progesterona y del receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (Human
Epidermal Growth Factor Receptor, HER2), no
mostraron influencias significativas en la distribu-
cion de los resultados.

Con respecto a la variante rs5030625, los analisis
no mostraron asociacion entre los genotipos y los
cambios en la expresion génica del CDH1, ni en el
grupo de casos ni en el de control. Por Gltimo, los
andalisis del estado de la metilacion del promotor del
CDH1 revelaron una disminucion significativa en
la expresién génica del CDH1 en cuanto al estado
de la metilaciéon del promotor (p=0,004), como se
muestra en la figura 2.

Discusidn

La cadherina E tiene un papel importante en la
regulacion de las concentraciones citoplasmaticas
de la beta catenina. En este estudio se analizé
la variante rs5030625 localizada en la region
promotora del gen CDHL1. Este polimorfismo es una
insercién del nucledtido adenina (A) en la posicion
347 de la secuencia promotora. Los SNP en la
region promotora pueden modular la eficiencia
de la transcripcion del gen y su funcion; Shin, et
al., en lineas celulares especificas, demostraron
gue el polimorfismo rs5030625 presenta un efecto
significativo en la actividad en la transcripcion, ya

Cadherina E y propension al cancer de mama

que en la proximidad del promotor se encuentran
dos cajas E, una caja CAAT y una caja rica en G-C
con sitio de unién en el factor de transcripcion SP1,
el cual interacttia con varios elementos reguladores
gue controlan la expresién especifica del epitelio
del CDH1 (20).

Hasta donde se pudo constatar, esta es la primera
vez que la variante rs5030625 se estudia en
poblacién brasilera. Estos resultados no mostraron
asociacion significativa entre la presencia del
polimorfismo y el riesgo de desarrollar cancer de
mama; tampoco se encontré asociacion con los
cambios en el nivel de expresion de la transcripcién
del gen. Tipirisetti, et al., evaluaron este mismo
polimorfismo en las células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con cancer de mama
en poblacion de la India y no encontraron asociacién
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Figura 1. Nivel de expresion en la transcripcion relativa del
gen CDH1 en el grupo de pacientes con cancer de mama
estratificadas segun la presencia de metastasis

*Diferencias estadisticamente significativas: p<0,05
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Figura 2. Nivel de expresion en la transcripcion relativa del gen

CDH1 en relacién con el estado de metilacion del promotor
*Diferencias estadisticamente significativas: p<0,05
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de esta variante con el riesgo de desarrollar cancer
de mama, lo cual coincide con los resultados de
este estudio (10). En algunos estudios se ha
analizado la relacién de otro polimorfismo en esta
region del CDH1, la variante —160A, con el riesgo de
desarrollar cancer de mama y no se ha encontrado
asociacion (21,22), mientras que en algunos otros
estudios, se encontré6 un aumento significativo
del riesgo de desarrollar este cancer (10,23). Los
resultados concernientes al efecto de las variables
en la regién promotora del CDH1 y su asociacion
con el cancer de mama no fueron suficientemente
claros, por lo que es necesario determinar el efecto
real de estas mutaciones en el funcionamiento
de la proteina. Contrario a lo observado en este
estudio, en varias investigaciones se ha asociado
el polimorfismo rs5030625 con la endometriosis
(24,25) y el cancer colorrectal en poblacion china
(2), con una mayor agresividad del adenocarci-
noma esofagico en poblacion holandesa (26) y, del
cancer gastrico familiar, en Corea del Sur (20,27),
resultados que indican la importancia de estudiar
estos polimorfismos en diferentes poblaciones, pues
la variabilidad genética puede influir en su efecto
en la propension individual a desarrollar cancer.

El gen CDH1 frecuentemente se encuentra en
estado de metilacién en el tejido tumoral en el cancer
de la mama, mas no en el tejido mamario normal
(13). Los resultados que se presentan revelaron un
estado aberrante de metilacion en el promotor del
gen CDH1, y en el analisis mediante MS-HRM se
determind un porcentaje de metilacion bajo (inferior
a 1 %), pero diferente en casos y controles, lo
cual evidenci6 que los niveles de metilacion de los
promotores especificos en las PBMC de mujeres
con cancer de mama eran moderadamente mayores
que los de las mujeres sanas, y que podrian
servir de base para el desarrollo de marcadores
especificos de diagnéstico de esta enfermedad. En
este mismo sentido, Sebova, et al., encontraron
el promotor del CDH1 en estado de metilacion en
la sangre periférica de 20 de 92 pacientes con
cancer de mama.

Al igual que en este estudio, el promotor metilado
del CDH1 no se encontré en el grupo de control,
y no se asocidé con ninguna caracteristica histo-
patoloégica del tumor (28). Contrario a lo aqui
reportado, en los estudios de Sturgeon, et al., y de
Zmetakova, et al., no se asoci6 la metilacion del
promotor del CDH1 con el cancer de mama (29,30).
En cuanto a las caracteristicas histopatoldgicas
del tumor, se observé una asociacion entre el
estado de la metilacion del promotor y los estados
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iniciales del tumor, caracterizados por ausencia de
metastasis y un menor tamafio del tumor, lo cual
evidenciaria la necesidad de la célula maligna de
inactivar la cadherina E en las primeras fases del
proceso de carcinogénesis. El gen CDH1 es un
importante supresor tumoral asociado previamente
con muchos tipos de cancer. En el caso del cancer
de mama, los resultados que se presentan ofrecen
evidencia adicional de que en el proceso de carci-
nogénesis ocurren epimutaciones en genes claves
del control celular, como el CDH1, que pueden
alterar la expresién en la transcripcion de sus
productos génicos y estimular la transformacioén y
aparicion del fenotipo maligno.

Existen varios estudios que sefialan el posible
papel de la metilacion constitutiva en el ADN
extraido de sangre periférica como factor de
predisposicién al cancer (31-33). Wong, et al.,
encontraron que la metilacion del promotor del gen
BRCA1 en sangre periférica era mas frecuente en
pacientes que habian desarrollado el cancer de
mama precozmente y, también, correlacionaron
estos resultados con altos niveles de metilacién del
BRCA1 en muestras de biopsia de tumores (32).

En la presente investigacion, los resultados evi-
denciaron un perfil diferencial de metilacion del
CDH1 en los grupos de estudio y se pudieron
separar con mucha especificidad los casos de
los controles; los datos sugieren la existencia
de diferencias reales, aunque pequefias, por
lo cual se precisa prestar mucha atencién y
validarlos para evitar posibles falsos positivos.
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren
gue la metilacion en sangre puede reflejar una
predisposicion al cancer. Sin embargo, dichos
cambios fueron relativamente pequefios y, ademas,
se registrd una gran superposicion entre casos
y controles, por lo cual la potencial utilidad de los
perfiles de metilacién del ADN en sangre periférica
para la detecciéon o como marcador de diagnéstico
para cancer puede ser limitada.

La expresion en la transcripcion del CDH1 mostro
una disminucion no significativa en los pacientes
con cancer de mama. En este mismo sentido,
en muchos estudios se ha encontrado una
disminucion significativa de la expresion génica del
CDHL1 en este tipo de cancer, independientemente
del tipo histolégico o molecular, lo cual sugiere
la importancia de este gen en la progresion del
cancer de mama (11,12). Con relacion a las carac-
teristicas histopatoldgicas del tumor, se encontré
una disminucion de la expresion en la transcripcion
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del CDH1 en presencia de metastasis. En este
estudio, se registré una clara diminucion de
los niveles de expresién en la transcripcion del
CDH1 en las pacientes con cancer metastasico,
lo cual concuerda con lo encontrado en estudios
anteriores, e indica la importancia de la cadherina
E en la adhesion celular y en el mantenimiento
normal del epitelio que relacionan estrechamente
esta molécula con el proceso de metastasis.
Asimismo, los altos niveles de expresion del CDH1
se relacionaron con tumores en las etapas iniciales
gue mantenian su adherencia celular y tenian
bajo poder metastasico, mientras que una menor
expresiéon se relacioné con mayores grados del
tumor, con la pérdida de la adhesién celular y con
un acentuado comportamiento invasivo (2,11,34).
Los niveles de expresion en la transcripcion del
CDH1 no se relacionaron con el estado de la
metilacion del promotor, posiblemente debido a que
otros mecanismos, como las mutaciones génicas,
la pérdida de heterocigosidad, los cambios en
la estructura de la cromatina y las alteraciones
especificas de la transcripcién, regulan la expresién
del CDH1 (11).

Puede concluirse que la cadherina E juega un papel
muy importante en el proceso de carcinogénesis,
especialmente relevante en la metastasis tumoral.
El polimorfismo rs5030625 en la regién promotora
del CDH1 no mostré asociacion con el desarrollo
del cancer de mama; sin embargo, los cambios
en los perfiles de metilacion y de expresion en la
transcripcion de este gen se relacionaron clara-
mente con caracteristicas histopatolégicas del
tumor, como la presencia de metastasis, y podrian
servir de base para el desarrollo de marcadores
especificos de diagnéstico de esta enfermedad.
Los resultados que aqui se presentan evidencian el
papel relevante de la cadherina-E en el desarrollo
y la progresién del cancer de mama.
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Efecto citotéxico de los compuestos de inclusion
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Introduccion. Las tiosemicarbazonas y sus complejos de paladio (Il) poseen actividad antineoplasica
con pocos efectos secundarios, por lo cual se las considera como una nueva alternativa terapéutica.
Sin embargo, existen diferencias en los rangos de la concentracion inhibitoria media (Cl,;) asociada a
la divergencia estructural y la solubilidad de los complejos, asi como a la sensibilidad de los blancos
celulares. La inclusion de farmacos en la beta-ciclodextrina con fines terapéuticos ha mejorado su
solubilidad y estabilidad, pero los efectos de su combinacién con los complejos de paladio (Il) y las
tiosemicarbazonas no se han comprobado audn.

Objetivo. Estudiar el efecto citotoxico de los complejos de paladio en la beta-ciclodextrina.
Materiales y métodos. La actividad citotoxica de los complejos de paladio en la beta-ciclodextrina se
evalué en la linea celular de cancer de mama (MCF-7), empleando el método de la sulforodamina B.
Resultados. Los ligandos MePhPzTSC y Ph2PzTSC, sus complejos de paladio (I1) libres e incluidos
en la beta-ciclodextrina y el cisplatino mostraron actividad citotdxica en la linea celular MCF-7; sin
embargo, la citotoxicidad fue mayor con la inclusion en la beta-ciclodextrina ([Pd(MePhPzTSC)2]-R-CD
y [Pd(Ph2PzTSC)2]-B-CD). La concentracion inhibitoria media (Cl,,) para estos complejos se obtuvo
en concentraciones de 0,14 y 0,49 pM, y con dosis hasta cinco veces inferiores comparadas con las
concentraciones de los ligandos libres (1,4y 2,9 uM), de los complejos de paladio (ll) libres (0,57 y 1,24
pUM) y del cisplatino (6,87 uM).

Conclusiones. El uso de la beta-ciclodextrina mejor6 significativamente la actividad citotdxica de las
tiosemicarbazonas y sus complejos de paladio (Il), lo cual probablemente esta asociado al incremento
de la solubilidad y biodisponibilidad del compuesto, estrategia que se puede sugerir para el disefio de
futuros farmacos antineoplasicos.

Palabras clave: paladio; tiosemicarbazonas; beta-ciclodextrinas; neoplasias de la mama/terapia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.2880

Cytotoxic effect of palladium (ll) inclusion compounds in beta-cyclodextrin

Introduction: Thiosemicarbazones and palladium (Il) complexes have antineoplastic activities with
mild side effects, for which they are considered new alternative antineoplastic drugs. However, the IC,,
ranges of these complexes vary due to differences in their structure and solubility and their sensitivities
for various cellular targets. Beta-cyclodextrin is an additive used to improve the solubility and stability of
various drugs for therapeutic use, but the combination of beta-cyclodextrin with palladium (II) complexes
and thiosemicarbazones has not been tested yet.

Obijective: To study the cytotoxic effect of palladium (I1) inclusion complexes in beta-cyclodextrin.
Materials and methods: We tested the cytotoxic activity of palladium complexes combined with beta-
cyclodextrin in the breast cancer cell line MCF-7 using a sulforhodamine B assay.

Results: We tested the antiproliferative activity of palladium (II) complexes with and without the ligands
MePhPzTSC and Ph2PzTSC and with and without beta-cyclodextrin in MCF-7 cells and compared
them to that of cisplatin. All combinations showed antiproliferative activity; however, the activity was
greater for the combinations that included beta-cyclodextrin: ([Pd (MePhPzTSC) 2] « B3-CD and [Pd
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(Ph2PzTSC) 2] - B-CD), at concentrations of 0.14 and 0.49 pM, respectively. The ICs, for this complex
was 5-fold lower than that of the ligand-free combinations (1.4 and 2.9 puM, respectively). The ICs, for
free palladium (I1) complex was 0.571.24 pM and that for cisplatin was 6.87 pM.

Conclusions: Beta-cyclodextrin significantly enhanced the cytotoxic activities of palladium (II) complexes
and thiosemicarbazones probably by improving their solubility and bioavailability. The addition of beta-
cyclodextrin is a possible strategy for designing new anticancer drugs.

Key words: Palladium; thiosemicarbazone; beta-cyclodextrins; breast neoplasm/therapy.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.2880

Se estima que alrededor de 1,3 millones de mujeres
en el mundo tienen diagndstico de cancer de
mama, el cual, por su frecuencia en las mujeres,
constituye uno de los principales problemas de
salud en términos de morbilidad, mortalidad y
costo del tratamiento (1). Aunque son muchos
los farmacos que se comercializan, la respuesta
a ellos sigue siendo insatisfactoria y, por lo tanto,
persiste la necesidad urgente de proponer nuevas
alternativas terapéuticas. En la actualidad, se estan
ensayando numerosos complejos de paladio (II) (2)
y tiosemicarbazonas (3) con actividad promisoria
contra lineas celulares de tumores, debido a su
notable actividad citotéxica y menores efectos
secundarios en comparacion con otros compuestos
anticancerigenos de metales pesados (4-6). Ademas
de su potencial actividad antineoplasica, tienen
mayor solubilidad y menos efectos secundarios que
el cisplatino (7-9).

Las tiosemicarbazonas son una clase importante
de ligandos con atomos donadores de electrones,
como el azufre y el nitrdgeno, que actian como
agentes quelantes de metales de transicion (10)
y exhiben actividad antineoplasica (5,11,12). De
hecho, las tiosemicarbazonas y sus complejos
metélicos son de gran interés por su amplio rango
de efectos bioldgicos (13,14), ya que tanto los
ligandos derivados de ellas como los complejos
metélicos de transicion tienen otras propiedades
farmacoldgicas antivirales, antibacterianas, antiftin-
gicas, antiparasitarias y antitumorales (3,10,15-18).

Con las tiosemicarbazonas se han sintetizado
compuestos como el paladio, el cual presenta una
actividad citotdxica similar a los farmacos basados
en platino (cisplatino, carboplatino y oxaliplatino) (5),
pero cuya asociacion con las tiosemicarbazonas
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(19), potencia su actividad biolégica. Debido a
sus propiedades farmacolégicas, la sintesis de
complejos con metales de transicion y ligandos
como la tiosemicarbazona suscitan un gran interés
(8). Se han propuesto varios mecanismos para
explicar la accién antitumoral de estos complejos,
entre los cuales esta la inhibicion de la biosintesis
del ADN mediante el bloqueo de la enzima
ribonucledtido reductasa, esencial en la conver-
sion de ribonucledtidos en desoxirribonucledétidos,
y Su accion como agente intercalado entre las
bases de pirimidina y de guanina del ADN, lo cual
induce cambios en la conformacion de la doble
hélice y conduce a la muerte celular (5,7,20,21),
y al bloqueo de la divisién de las células can-
cerosas (13).

A pesar de que la actividad citotoxica in vitro de los
complejos de paladio () y las tiosemicarbazonas es
mayor que la de sus respectivos ligandos, las dosis
requeridas para lograr el efecto inhibitorio deseado
en las células tumorales es muy variable y depende
de la linea tumoral utilizada, por lo que se reportan
rangos en las concentraciones inhibitorias que van
de 0,08 a 38 uM para los complejos de paladio
(I) y de 23 a 250 pM para las tiosemicarbazonas
(9,10,12,15,22). En el caso de las células de cancer
de mama, por ejemplo la linea celular humana de
adenocarcinoma de mama MCF-7, los complejos
de paladio (Il) y las tiosemicarbazonas muestran
mayor actividad citotdxica; sin embargo, con
estas se requieren concentraciones relativamente
superiores para alcanzar la dosis inhibitoria
deseada. Ademas, la diferencia en los rangos
de las concentraciones inhibitorias se considera
una desventaja, probablemente asociada a las
divergencias estructurales entre los complejos, a
la sensibilidad de los blancos celulares (9) o a la
solubilidad de los complejos de paladio y de las
tiosemicarbazonas.

Tamayo, et al., propusieron recientemente una
estrategia para mejorar su actividad biolégica
y su solubilidad, y disminuir su toxicidad. Estos
investigadores lograron la inclusion parcial de los
complejos en la beta-ciclodextrina, compuesto
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gque mejora su solubilidad y le da estabilidad fisi-
coquimica (24). En este contexto, el objetivo del
presente trabajo fue determinar el efecto citotéxico
en la linea celular MCF-7 de los complejos Pd
(MePhPzTSC)2 y Pd(Ph2PzTSC)2 (figura 1 a y
b) parcialmente incluidos en la beta-ciclodextrina,
para determinar si al mejorar las propiedades fisico-
guimicas se incrementaba su actividad biolégica
contra dicha linea celular.

Materiales y métodos
Complejos metélicos

Se evaluaron los siguientes ligandos: 3-metil-1-
fenil-1-pirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona
(MePhPzTSC) y 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido
tiosemicarbazona (Ph2PzTSC), asi como los
complejos de paladio Pd(MePhPzTSC)2 y Pd
(Ph2PzTSC)2, y los compuestos de asociacién
o inclusion parcial en la beta-ciclodextrina
[Pd(MePhPzTSC)2]-B8-CD y [Pd(Ph2PzTSC)2]-B-
CD. Estos compuestos se sintetizaron y caracteri-
zaron en el Grupo de Investigacion en Quimica de
Coordinacion y Bioinorganica de la Universidad
Nacional de Colombia (23,25).

La inclusion del complejo [Pd(MePhPzTSC)2]3-CD
se hizo en una relacién molar de 1 a 1 con 15 mg de
[Pd(MePhPzTSC)2]y 27,35 mg de beta-ciclodextrina
en una disolucién acuosa con agitacion constante
a temperatura ambiente durante 24 horas; en tanto
que la inclusion del [Pd(Ph2PzTSC)2]-B-CD se
hizo en una relacién molar de 1 a 1 con 15 mg de
[PA(Ph2PzTSC)2] y 22,8 mg de beta-ciclodextrina
mezclados en un mortero de 4gata hasta obtener
un polvo homogéneo.

Citotoxicidad de los compuestos de paladio (Il) en la beta-ciclodextrina

Con el proposito de comparar el efecto inhibitorio
de la proliferacion celular de estos compuestos
con farmacos antineoplasicos comerciales, se
utilizé el cisplatino (Cytoplatin®) bajo las mismas
condiciones experimentales.

Cultivo celular

La linea celular humana de adenocarcinoma de
mama (MCF-7) descongelada se repicé dos veces
antes de exponerla a los compuestos y se cultivd
en medio RPMI-1640 con 0,05 % de antibidtico con
suplemento de suero fetal bovino al 10 % hasta
obtener una confluencia del 80 %. Posteriormente,
las células se disociaron con tripsina al 0,25 % y
se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos,
a una densidad de 20.000 células por 100 pl por
pozo. Se permitid la adhesion celular durante
24 horas y luego se afadieron los compuestos
diluidos en dimetil sulféxido (DMSO) en un rango
de concentraciones de 0,1 a 10 pM. Este mismo
procedimiento se aplicé simultdneamente para
evaluar los compuestos en otras lineas celulares:
la linea celular humana de adenocarcinoma de
colon (HCT-15) y la linea celular humana de
adenocarcinoma de prostata (PC-3). Los cam-
bios en la morfologia y la densidad celulares se
observaron bajo el microscopio 6ptico invertido
Nikon 37762.

Purificacion de células mononucleares de
sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica
se purificaron mediante gradiente de densidad en
medio Ficoll-Hypaque 1,077. Las células extrai-
das se lavaron tres veces con medio RPMI y su

a. p

Figura 1. a. Estructura quimica del complejo [Pd(MePhPzTSC)2]. b. Estructura quimica del complejo [Pd(Ph2PzTSC)2]
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suspension se repiti6 en el mismo medio para
cuantificarlas y determinar su viabilidad mediante
el método de exclusion del colorante azul de
tripano. Las células se ajustaron con medio RPMIy
suero fetal bovino al 10 % a 7 x 10° células/200 ul y
se estimularon con 20 pg/ml de fitohemaglutinina
(PHA) durante 48 horas. Posteriormente se afia-
dieron los compuestos y 24 horas después se hizo
la lectura.

Actividad citotéxica

Para la evaluacién de la actividad citotoxica se
siguid uno de los métodos propuestos por Skehan,
etal. (26): al cabo de 24 horas de tratamiento con los
compuestos, se evalué la viabilidad celular mediante
el ensayo de la sulforodamina B (SRB). Las células
se fijaron con 100 pl de acido tricloroacético al 10 %
y se tifleron durante 30 minutos con 50 pl de la
solucion de SRB al 0,4 % disuelta en 4cido acético
al 1 %; luego, las placas se lavaron cinco veces
con acido acético al 1 % y se extrajo el colorante
celular utilizando 100 pl de soluciéon tampdn Tris
Base a 10 mM (pH 10,5) durante cinco minutos en
agitacion suave. Por ultimo, se examind la densidad
Optica de la solucion solubilizada a 556 nm en un
espectrofotometro Tecan Spectra Classic. El efecto
de los complejos sobre las células MCF-7 se
expresé en términos de valores del porcentaje de
inhibicién, usando la siguiente formula: porcentaje
de inhibicién = [1 - (absorbancia media de células
tratadas/absorbancia media del control)] x 100.

Andlisis estadistico

La concentracion inhibitoria, es decir, la concen-
tracion de los complejos necesaria para inhibir
el 50 % del crecimiento en las células MCF-7
(Cl,,), se midi6 mediante el calculo de las curvas
de inhibicion de porcentaje y concentracion. Se
selecciond el modelo no lineal hiperbdlico para el
ajuste de los datos. El analisis de regresion no lineal
empleado permitié la obtencién de los estimadores
del modelo mediante minimos cuadrados, usando
como variable de respuesta la dosis inhibitoria y
como variable de regresion la concentracion de los
complejos evaluados. Se utilizé este modelo por su
gran utilidad en este tipo de ensayos y por tener el
mas bajo criterio de informacion de Akaike (AIC).

Resultados

Lainclusioén parcial del complejo de paladio (ll)
en la beta-ciclodextrinaincrementa su actividad
citotoxica en la linea celular de cancer de mama.

Uno de los parametros mas utilizados para medir
el potencial antitumoral de los productos con efecto
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antineoplasico es la evaluacion de la actividad
citotoxica. Por ello, se ensay6 la inhibicion de
la proliferacion celular in vitro de la linea celular
humana de cancer de mama MCF-7 en presencia
de los complejos de paladio. Los resultados
iniciales indicaron que tanto los ligandos libres
MePhPzTSCy Ph 2PzTSC, como los complejos de
paladio (Il) libres e incluidos [Pd(MePhPzTSC)2],
[Pd(Ph2PzTSC)2], [Pd(MePhPzTSC)2] +B-CD,
[Pd(Ph2PzTSC)2] -B-CD, presentaban accién
citotoxica con valores de Cl, inferiores a 10 uM;
se observo una disminucion significativa en la
proliferacion celular en las diferentes concen-
traciones evaluadas. Ademas, la inhibicion de la
proliferacion fue mayor con la unién del ligando
al ion metdlico y con la inclusién en la beta-
ciclodextrina (cuadro 1).

En el caso de la inclusion parcial en la beta-
ciclodextrina de los complejos [Pd(MePhPzTSC)2]
*3-CD y [Pd(Ph2PzTSC)2] «B-CD, se logré una
inhibicion de 50 % del crecimiento celular en
concentraciones de 0,14 y 0,49 pM, valores bajos
en comparacion con los valores de 1,4 y 2,9 uM
de los ligandos MePhPzTSC, Ph 2PzTSC, y de
0,57 y 1,24 uM de los complejos de paladio (I1)
[Pd(MePhPzTSC)2] y [Pd(Ph2PzTSC)2]. Ademas,
al comparar las concentraciones de los complejos
incluidos parcialmente (0,14 y 0, 49 uM) con el
cisplatino (6,87 uM), se evidenci6 que las concen-
traciones inhibitorias de los complejos incluidos
fueron mucho mas bajas que las del cisplatino.
Estos resultados indican que los complejos de
paladio incluidos parcialmente en la beta-ciclo-
dextrina requirieron concentraciones hasta 10
veces menores que la del cisplatino para alcanzar
la Cl,, en la linea celular MCF-7 (cuadro 1). Este
efecto probablemente esté asociado con la mayor
solubilidad de los complejos, lo cual puede contribuir
a incrementar su actividad sobre el blanco celular.

Cuadro 1. Valores de la concentracion inhibitoria media (Cl,,
en puM) de los ligandos de tiosemicarbazonas y sus complejos
de paladio (Il) en la linea celular MCF-7

MCF-7
Ligandos TSC y complejos de paladio (Il)  Cl, (uM) DE *
(MePhPzTSC) 1,4 3,6
[Pd(MePhPzTSC)2] 0,57 4,6
[Pd(MePhPzTSC)2] «B-CD 0,14 3,0
(Ph 2PzTSC) 29 1,9
[Pd(Ph2PzTSC)2] 1,24 7.9
[Pd(Ph2PzTSC)2] «B-CD 0,49 2,7
Cisplatino 6,87 1,9

Cl,,: concentracion inhibitoria del 50 % de la proliferacion celular
DE: desviacion estandar
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En la visualizacion con el microscopio de luz
invertida, se evidencié que las células MCF-7
no tratadas con los complejos de paladio (II)
parcialmente incluidos en la beta-ciclodextrina exhi-
bian una morfologia epitelial en monocapa. Sin
embargo, al tratarlas con los complejos de paladio
(I) parcialmente incluidos en beta-ciclodextrina,
perdieron la morfologia epitelial y el contacto con
las células vecinas y adquirieron una morfologia de
células redondas, cambios que serian compatibles
con el proceso de muerte celular (figura2 ay b).

Con el fin de determinar si el efecto inhibitorio
observado en las MCF-7 se producia en otras lineas
celulares, se probaron los complejos de paladio
con otras dos, la HTC-15y la PC-3, y se evidencié
que el complejo Pd(MePhPzTSC)2]-B3-CD en las
MCF-7 requeria una concentracion inhibitoria
menor que en las otras dos lineas celulares,
mientras que el complejo [Pd(Ph2PzTSC)2] «B-CD

Figura 2. Imagen por microscopia de luz invertida de: a. la linea
celular humana de cancer de mama MCF-7 sin tratamiento,
y b. las células tratadas durante 24 horas con 0,14 pM de
[Pd(MePhPzTSC)2]-+B-CD, 200X

Citotoxicidad de los compuestos de paladio (Il) en la beta ciclodextrina

se comportaba de forma similar en las tres lineas
evaluadas. Sin embargo, los compuestos incluidos
parcialmente en la beta-ciclodextrina presentaron
accion citotdxica en las lineas celulares exploradas
con concentraciones inhibitorias inferiores a 10 uM
(cuadro 2).

Efecto inhibitorio de los complejos [Pd
(Ph2PzTSC)2]*B-CD, [Pd(MePhPzTSC)2]*B-
CD en las células mononucleares de sangre
periférica

Para indagar sobre el posible efecto secundario de
los complejos de paladio (1) en células normales no
tumorales, se ensayaron también en células mono-
nucleares de sangre periférica con los valores de Cl,
determinados para cada uno. Como se evidencia en
la figura 3, el complejo [Pd(MePhPzTSC)2]-B-CD
inhibié en un 5 % la proliferacion celular inducida
por 20 ug/ml del agente mitégeno fitohemaglutinina
(PHA); estos datos indican que, aunque el complejo
[Pd(MePhPzTSC)2]+B-CD requirié una Cl_, menor
(0,14 uM), fue poco téxico para las células normales
y en ningln caso alcanzé a inhibir el 50 % de la
poblacién celular normal, porcentaje de inhibicién
gue si se evidenci6 en la linea tumoral MCF-7.
Discusion

Desde los afios 90, el National Cancer Institute
de los Estados Unidos publica datos sobre la
citotoxicidad en diversas lineas celulares con la
finalidad de detectar in vitro medicamentos contra
el cancer. En este contexto, se han presentado
como promisorios aquellos que recurren a com-
puestos de metales pesados (rodio, paladio,
plata, iridio platino, oro, mercurio, estafio, plomo,
antimonio y bismuto, entre otros) y de ligandos
de las tiosemicarbazonas. Los resultados del
perfil citotéxico indican que tienen especificidad
frente a ciertas células tumorales, segln sus
propiedades (27).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
gue los ligandos libres MePhPzTSC y Ph2PzTSC,
los complejos metalicos de paladio (ll) libres
Pd(MePhPzTSC)2y Pd(Ph2PzTSC)2y sus respec-
tivos compuestos de inclusion parcial en la beta-
ciclodextrina, presentan propiedades citotéxicas
en la linea celular MCF-7 y en otras, como la HCT-
15 y la PC-3. Asimismo, la Cl,, en las MCF-7 se
logré con dosis menores que las de los compues-
tos de inclusion parcial de paladio (ll) en la beta-
ciclodextrina. Los complejos [Pd(MePhPzTSC)2]«B-
CD y [Pd(Ph2PzTSC)2]+B-CD exhibieron un mayor
efecto citotoxico contra la linea celular MCF-7
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Cuadro 2. Comparacion de la concentracion inhibitoria media (Cl,,en uM) de los complejos de paladio (Il) parcialmente incluidos
en la beta ciclodextrina para las lineas celulares MCF-7, HCT-15y PC-3

Complejos de paladio (ll) parcialmente
incluidos en la beta ciclodextrina

Cl, (uM)
Lineas celulares

MCF-7 HCT-15 PC-3
Pd(MePhPzTSC)2] «B-CD 0,14 DE+3 0,40 DE+1,4 0,29 DE+2,7
[Pd(Ph2PzTSC)2] +B-CD 0,49 DE#+2,7 0,34 DE+1,1 0,49 DE+0,5

Cl,,: concentracion inhibitoria del 50 % de la proliferacion celular; DE: desviacion estandar

Células mononucleares de sangre periférica

Porcentaje de proliferacion
(2]
o

1,4 pM
(MePhPzTSC)

0,14 uM
[Pd(MePhPzTSC)2]+3-CD

2,9 uM
(Ph 2PZTSC)

0,49 UM
[Pd(Ph 2PZTSC)2]3-CD

Figura 3. Efecto citotoxico registrado en las células mononucleares de sangre periférica tratadas durante 24 horas con los
ligandos MePhPzTSC (1,4 uM), Ph 2PzTSC (2,9 uM) y los complejos de paladio parcialmente incluidos en la beta ciclodextrina
[Pd(MePhPzTSC)2]-3-CD: 0,14 pM, y [Pd(Ph2PzTSC)2]+B-CD: 0,49 pM. La proliferacion se evalué mediante el ensayo de la

sulforodamina B.

dependiente de la dosis, lo cual podria relacionarse
con una mayor solubilidad y biodisponibilidad de
los complejos cuando se forman los compuestos de
inclusion. La inclusion parcial de los complejos de
paladio (Il) [Pd(MePhPzTSC)2] y [Pd(Ph2PzTSC)2]
en beta-ciclodextrina facilita su transporte y aumenta
su biodisponibilidad a través de la membrana y
hacia el sitio de accion dentro de la célula por las
interacciones entre moléculas del tipo de van der
Waals o enlaces de hidrogeno.

Segun el concepto de Overtone de permeabilidad
celular, la membrana lipidica que rodea la célula
favorece el paso de materiales solubles a lipidos,
ya que esta caracteristica es un factor importante
de control de la actividad (28). La polaridad del
ion de paladio (ll) se reduce por la superposicion
de los orbitales del ligando y el intercambio
parcial de carga positiva del ion metalico a los
atomos donadores del ligando, lo que aumenta
la deslocalizacién de electrones sobre el quelato,
mejora el comportamiento lipéfilo de los complejos
y, €n consecuencia, incrementa la penetraciéon
del complejo en la membrana de lipidos. De esta
manera, los sitios de union de metales en las
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enzimas de los organismos se bloquean, lo cual
probablemente perturba el proceso de respiracion
de la célula e inhibe la sintesis de las proteinas,
restringiendo el crecimiento celular (28,29). Ademas,
el mecanismo de accion de los complejos de
inclusion parcial puede implicar la formacién de un
enlace de hidrogeno mediante el grupo azometino
(-C=N) del complejo con los centros activos de los
componentes de las células, lo cual resulta en la
interferencia de su proceso normal.

Uno de los efectos no deseados de muchos far-
macos antineoplasicos es su efecto tdxico sobre
los leucocitos de sangre periférica (30), por lo
gue su vigilancia durante la terapia oncologica es
fundamental. Por ello, se decidi6é probar su efecto
toxico sobre los linfocitos normales. Los resultados
evidenciaron que ninguno de los compuestos
analizados mostré actividad inhibitoria significativa
sobre las células mononucleares de sangre
periférica activadas, lo cual sugiere que tienen
baja toxicidad en las células linfoides normales.

Los compuestos de inclusion parcial de paladio (11)
disminuyen en 50 % la proliferacion de las células
MCF-7 con concentraciones menores de 3 uM
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(figura 2, cuadro 1), las cuales son inferiores a las
reportadas en la literatura cientifica, pues la Cl,; en
la linea celular MCF-7 fluctla entre 4,41 y 100 uM
(9,31). Ladiferencia en la Cl, puede estar asociada
con la mayor solubilidad y estabilidad fisicoquimica
producto de la inclusién en la beta-ciclodextrina
del complejo de paladio (Il) (24,32). Otros autores
han propuesto diferentes metodologias para
mejorar la actividad de los complejos de paladio
(1), por ejemplo, la modificacion de la proporcién
del ligando de las tiosemicarbazonas, con una Cl
de 0,13 uM (10), comparable con las reportadas
en este estudio en la linea celular MCF-7, y la
del complejo [Pd(MePhPzTSC)2] parcialmente
incluido en la beta-ciclodextrina, con una Cl, de
0,14 pM.

La adicién de beta-ciclodextrina se ha ensayado
en otros farmacos, como los antihelminticos, y
se ha evidenciado un incremento significativo de
su eficacia con menores dosis (33), por lo que
esta estrategia es una alternativa para el disefio
de otros complejos de metales de transicion que
tengan potencial actividad antineoplasica. Las beta-
ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos que
forman complejos de inclusién en una variedad
de moléculas hidrofébicas (34), por lo cual se
considera que confieren mayor solubilidad y
estabilidad a las propiedades biolégicas de las
moléculas (30), efecto que se veria potenciado
por las propiedades farmacolédgicas de los com-
plejos de paladio (cuadro 1, 2) en la inhibicion
de la sintesis de ADN o por unién no covalente
con el ADN, ocasionando asi la muerte celular
y logrando un mayor efecto con menores dosis,
sin afectar de manera significativa las células
linfoides normales.

Ademas, las células MCF-7 tratadas con los com-
puestos de paladio (Il) de las tiosemicarbazonas
mostraron una morfologia similar a las células en
apoptosis. Recientemente, se ha logrado discernir
parte de los eventos moleculares asociados con la
actividad citotoxica de estos complejos. Las células
expuestas a ellos exhiben cambios asociados con
la apoptosis, tales como la ruptura de la doble
hélice de ADN, asociados con la activacion de la
caspasa 3/7, y la condensacion y fragmentacién
de la cromatina nuclear, eventos que se observan
incluso en ausencia del gen p53, el Bax o la
caspasa 3 (35). Este hallazgo es prometedor,
pues la mayoria de las células cancerigenas que
son resistentes a la muerte celular se asocian
con mutaciones en el p53, en la caspasa 3 0 en
miembros de la familia de las Bcl2 (36).

Citotoxicidad de los compuestos de paladio (Il) en la beta ciclodextrina

Por dltimo, estos resultados sugieren que los com-
plejos de paladio (II) modificados con la inclusion
parcial en la beta-CD ([Pd(MePhPzTSC)2]-B-CD
y [Pd(Ph2PzTSC)2]-B3-CD), pueden considerarse
como posibles agentes quimioterapéuticos debido
a su potencial efecto citotoxico en las lineas
celulares MCF-7, HCT-15 y PC-3, induciendo la
muerte celular y, en consecuencia, el bloqueo de
la division celular.

Se propone, entonces, estudiar la beta-ciclodextrina
como una nueva alternativa de medicamento
antineoplasico, optimizando su biodisponibilidad y
reduciendo los efectos tdxicos no deseados en las
células normales. Tales estudios deberan evaluar
Su accion citotéxica en otras lineas celulares, para
establecer su sensibilidad frente a estos complejos
y los eventos moleculares que determinan el
efecto citotdéxico de la inclusion parcial de los
complejos de paladio (llI) en la beta-ciclodextrina
en las células neoplésicas.
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Introduction: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus is a frequent pathogen at critical care
services. Its presence leads to increased hospital stays and mortality risk in patients with bacteremia.
However, the etiology of this resistance marker has not been fully studied.

Objective: To identify risk factors associated with the emergence of methicillin-resistant S. aureus
bacteremia in critically ill patients treated at intensive care units in Bogota, Colombia.

Materials and methods: We conducted a retrospective paired case-control study, nested in a cohort
of patients diagnosed with S. aureus bacteremia and treated at intensive care units between 2006 and
2008 in Bogotéa. Cases were patients with positive blood culture to methicillin resistance, matched in a
1:1 ratio with methicillin-sensitive controls isolated from the same institution and hospitalization year.
We used conditional logistic regression to analyze the risk factors associated with the presence of
resistance, with emphasis on prior antibiotic therapy.

Results: We included 372 patients with S. aureus bacteremia. Factors such as the use of pre-hospital
devices: vascular (OR=1.986, 95% CI 1.038 to 3.801) and urinary (OR=2.559, 95% CI: 1.170 to
5.596), along with the number of previously used antibiotics, were associated with the emergence
of resistance. The number of antibiotics used previously was determined to have a gradient effect,
particularly carbapenems.

Conclusions: The rational use of antibiotics and surveillance of exposure to surgical procedures or
use of invasive devices are interventions that could diminish the emergence of methicillin-resistant S.
aureus bacteremia causes.

Key words: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; risk factors; drug resistance, microbial;
intensive care units; case-control studies.
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Factores de riesgo de la resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus causante de
bacteriemia: estudio multicéntrico de casos y controles emparejados

Introduccion. Staphylococcus aureus resistente a la meticilina es uno de los agentes patégenos mas
frecuentes en las unidades de cuidados intensivos. Su presencia prolonga las hospitalizaciones y
aumenta el riesgo de mortalidad en los pacientes con bacteriemia. Sin embargo, la etiologia de este
marcador de resistencia no ha sido completamente estudiada.

Objetivo. Determinar los factores asociados con la aparicién de S. aureus resistente a la meticilina
causante de bacteriemia en pacientes atendidos en unidades de cuidados intensivos en Bogota.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio retrospectivo de casos y controles emparejados, anidado
en una cohorte de pacientes con diagndstico de bacteriemia por S. aureus atendidos en unidades
de cuidados intensivos de Bogota entre 2006 y 2008. Los casos fueron pacientes con hemocultivo
positivo para resistencia a la meticilina, emparejados 1 a 1 con controles con hemocultivos sensibles
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a la meticilina de la misma institucion y afio de hospitalizacién. Se analizaron mediante regresion
logistica condicional los factores de riesgo asociados con la presencia de resistencia, con énfasis en
el tratamiento previo con antibiéticos.

Resultados. Se incluyeron 372 pacientes con bacteriemia por S. aureus. Factores como el uso de
dispositivos previos a la hospitalizacion: vasculares (Odds ratio, OR=1,986; IC,, 1,038-3,801) y
urinarios (OR=2,559; IC,,,, 1,170-5,596), asi como el nimero de antibiéticos administrado previamente,
se asociaron con la aparicién de resistencia. Se registré un efecto de gradiente con el nimero de
antibiéticos usados previamente, especialmente carbapenémicos.

Conclusiones. El uso racional de antibidticos y la vigilancia de la exposicion a procedimientos
quirdrgicos o al uso de dispositivos invasivos, son intervenciones que podrian disminuir la aparicion de
S. aureus resistente a meticilina causante de bacteriemia.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; factores de riesgo; farmacorresistencia
microbiana; unidades de cuidados intensivos; estudios de casos y controles.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3193

Risk factors for methicillin-resistant S. aureus bacteremia

The emergence of resistant microorganisms is a
worldwide phenomenon with serious implications
on the quality of care and the efficiency of health
services (1). Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) is one of the principal microorga-
nisms that cause infections in hospitals, especially
in intensive care units (ICU). Bloodstream infections
are notable among those caused by this agent
(2). Methicillin resistance has been shown to
impact clinical and economic outcomes negatively,
particularly in terms of increased morbimortality and
duration of hospitalization, as well as the demand
for additional interventions to mitigate its clinical
impact (3,4). The emergence of MRSA in the ICU
is a priority problem because of the convergence of
factors in critically ill patients such as the existence
of comorbidities involving immune response effects,
intensive use of devices and antibiotics and the
circulation of resistant strains (5). To reduce the
effect of the infection, studies have recommended
anticipating the diagnosis of methicillin-resistant S.
aureus and administering appropriate and timely
therapy (6,7).

In order to classify patients who could become
infected with MRSA, proven risk factors must be
evaluated in advance to compensate for the current
limitations in determining an early diagnosis (6).
MRSA bacteremia emergence among ICU patients
has been associated with several factors, which
can be classified according to three groups: a)
those related to the microorganisms, primarily the
spread of resistant clones (8); b) those associated
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with the host, which include age, sex, presence
of comorbidities (particularly chronic illnesses),
previous use of antibiotics and invasive devices
(9-12), and c) the characteristics of hospital and
community environments (9,11,13), particularly
previous use of antibiotics given the high risk
associated with this factor and the control of cross-
transmission of microorganisms.

In Colombia, the rates of resistance to methicillin
in S. aureus bacteremia are roughly 33% of all
isolates. In spite of a decreasing trend in MRSA,
both mortality as well as negative outcomes for
the health system continue to be of concern (14).
The early identification of patients with MRSA
bacteremia and interventions to prevent risk
factors related to its emergence can contribute
to mitigating the phenomenon. Nevertheless, no
studies exist in Colombia that adequately identify
the factors associated with the emergence of
methicillin resistance in patients with bloodstream
infections treated in intensive care units. Therefore,
the present study, conducted in a hospital network
in the city of Bogota, Colombia, determined the
factors associated with the emergence of MRSA as
a causal agent of bacteremia in critically ill patients
treated at the ICU.

Materials and methods
Design and participants

This was a case-control study of patients diagnosed
with S. aureus bacteremia selected from 41 intensive
care units at 18 public and highly complex hospitals
in Bogota between January 2006 and December
2008. Cases were defined as patients over 15
years of age hospitalized in the ICU with methicillin-
resistant S. aureus bacteremia confirmed by blood
culture according to the criteria established by
infection surveillance systems used in Colombia
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(15). Methicillin resistance was determined using
the automated systems VITEK® (bioMérieux Inc.,
Marcy I'Etoile, France) and MicroScan® (Siemens
Healthcare Diagnostics Inc; Tarrytown, New York,
United States). We selected controls among patients
with methicillin-susceptible S. aureus bacteremia
(MSSA) in the institution where each case was
diagnosed during the same year of hospitalization.
The relationship between cases and controls
was 1:1. We excluded patients with polymicrobial
bacteremia and those for whom a legible clinical
chart was unavailable, or who had previously
been included in the study (second isolate).

Definition and recording of variables

A medical team trained in using standardized
tools to record information collected demographic
and clinical information from the medical record
of each individual. Questions and discrepancies
in the recording of the information were resolved
in a committee composed of infection control
professionals at each institution.

We defined use of antibiotics prior to hospitalization
as exposure to intravenous antibiotics three months
before the bacteremia of interest, and the use of
invasive devices as reported clinical history of their
use prior to hospitalization or while hospitalized
prior to admittance to the ICU. We classified devices
as central vascular (central venous -catheter,
transcutaneous pacemaker, prosthetic valve,
endovascular catheter, artery vein fistula and
acute dialysis catheter); respiratory (endotracheal
tube, thoracostomy tube, mediastinal tube, pleural
catheter and tracheotomy cannula); urinary (gall
bladder catheter, cystostomy and nephrostomy
catheter); gastrointestinal (prosthesis, biliary cathe-
ter, peritoneal catheter, nasogastric, orogastric and
nasojejunal tubes, gastrostomy, ileostomy and
colostomy), and other devices (central nervous
system catheter, orthopedic devices and drainages).

We defined “history of surgery” as a report of at
least one major surgical procedure within 30 days
prior to the blood culture with which the bacteremia
was diagnosed, or report of surgery within the
previous 12 months in the case of prosthetic
implant material, and “history of ICU stay” as a
clinical history of at least one day of hospitalization
in an ICU unit prior to the bacteremia and up to 6
weeks prior to admittance to the hospital.

Comorbidities were obtained by disaggregating the
Charlson’s index (16), which includes: Peripheral
vascular disease, peptic ulcer, connective tissue
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disease, hepatic disease, AIDS, hemiplegia and
dementia. The cancer category was disaggregated
by patients with hematological tumors, solid
tumors with metastasis and solid tumors without
metastasis. Any patient with the following history
was considered immunosuppressed: Use of corti-
coids over 20 mg per day for more than 15 days,
chemotherapy during the six previous months,
history of transplants, severe malnutrition or
albumin <2.5 mg/dl, uncontrolled diabetes mellitus,
organ failure (cirrhosis of the liver or renal insuf-
ficiency), neoplasm, HIV infection, autoimmune
disease, severe burn and primary genetic immune
deficiency disorder.

The primary infection site was defined as the likely
location of the origin of the bacteremia according
to the treating physician. This was classified based
on the criteria described by Calandra, et al. (17), for
infections in the ICU and Horan, et al. criteria (CDC)
as: Vascular, respiratory, skin and soft tissues, and
others, which included those less frequent (urinary,
gastrointestinal, central nervous system, orthopedic
and mediastinal origins) (15).

Statistical analysis

We described quantitative variables using central
tendencies and dispersions and qualitative varia-
bles with absolute and relative frequencies
based on the profile of susceptibility to S. aureus.
The association between risk factors and the
emergence of resistance was evaluated with crude
and adjusted estimations using conditional logistic
regression (18,19), based on the pairing conducted
at each institution. To construct the adjusted
model, we selected variables reported in the
literature and progressively eliminated them using
the backward stepwise technique. To evaluate
the association between type of previous antibiotic
use and methicillin resistance, we adjusted
individual models for each group of antibiotics:
Beta-lactams, non-carbapenems, carbapenems,
quinolone, aminoglycosides and vancomycin. For
each case, the final models only included variables
with a significance level of p<0.05. All the analyses
were performed with the Stata version 12 statistical
package (20). The figures were designed with
GraphPad®, Version 6.05 (Trial) (GraphPad
Software, Inc. La Jolla, CA, USA) (21).

Results

We included 372 subjects in the study, 186 cases
of MRSA bacteremia, and 186 MSSA bacteremia
paired by institution and year.
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Table 1 summarizes the distribution of the
baseline characteristics and differences among
groups. No statistically significant differences
were observed among groups in terms of sex
(p=0.250), age (p=0.918), comorbidities (p=0.340),
immunosuppression (p=0.34), history of previous
hospitalization (p=0.31), previous stay in the ICU
(p=0.21), primary infection site (p=0.56) or known
source of infection (p=0.69). Although no significant
differences were found in history of invasive
devices prior to hospitalization (p=0.36), some
differences were observed among the subgroups
corresponding to type of device.

We demonstrated significant differences between
MRSA and MSSA with regard to history of previous
surgery (67.2% vs. 39.2%), use of devices prior to
hospitalization (94.6% vs. 84.9%), history of previous
intravenous antibiotic use (76.9% vs. 30.6%) and
place where the bacteremia was acquired.

The multivariate analysis (Table 2) demonstrated
an association between the presence of MRSA and
history of use of vascular catheters (OR=1.986;
95% CI: 1.038-3.801) and of urinary catheters
prior to hospitalization (OR=2.559; 95% CI: 1.170-
5.596).The previous use of intravenous antibiotics
was also associated with the emergence of
methicillin resistance. In addition, a gradient related
to the number of antibiotic families used was found
in the study population: One family (OR=4.565;
95% CI: 2.541-8.203), two families (OR=12.405;
95% CI: 5.286-29.111) and three or more families
(OR=31.742; 95% CI: 8.967-112.367).

The effect of the type of antibiotic, adjusted by
history of previous surgery and presence of urinary,
respiratory and vascular catheters is summarized in
figure 1. We found that the effect of carbapenems
on the emergence of MRSA was greater than
that of quinolone, beta-lactams, aminoglycosides
and vancomycin.

Discussion

Previous intensive exposure to antibiotics emerged
as the main risk factor for the presence of MRSA
as a causal agent of bacteremia in the ICU of the
hospital network in the city of Bogota, Colombia.
The previous use of vascular and urinary catheters
had a similar effect. The presence of these
histories should serve as an alert to identify at-
risk populations so as to anticipate and prevent
the negative consequences of MRSA infection (7).
Our study suggests that for S. aureus infections,
the combined exposure to antibiotics and poor

Risk factors for methicillin-resistant S. aureus bacteremia

measures to control the infections increase the
risk of resistance, as demonstrated with other
microorganisms (22).

In Latin America, a study by Porto, et al. demon-
strated a similar relationship between the presence
of MRSA and the use of high dosages of cepha-
losporins, carbapenems and vancomycin as a
monotherapy or in combination (10). As shown in
figure 1, we independently identified the effects of
the different types of antibiotics on the emergence of
MRSA. The present study shows that the previous
use of carbapenems has a significant effect on
the emergence of methicillin resistance, followed
by other effects also reported in the literature
such as previous use of vancomycin, quinolone
and beta-lactams (in order of importance) (23).
This result can be found online in an earlier
investigation by Tacconelli, et al., which identified
the association of this family of antibiotics with the
emergence of resistant microorganisms in hospitals,
indicating patterns of consuming broad spectrum
antimicrobials which should be reviewed locally
(24). The indiscriminate use of antibiotics has been
described as a factor that exerts selection pressure
on S. aureus resistant clones in the health-care
setting (8).

The use of invasive devices as a risk factor for
the presence of MRSA in bloodstream infections
has been proven by earlier studies, as reported
by Carnicer-Pont, et al. (12). The study by Porto,
et al. also determined that a history of vascular,
respiratory and gastric catheters represented a risk
factor (10). The increased risk of MRSA infection
can be explained by factors such as bacterial
colonization of devices, greater exposure to mani-
pulation and therefore to cross-transmission, and
increased exposure to the use of prophylactic
antimicrobials which could have a selective effect
on the microorganism. An investigation performed
at the same time as this study in one of the
participating institutions identified a clonal spread of
S. aureus among patients in the ICU, demonstrating
this microorganism’s enormous potential for cross-
transmission (25).

The presence of comorbidities and the immuno-
logical status of patients have been presented
previously as risk factors for the presence and
prognosis of MRSA as a causal agent of bacteremia
(9,10). Nevertheless, this was not proven in the
study population. These variables may have been
underreported due to the quality of the information
given the retrospective nature of the information and
the difficulty of verification with patient interviews.
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Table 1. Bivariate analysis using conditional logistic regression for factors associated with the emergence of methicillin-resistant S.
aureus bacteremia

Variables MRSA MSSA
(N=186) (N=186)
Risk factors n n p OR Cl 95%
Sex (female) 70 81 0.250 1.27 0.843 1.921
Age (average SD) 58 (19.26) 58 (19.66) 0.918 0.99 0.988 1.010
Immunosuppression * 94 85 0.340 1.22 0.807 1.845
Uncontrolled diabetes 38 28 0.169 1.46 0.849 2.533
Organ failure 30 28 0.775 1.09 0.619 1.900
Cancer 18 15 0.579 1.23 0.593 2.547
Burns 11 11 1.000 1.00 0.343 2.914
Others 26 23 0.512 1.24 0.650 2.367
Comorbidities*
Congestive heart failure 36 47 0.082 0.64 0.387 1.058
Chronic pulmonary disease 31 37 0.319 0.76 0.450 1.295
Acute myocardial infarction 25 34 0.137 0.64 0.359 1.150
Renal disease (>moderate) 31 28 0.741 1.09 0.628 1.922
Cerebrovascular disease 20 26 0.255 0.69 0.372 1.299
Diabetes mellitus type 2 40 32 0.292 1.32 0.786 2.225
Peripheral vascular disease 17 11 0.291 1.52 0.695 3.348
Cancer 20 17 0.601 1.20 0.604 2.386
Others 48 42 0.690 111 0.659 1.875
Previous hospitalization 105 88 0.316 1.33 0.762 2.316
Previous ICU stay 33 23 0.219 1.46 0.795 2.712
Previous surgery 125 73 0.000 3.37 2.180 5.225
Invasive devices when admitted to hospital 86 78 0.363 1.23 0.787 1.924
Type of devices*
Central vascular accesses 166 128 0.000 4.78 2.574 8.900
Respiratory devices 136 88 0.000 3.32 2.103 5.248
Urinary catheters 145 66 0.000 3.04 1.868 4.960
Gastrointestinal devices 92 64 0.002 2.03 1.298 3.179
Others 18 6 0.016 3.18 1.239 8.198
Devices prior to bacteremia during hospitalization 176 158 0.002 3.59 1.629 7.926
Type of devices*
Central vascular accesses 64 37 0.001 2.21 1.361 3.603
Respiratory devices a7 18 0.000 3.22 1.780 5.845
Urinary catheters 29 9 0.001 3.62 1.666 7.907
Gastrointestinal devices 34 11 0.000 3.59 1.756 7.357
Others 18 6 0.782 0.86 0.289 2.544
Antibiotic use prior to bacteremia* 143 57 0.000 7.88 4.893 12.716
Prior to hospitalization 52 22 0.000 3.92 2.005 7.668
During hospitalization 130 44 0.000 8.41 5.151 13.755
Type of antibiotic prior to bacteremia*
Beta-lactams 129 42 0.000 8.48 5.209 13.826
Carbapenems 46 4 0.000 15.46 5.420 44.143
Aminoglycosides 34 5 0.000 8.31 3.158 21.888
Quinolone 26 3 0.000 10.21 3.021 34.544
Vancomycin 30 9 0.000 4.23 1.890 9.474
Place where bacteremia was acquired 0.003 1.34 1.104 1.629
Community** 13 36
Referring institution 26 26 0.015 1.26 1.229 6.840
Hospital, not ICU 42 35 0.002 3.36 1.544 7.340
Hospital, in the ICU 105 89 0.001 3.35 1.659 6.767
Source of infection is known 127 132 0.563 0.87 0.555 1.377
Primary infection site
Vascular 73 74 0.913 0.97 0.635 1.499
Respiratory 24 32 0.238 0.75 0.426 1.318
Skin and soft tissues 18 17 0.859 1.07 0.530 2.137
Others 12 9 NS

*

: Not mutually exclusive variables, **: Reference category, NS: not significant
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Table 2. Factors associated with the emergence of methicillin-
resistant S. aureus bacteremia: Multivariate analysis using
conditional logistic regression

Associated factor OR p Cl
Previous surgery 1.760 0.037 1.034 2.994
Number of previous
intravenous antibiotics*
One 4565 0.000 2.541 8.203
Two 12.405 0.000 5.286 29.111
Three or more 31.742 0.000 8.967 112.367
Urinary catheters prior to
hospitalization 2,559 0.019 1.170 5.596
Central vascular catheters
prior to hospitalization 1.986 0.038 1.038 3.801
Pseudo R?=0.3115. * Reference category: no previous exposure
Quinolone : .
Aminoglycosides - S
Beta-lactams - —a—
Vancomycin - : ———
Carbapenems - ®
0 10 20 30 40

Adjusted odds ratio

Figure 1. Adjusted effect of the type of antibiotic on the emergence
of methicillin-resistant S. aureus bacteremia in the ICU
Estimators adjusted by previous surgery and exposure to
vascular, respiratory and urinary catheters

A history of previous surgery was clearly identified
as a factor associated with MRSA in the global as
well as adjusted models for each type of antibiotic.
The main explanation for this may be related to
the risk of cross-transmission and intensive
exposure to antibiotic use for therapeutic or pro-
phylactic purposes.

Most of the infections were considered to have
been hospital-acquired at the treating institution
(79.0% MRSA vs. 66.7% MSSA) or the referring
institution (14.0% for both groups). We observed a
predominance of infections classified as community-
acquired among patients with methicillin-sensitive
S. aureus (13 MRSA vs. 36 MSSA). Although the
origin of the bacteremia has been associated with
the methicillin resistance level where community-
acquired isolations are predominantly sensitive
to methicillin (14), the multivariate analysis did
not find this to be a risk factor for the presence
of MRSA, despite its bivariate association with
hospital-acquired infection. We did not perform

Risk factors for methicillin-resistant S. aureus bacteremia

the molecular definition of the type of isolations
and their relationships with community-acquired
infection in the present investigation. Some reports
in Colombia have described the presence of USA
300 clones related with SCC mec type IV genes in
patients with multisensitive MRSA infection (8,23),
which changed the predominant clone towards
the end of the 2000-2010 decade (22,26).

The present study was retrospective and did
not include an active search for bacteremia or
colonization. Additional limitations were the lack
of assessment of other variables related to the
presence of MRSA and the use of devices such as
prior colonization of these and other environmental
variables. The results obtained from a hospital
network contribute to the definition of groups at
risk for MRSA infection. The risks were identified
as previous exposure to invasive vascular and
urinary catheters, a history of previous surgery
and previous and intensive exposure to various
antibiotics. The recognition of these risk factors
serves as a guide for health professionals and
services to provide differentiated and anticipatory
care consisting of the best selection of the empirical
antimicrobial therapy, early identification of failure
of the established treatment and the correct
implementation of measures to control infections in
these patients. In order to mitigate the impact of
infection by this microorganism on patients treated
in intensive care units, health services need to
locally define and implement strategies that enable
both the early identification of MRSA infection and
evidence-based management of this population.
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Alteraciones de las células de la microglia del
sistema nervioso central provocadas por lesiones del nervio facial

Jeimmy Ceron?, Julieta Troncoso!?

1 Laboratorio de Neurofisiologia Comportamental, Departamento de Ciencias Fisiologicas, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia
2 Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. El grupo de investigacion del Laboratorio de Neurofisiologia Comportamental de la
Universidad Nacional de Colombia ha descrito modificaciones estructurales y electrofisiolégicas en
neuronas piramidales de la corteza motora producidas por la lesion del nervio facial contralateral en
ratas. Sin embargo, poco se sabe sobre la posibilidad de que dichos cambios neuronales se acomparien
también de modificaciones en las células gliales circundantes.

Objetivo. Caracterizar el efecto de la lesion unilateral del nervio facial sobre la activacién y proliferacion
de las células de la microglia en la corteza motora primaria contralateral en ratas.

Materiales y métodos. Se hicieron pruebas de inmunohistoquimica para detectar las células de la
microglia en el tejido cerebral de ratas sometidas a lesion del nervio facial, las cuales se sacrificaron
en distintos momentos después de la intervencion. Se infligieron dos tipos de lesiones: reversible (por
compresion, lo cual permite la recuperacién de la funcion) e irreversible (por corte, lo cual provoca
paralisis permanente). Los tejidos cerebrales de los animales sin lesion (grupo de control absoluto) y
de aquellos sometidos a falsa cirugia se compararon con los de los animales lesionados sacrificados
1,2,7,21y 35 dias después de la lesion.

Resultados. Las células de la microglia en la corteza motora de los animales lesionados
irreversiblemente mostraron signos de proliferacion y activacion entre el tercero y séptimo dias
después de la lesién. La proliferacion de las células de la microglia en animales con lesion reversible
fue significativa solo a los tres dias de infligida la lesién.

Conclusiones. La lesién del nervio facial produce modificaciones en las células de la microglia de la
corteza motora primaria. Estas modificaciones podrian estar involucradas en los cambios morfolégicos
y electrofisiologicos descritos en las neuronas piramidales de la corteza motora que comandan los
movimientos faciales.

Palabras clave: microglia; células piramidales; corteza motora; rata.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3259

Facial nerve injuries cause changes in central nervous system microglial cells.

Introduction: Our research group has described both morphological and electrophysiological changes
in motor cortex pyramidal neurons associated with contralateral facial nerve injury in rats. However, little
is known about those neural changes, which occur together with changes in surrounding glial cells.
Objective: To characterize the effect of the unilateral facial nerve injury on microglial proliferation and
activation in the primary motor cortex.

Materials and methods: We performed immunohistochemical experiments in order to detect microglial
cells in brain tissue of rats with unilateral facial nerve lesion sacrificed at different times after the
injury. We caused two types of lesions: reversible (by crushing, which allows functional recovery),
and irreversible (by section, which produces permanent paralysis). We compared the brain tissues of
control animals (without surgical intervention) and sham-operated animals with animals with lesions
sacrificed at 1, 3, 7, 21 or 35 days after the injury.

Results: In primary motor cortex, the microglial cells of irreversibly injured animals showed proliferation
and activation between three and seven days post-lesion. The proliferation of microglial cells in reversibly
injured animals was significant only three days after the lesion.

Contribucién de los autores:

Jeimmy Ceron: pruebas de inmunohistoguimica, cortes en criéstato del tejido cerebral, procesamiento de las imagenes de los
tejidos para analisis y conteo celular

Julieta Troncoso: cirugias de lesion del nervio facial, pruebas de inmunohistoquimica, captura de fotografias del tejido cerebral,
analisis de resultados y redaccion del manuscrito.
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Conclusions: Facial nerve injury causes changes in microglial cells in the primary motor cortex. These
modifications could be involved in the generation of morphological and electrophysiological changes
previously described in the pyramidal neurons of primary motor cortex that command facial movements.

Key words: Microglial; pyramidal cells; motor cortex; rat.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3259

En algunos roedores el movimiento activo de las
vibrisas posibilita la exploracion tactil del entorno
inmediato de manera muy precisa y les permite
construir una representacion dindmica de los
objetos a su alrededor (1-3). Cuando los animales
baten activamente sus vibrisas, lo hacen por la
contraccion alternada de los musculos intrinsecos
y extrinsecos del parche de vibrisas, lo cual permite
gue estas se muevan en el plano horizontal hacia
adelante y hacia atrds de manera coordinada,
ritmica y a una gran velocidad (4,5).

Los musculos asociados a los movimientos de las
vibrisas son controlados por motoneuronas cuyos
somas se ubican en el nicleo facial, las cuales, asu
vez, estdn comandadas por multiples estructuras
premotoras (6). En la corteza cerebral, las células
piramidales de la capa V de la corteza motora
agranular medial, o corteza motora primaria de
las vibrisas (Vibrissal Motor Cortex, vM1), actian
mediante proyecciones monosinapticas directas
sobre las motoneuronas del ndcleo del nervio
facial que comandan el movimiento de las vibrisas
(neuronas cortico-faciales) (7). Tanto el talamo
somatosensorial como la corteza somatosensorial
primaria, envian proyecciones a la corteza vM1,
de modo que esto permite ajustar el patréon de
movimientos con base en la informacién sensorial
recibida (8).

La axotomia del nervio facial en roedores se
ha utilizado ampliamente para el estudio de la
plasticidad del sistema sensitivo y motor de las
vibrisas, no solo en las motoneuronas dafiadas y
las células gliales circundantes en el nucleo del
nervio facial, sino también para lo relacionado con
los cambios en otras estructuras cerebrales (9). Se
sabe que después de las lesiones de nervio peri-
férico, las motoneuronas cuyos axones han sido
lesionados sufren cambios que incluyen la retraccion
de su arbol dendritico (10,11), la modificacion de
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sus propiedades electrofisiolégicas (tanto activas
como pasivas) (12-14) y cambios en los niveles de
expresion de determinados genes (15-18).

El Laboratorio de Neurofisiologia Comportamental
de la Universidad Nacional de Colombia se ha
enfocado en evaluar los cambios que se producen
en las neuronas piramidales de la vM1 después de
la axotomia del nervio facial. En tal sentido, se ha
encontrado que estas neuronas corticales que se
proyectan directamente sobre las motoneuronas
lesionadas sufren una retraccion del arbol den-
dritico (19,20) y una disminucion de las espinas
dendriticas apicales y basales, después de la lesion
irreversible del nervio facial (20). Mas aln, se ha
descrito que las propiedades electrofisiolégicas de
las neuronas de la vM1 cambian cuando se produce
la lesién del nervio facial: hay una modificacién en
la frecuencia basal de disparo, en la probabilidad
de disparo como reaccion a estimulos sensoriales
y en el ritmo de estas neuronas después de la
lesiéon (21). En reportes previos a este trabajo se
describe, ademas, que en la corteza motora hay
activacion de los astrocitos y un aumento de la
expresion de la proteina conexina 43 después de
la lesién del nervio facial (22), y una reorganizacion
de los mapas corticales motores después de la
axotomia (23).

Por otra parte, se sabe que, tras lesiones del
sistema nervioso central, el arbol denditrico de
las neuronas sometidas a axotomia y de las
‘denervadas’ se remodela y se registra un aumento
en la expresion de las quimiocinas, las cuales
activan las células de la microglia residentes; se
ha planteado que dicha activacion es necesaria
para que ocurra la remodelacién neuronal después
de una lesion (24,25). Es por esto que las células
de la microglia se consideran los sensores
més sensibles de alteraciones en el sistema
nervioso central. En cerebros sanos, las células
de la microglia residentes poseen largas y finas
prolongaciones moviles con las cuales exploran y
hacen el reconocimiento de su entorno (microglia
en reposo o residente) (26). Ante una lesion
central, un proceso inflamatorio o cualquier otro
evento que perturbe la homeostasis cerebral, las
células de la microglia se activan, es decir, sufren
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un proceso de transformacién que les confiere
la capacidad de liberar una gran cantidad de
sustancias que pueden actuar en beneficio o detri-
mento de las células a su alrededor. En este estado
activo, las células de la microglia pueden proliferar
y migrar hacia el sitio de la lesion, cumpliendo
uno de sus principales roles: actuar como células
capaces de fagocitar desechos celulares, asi
como de promover la secrecién de sustancias que
permiten la supervivencia neuronal (27).

Poco se sabe, sin embargo, sobre la activacion
de las células de la microglia en la corteza motora
después de lesiones periféricas. Nuestro grupo
de investigaciéon publicé recientemente datos que
sugieren que las células de la microglia proliferan
en la corteza motora después de la lesion del
nervio facial. Efectivamente, se ha registrado un
aumento significativo de las células de la microglia
cercanas a las neuronas piramidales de la vM1
después de la lesion irreversible del nervio facial
en ratones transgénicos que expresaban proteina
verde fluorescente en las células de la microglia
(20). A pesar de este dato preliminar, no se conocia
la dindmica de la proliferacion de las células de la
microglia y su posible activacién como reaccion
a la lesién del nervio facial en ratas. Tampoco
se conocian las posibles diferencias en el
comportamiento de las células de la microglia en la
corteza cerebral después de una lesién reversible
del nervio facial, en comparacion con las lesiones
permanentes, es decir, irreversibles.

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue
conocer la dindmica de la activacion de las células
de la microglia que rodean las neuronas piramida-
les de proyeccion cortico-facial después de lesiones
reversibles o irreversibles del nervio facial.

Materiales y métodos
Sujetos

Se utilizaron 40 machos adultos de ratas albinas
(Rattus norvegicus) de la cepa Wistar, de 290 + 30
g de peso, provenientes del Bioterio del Instituto
Nacional de Salud en Bogota. Los animales se
mantuvieron en grupos de cuatro por caja en un
salén con humedad (40 = 5 %) y temperatura (20
+ 3 °C) controladas, sometidos a ciclos de 12
horas de luz y oscuridad (las luces se encendian
a las 7:00 am). Los animales tuvieron acceso ad
libitum a agua y comida, y permanecieron al menos
cuatro dias en el laboratorio antes de cualquier
procedimiento experimental para que se habituaran
a las nuevas condiciones de alojamiento.

Activacion de las células de la microglia por lesién de nervio periférico

Disefio experimental

Los animales se dividieron en cinco grandes
grupos experimentales: de control absoluto (n=4),
de control positivo (n=2), sometidos a falsa cirugia
(n=4), con lesion reversible (n=15) y con lesion
irreversible (n=15) del nervio facial. Los animales
lesionados de forma reversible e irreversible se
dividieron, a su vez, en cinco subgrupos de tres
ejemplares cada uno segun el dia de sacrificio
(1, 3, 7, 21 o 35 dias después de la lesion). Los
animales se asignaron al azar a cada uno de los
13 grupos experimentales. El esquema del disefio
experimental se presenta en la figura 1A.

A  Control absoluto

[——— REC }— Inmuno |

1dia

F— REC |—{ Inmuno |

7 dias

H Control positivo

H Procedimiento simulado

Aclimatacion| |
(4 dias)

H Lesion irreversible del nervio—{ REC —{ Inmuno
1ldia
3dias
7 dias
21 dias
35 dias

{ Lesién reversible del nervio |— REC | Inmuno
1dia
3dias
7 dias
21 dias
35dias

i
M

Figura 1. A. Esquema del disefio experimental. Control
absoluto: animales sin ningun tipo de intervencion quirdrgica;
control positivo: animales con lesion cortical; falsa cirugia:
animales sometidos a falso procedimiento de lesion del nervio
facial; lesion irreversible: lesién por corte de las ramas bucal
y mandibular del nervio facial; lesién reversible: lesion por
compresion de las ramas bucal y mandibular del nervio facial.
REC: tiempo de recuperacion después de la intervencién
quirdrgica; inmuno: procesamiento del tejido cerebral para
estudios de inmunohistoquimica con el anticuerpo Iba-1 para
la deteccion de microglias. B. Lesiéon del nervio facial. En la
lesion irreversible se corta y se retira aproximadamente 1 mm
de las ramas mandibular y bucal del nervio facial. En la lesion
reversible se comprimen las dos ramas con una pinza mosquito
durante 30 segundos en una direccién y durante otros 30
segundos en posicion perpendicular a la primera. VII: séptimo
par craneal (nervio facial). T: rama temporal; Z: rama zigomatica
(en este experimento quedaron intactas).
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Procedimiento experimental

Grupo de control absoluto (C): animales que no
habian sido sometidos a ningun procedimiento
quirargico antes del procesamiento de su tejido
cerebral para los estudios inmunohistoquimicos.

Grupo de control positivo: animales sometidos
a lesién cerebral para corroborar positivamente
la activacién de las células de la microglia. Los
animales se colocaron en un marco estereotaxico
bajo anestesia general con ketamina (100 mg/
kg) y xilazina (10 mg/kg) administradas por
via intraperitoneal y en condiciones asépticas.
Después de afeitar la cabeza del animal, se expuso
el craneo mediante una incision fronto-occipital
para remover la piel. Se removié el periostio
de una pequefia porcién que comprendiera la
corteza motora de las vibrisas del lado derecho
(vM1, coordenadas en el eje antero-posterior (AP):
+1,5; lateral (L): 0,5), y se procedié a perforar
el crdneo con una broca de 1 mm de diametro.
Una vez en la superficie del cerebro, se deslizé
perpendicularmente una aguja de 0,5 mm de
calibre hasta una profundidad de 0,5 cm, aproxi-
madamente. Por dltimo, la piel se suturd con
puntos discontinuos utilizando seda 4-0.

Grupo de animales sometidos a falsa cirugia:
animales sometidos al procedimiento con falsa
cirugia simulando lesion del nervio facial. Bajo
anestesia general con ketamina (100 mg/kg) vy
xilazina (10 mg/kg) administradas por via intra-
peritoneal y en condiciones asépticas, se afeitd
la region periauricular del lado derecho del animal
colocado en decubito lateral. A través de una
incision horizontal de 2 cm por encima del angulo
mandibular se disecaron las ramas bucal y
mandibular del nervio facial manteniendo intacta
su integridad. La incision en la piel se suturd con
puntos discontinuos utilizando seda 4-0.

Grupo de animales sometidos a cirugia de lesion
reversible del nervio facial: animales con posi-
bilidad de recuperacion de la funcion motora.
Bajo anestesia general con ketamina (100 mg/
kg) y xilazina (10 mg/kg) administradas por via
intraperitoneal y en condiciones asépticas, se
afeitd la regién periauricular del lado derecho
del animal colocado en decubito lateral. A través
de una incisidon horizontal de 2 cm por encima
del angulo mandibular, se disecaron las ramas
bucal y mandibular del nervio facial, y se procedid
a la lesion por compresion de cada una de las
ramas (figura 1B). La lesion se hizo presionando
cada rama mediante pinzas mosquito durante 30
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segundos en una direccién y otros 30 segundos en
direccion perpendicular a la primera compresion.
La efectividad de la lesidon se confirmo por esti-
mulacion eléctrica de las regiones proximales y
distales de cada rama lesionada; se la considero
satisfactoria si el animal movia las vibrisas con
la estimulacién eléctrica distal, pero no con la
estimulacion eléctrica proximal de cada una de las
ramas. Los bordes de piel se suturaron con puntos
discontinuos utilizando seda 4-0.

Grupo de animales sometidos a cirugia de lesion
irreversible del nervio facial: animales con paralisis
facial permanente. Bajo anestesia general con
ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg) admi-
nistradas por via intraperitoneal y en condiciones
asépticas, se afeito la region periauricular del lado
derecho del animal colocado en decubito lateral.
A través de una incisién horizontal de 2 cm por
encima del angulo mandibular, se disecaron las
ramas bucal y mandibular del nervio facial y se
procedid a hacer un corte y retirar 1 mm de cada
una de las ramas del nervio facial (figura 1B). La
efectividad de la lesién se confirm6é mediante
estimulacion eléctrica de las regiones proximales
y distales de cada rama lesionada. La lesion se
considerd satisfactoria si el animal movia las
vibrisas con la estimulacion eléctrica distal, pero
no con la estimulacion eléctrica proximal de cada
una de las ramas. Los bordes de piel se suturaron
con puntos discontinuos utilizando seda 4-0.

Evaluacion de la actividad motora

Los movimientos de las vibrisas se monitorizaron
diariamente mediante una camara de video manual
a partir del dia siguiente del procedimiento quirar-
gico, tanto en los animales sometidos a falsa
cirugia como en aquellos lesionados reversible o
irreversiblemente. Cada animal se filmé durante dos
minutos diariamente mientras se le permitia explorar
libremente con sus vibrisas algun objeto novedoso
que el experimentador le presentaba. Esto se hizo
hasta el séptimo dia después de la lesién con los
animales del grupo sometido al procedimiento simu-
lado, momento en el que se sacrificaron para hacer
los estudios de inmunohistoquimica. En el caso de
los animales con lesion del nervio facial, su sacrificio
se hizo enlos dias 1, 3, 7, 21 0 35 de la lesién.

Inmunohistoquimica

Perfusion. A cada animal se lo sometié a sedacion
profunda mediante la administracion intraperito-
neal de uretano en una dosis de 1,6 g/kg. Se abri6
la cavidad toracica para exponer el corazén y se
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insertd una canula en el ventriculo izquierdo, con
el fin de retirar por completo la sangre del animal
mediante perfusion intracardiaca con 40 a 50 ml
de solucion salina al 0,9 %, v fijar el tejido cerebral
con 80 a 100 ml de una solucion de paraformal-
dehido al 4 % preparada en solucién tampoén PBS
(Phosphate-Buffered Saline) 0,1 M (pH 7,4).

Corte con cridstato. Al finalizar la perfusion intra-
cardiaca, el cerebro de cada animal se almacend
en la solucion fijadora. Posteriormente, los cerebros
se transfirieron a una solucién de sacarosa al
30 % durante 72 horas aproximadamente, para
su proteccion en frio. Finalizado este periodo, los
cerebros se congelaron en isopentano en hielo
seco (-70 °C) y se almacenaron en un congelador
a -70 °C, hasta el momento de su seccién. Se
obtuvieron secciones coronales de 50 um de grosor
con un criéstato a una temperatura de -20 °C.
De cada animal se recolectaron y almacenaron
secciones elegidas para visualizar la corteza
motora primaria (eje AP: +3,70 a -0,26) (27).

Anticuerpos anti-lba-1

Para la deteccion de las células de la microglia
se utilizé6 como marcador la proteina Ibal (lonized
calcium binding adaptor molecule 1), la cual se
expresa de forma especifica en macréfragos y célu-
las de la microglia, y es regulada positivamente
ante la activacion de dichas células.

La inmunorreaccion de la proteina Ibal se detecto
empleando el antisuero policlonal producido en
conejo anti-lbal (Wako, Cat. #019-19741). La
unién de antigeno y anticuerpo se revelé mediante
la técnica de avidina, biotina, peroxidasa, con el
kit ABC de Vectastain (Laboratorios Vector, USA,
Ref. PK 6101). Para retirar el anticongelante las
secciones de tejido se lavaron inicialmente dos
veces durante diez minutos en solucién tampon
PBS 0,1 M (pH 7,4). Posteriormente, se bloqued
la peroxidasa enddégena incubando los tejidos en
peroxido de hidrogeno (H,0,) al 1 % durante veinte
minutos; se hicieron cuatro lavados adicionales
con PBS 0,1 M antes de iniciar el bloqueo de los
sitios de union inespecificos con suero fetal bovino
(SFB al 10 %. ABM. Ref. TM999) y gelatina de
piel de bovino (GPB al 10 %. Sigma-Aldrich. Ref.
G6650-100G) durante una hora a temperatura
ambiente y en agitacion.

A continuacién, las secciones se incubaron toda la
noche con el anticuerpo primario (anti-lbal, dilucion
1:1000 en la solucién de bloqueo) a temperatura
ambiente y en agitacion. Al finalizar la incuba-
cion con el anticuerpo primario, se hicieron cuatro
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lavados de cinco minutos en PBS 0,1 M, y se inici6 la
incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado
anti-conejo producido en cabra (Laboratorios Vector,
USA, Ref. PK 6101; 1:250, PB-Triton, SFB al 3 %,
GPB al 10 %), durante dos horas en agitacion a
temperatura ambiente. Después de cuatro lavados
de cinco minutos en PBS 0,1 M, las secciones se
incubaron con solucién de avidina-biotina durante
dos horas, se lavaron nuevamente con PBS 0,1 M,
y se inici6 el proceso de revelado empleando una
solucién de 3,3’-diaminobenzidina (DAB al 0,05 %,
Laboratorios Vector, USA, Ref. SK-4100); la reac-
cién se detuvo retirando la solucion de DAB y
afladiendo PBS 0,1 M. Por ultimo, las secciones
de tejido se montaron en laminas histolégicas para
ser fotografiadas posteriormente.

Andlisis de datos

El analisis de las células de la microglia se hizo
sobre las laminas de histologia con un microscopio
de luz, segun la guia del atlas de coordenadas
estereotaxicas de Paxinos, et al. (28). Las células
positivas para Iba-1 en la corteza vM1 se cuantifica-
ron en las fotomicrografias tomadas con un aumento
de 400X (10X ocular méas 40X objetivo). El nUmero
de célu-las se expresé por campo fotografiado de
280 x 230 um. Para la estimacion del area ocupada
por las células de la microglia, las fotomicrografias
se procesaron con el programa Image J, el cual
permite calcular el area ocupada por las células de
la microglia en contraste con el fondo.

Pruebas estadisticas

Los datos del analisis del conteo de las células de
la microglia, asi como del area total, se sometieron
a pruebas estadisticas de ANOVA de una via
para establecer diferencias significativas entre los
grupos. Se utilizé un valor critico de significacién
de p<0,05. Para las comparaciones pareadas entre
los grupos de control absoluto y de falsa cirugia, se
utilizé la prueba t de Student, con un valor critico
de significacion de p<0,05.

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales, asi como
las condiciones de alojamiento y la disposicion
de los residuos biolégicos y quimicos, se ajus-
taron a la normativa dispuesta en la Ley 84 del
27 de diciembre de 1989. También se observaron
los procedimientos para el manejo y cuidado de
animales de laboratorio recomendados por la Union
Europea (8616091EU) y por los National Institutes
of Health (NIH Guide for the Use and Care of
Laboratory Animals) de los Estados Unidos.
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Todos los experimentos se disefiaron y se efec-
tuaron de tal manera que se ocasionara el menor
sufrimiento posible a los animales, y en su disefio
se garantizé la utilizacién de la menor cantidad
de ejemplares.

Los experimentos recibieron la aprobacién de los
Comités de Etica de las Facultades de Ciencias
(Acta 01 05/2011) y de Medicina (Acta 05/2011) de
la Universidad Nacional de Colombia.

Resultados
Modificaciones de la actividad motora

Los movimientos de las vibrisas de los animales
se filmaron durante cinco semanas mediante una
sesion diaria, a partir del dia después de la lesion
de las ramas mandibular y bucal del nervio facial
derecho. Se estableci6é que, una semana después
de la lesion por compresion unilateral del nervio
facial (lesion reversible), los animales recuperaron
la tonicidad de los musculos intrinsecos de las
vibrisas del lado lesionado; dos semanas después
de la lesién, recuperaron la movilidad, aunque sus
movimientos no eran sincrénicos con respecto al
lado no lesionado, y cuatro semanas después, los
animales recuperaron las caracteristicas normales
de batido de las vibrisas del lado lesionado (arco
de movimiento, velocidad, sincronizacion), en com-
paracion con el lado contralateral no lesionado
(figura 2A).

Por otro lado, los animales sometidos a lesion
por corte del nervio facial (lesion irreversible) no
recuperaron nunca la funcién motora perdida, es
decir, sufrieron una paralisis permanente de las
vibrisas (por lo menos durante las cinco semanas
registradas). Los animales con lesion irreversible
mostraron, ademas, desviacion de la nariz hacia el
lado no lesionado, retraccion de sus vibrisas inmo-
viles durante las dos primeras semanas después
de la lesion y recuperacion parcial de la tonicidad a
partir de la tercera semana (figura 2B), tal como se
habia descrito en experimentos anteriores (19,20).
Por ultimo, los animales sometidos a falsa cirugia,
al igual que los animales con lesién cerebral
(grupo de control positivo), mostraron un batido de
vibrisas indistinguible de aquellos no intervenidos
del grupo de controles.

Corroboracion de la activacion de las células de
la microglia

Se sabe que las células de la microglia se activan
con diversos estimulos y que una microglia activada
se distingue de una residente por su morfologia y
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Figura 2. Modificacion de la funcién motora tras la lesién
del nervio facial. A. Lesion reversible del nervio facial. Los
animales con intervencién simulada movian las vibrisas de
manera ritmica y sincronizada, tal como los animales de control
absoluto. Un dia después de la lesion reversible de las ramas
mandibular y bucal del nervio facial, los animales presentaban
paralisis facial evidenciada por la ausencia de los movimientos
caracteristicos de las vibrisas. A los siete dias de la lesion (7
dias), los animales recuperaron la tonicidad muscular. A las dos
semanas de la lesion (14 dias), se detectaron movimientos de
las vibrisas del lado lesionado aunque sin sincronizacion con
respecto al lado contralateral. A las cinco semanas de la lesién
(35 dias), la recuperacion funcional era completa. B. Lesion
irreversible del nervio facial. Después del corte de las ramas
mandibular y bucal del nervio facial, los animales no recobraron
el movimiento, a pesar de haber recuperado la tonicidad a partir
de la primera semana de la lesion.

capacidad antigénica. Una forma de asegurarse
de que las células de la microglia residentes en
el sistema nervioso central se activen consiste en
provocar un dafio directo en el tejido cerebral.

Tal como se esperaba, los tejidos de los animales
con lesién cerebral (controles positivos) mostraron
claros patrones de activacion de las células de la
microglia, con cambios morfolégicos como reaccion
aldafio cortical (figura 3A). Las células de lamicroglia
se mostraron abundantes y con prolongaciones
celulares gruesas y cortas (figura 3A, izquierda).
En una fotografia con mayor ampliacién, se pudo
observar la morfologia alterada de estas células de
la microglia después de la lesién cerebral (figura
3A). También, se encontraron abundantes células
redondeadas con inmunorreaccion positiva frente
a lba-1 en el sitio de la lesidn (figura 3A), células
redondeadas que podrian ser monocitos infiltrados
en el tejido desde el sistema circulatorio.



Biomédica 2016;36:619-31

Figura 3. A. Inmunorreaccion frente a Iba 1 en animales del
grupo de control positivo (lesién cortical directa). lzquierda:
fotografia representativa de la corteza motora primaria (vM1)
en la que se aprecia la lesion cortical (flecha), la infiltracion de
monocitos en el tejido (circulo) y la activacion de las microglias
(rectangulo) producto de la lesion directa en el sistema nervioso
central. Las fotografias se tomaron un dia después de la lesion
cortical. Barra de calibracion: 200 um. Derecha: ampliacion del
recuadro de la fotografia de la izquierda. Barra de calibracion:
50 pm. B. Inmunorreaccion frente a Iba 1 de los nicleos faciales
de animales sometidos a lesion irreversible del nervio facial
derecho. Arriba, izquierda: fotografia representativa del nuicleo
facial derecho en la que se observa una clara activacion de las
microglias en todo el nicleo del nervio facial (circulo punteado),
es decir, en torno a los cuerpos celulares de las motoneuronas
lesionadas; derecha: ampliacion del recuadro de la fotografia
de laizquierda. Abajo, izquierda: fotografia del niicleo del nervio
facial izquierdo en el que se observan las microglias residentes
sin activacion; derecha: ampliacion del recuadro de la fotografia
de la izquierda. Barras de calibracion, izquierda: 400 pm;
derecha: 50 pum. Las fotografias se tomaron una semana
después de la lesion del nervio facial derecho.

Modificacion de las células de la microglia del
nucleo del nervio facial tras la axotomia

La axotomia del nervio facial es un sistema
experimental ampliamente utilizado para detectar
la activacion de las células de la microglia en el
nucleo de dicho nervio (9). En este modelo experi-
mental, los macréfagos no pueden invadir el nacleo
del nervio facial desde el torrente sanguineo ya
que, tratdndose de una lesién periférica, no hay
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una ruptura de la barrera hematoencefélica. Para
corroborar esto, se examinaron los cambios en la
expresién de Iba-1 en el nlcleo del nervio facial de
los animales sometidos a lesiones irreversibles del
nervio, una semana después de la intervencion.

Como puede verse con poca ampliacién en la
figura 3B (fotografia con poca ampliacion), hubo
un incremento en la inmunorreaccion frente a
Iba-1 circunscrito al nicleo del nervio facial del
lado lesionado. A medida que se utiliz6 un mayor
aumento, se pudieron distinguir células muy tefi-
das, correspondientes a las células de la microglia
activadas que rodean las motoneuronas cuyo
axon habia sido dafiado (figura 3B). Se pudo
observar, ademas, que la forma de estas células
se habia alterado y presentaban grandes somas y
prolongaciones cortas y gruesas.

Expresiéon de Iba-1 en animales sin lesion del
grupo de control

La inmunorreaccion de la proteina Ibal en la vM1
en los grupos de control absoluto y de intervencion
simulada, se presenta en fotografias representa-
tivas de animales de ambos grupos en la figura 4.
Como se puede apreciar, tanto en los animales del

Figura 4. Inmunorreaccion frente a Iba 1 en la corteza motora
primaria de las vibrisas (vM1) de los animales de control. A.
Control absoluto (sin intervencion quirargica). lzquierda: la foto-
grafia representativa de la vM1 muestra microglias con largas
prolongaciones y somas pequefios, correspondientes al fenotipo
de microglia residente sin activacion; derecha: ampliacion de la
fotografia de la izquierda. B. Falsa cirugia. Izquierda: al igual que
el grupo de control absoluto, las microglias en la vM1 presentan
una morfologia caracteristica de células residentes sin
activacion; derecha: ampliacion de la fotografia de la izquierda.
Las fotografias se tomaron una semana después de la falsa
cirugia. Notese que no hay diferencia entre las microglias de
ninguno de los grupos. Barra de calibracion para Ay B: izquierda:
200 pm, derecha: 50 pm.
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grupo de control absoluto como en los sometidos a
falsa cirugia, las células de la microglia presenta-
ban una morfologia similar, tipica de su estado de
reposo (residente), caracterizado por un cuerpo
celular pequefio acompafiado de prolongaciones
largas y ramificadas. Tampoco se presentaron
diferencias entre los grupos en cuanto al patrén de
distribucion celular ni en el nimero de células por
campo (t,=1,16; p=0,29), o en el area ocupada
por las mismas (t(e):0,89; p=0,41).

Activacion de las células de la microglia en la
cortezamotoraprimariadelas vibrisas después
de lalesion irreversible del nervio facial

En la figura 5A se puede apreciar una secuencia
fotografica del patrén de activacion de las células
de la microglia en la corteza motora primaria de
las vibrisas, después de la lesion irreversible del
nervio facial en animales sacrificados en distin-
tos momentos después de la intervencion. En
general, la determinacion del estado de activacion
de las células de la microglia se basa en sus
caracteristicas morfologicas; en estado activo,
estas células presentan, no solo proliferacion, sino
también alteraciones morfoldgicas caracterizadas
principalmente por el engrosamiento y la retraccién
de sus ramificaciones, asi como por cuerpos celu-
lares agrandados. Este patron es semejante al
encontrado en el presente estudio tras la lesion
cortical (figura 3).

La activacion de las células de la microglia en la
vM1 se inici6 de forma rapida tras la lesion del
nervio facial, y fue evidente desde el dia siguiente
de producirse, con un pico maximo a los tres
dias de la lesién, punto en el cual las células
presentaban una morfologia con prolongaciones
mAas gruesas en comparacion con las registradas
en cualquiera de los otros intervalos de tiempo
analizados (figura 5B). La activacion de las células
de la microglia se redujo, aunque continué siendo
evidente, una semana después de la lesién. Tres
semanas después de esta, las células de la micro-
glia recuperaron su morfologia en estado basal
0 de reposo, y se evidenciaron caracteristicas
morfologicas y patrones de distribucion similares a
los observados en la corteza motora de los animales
sometidos a falsa cirugia; estas caracteristicas se
seguian observando cinco semanas después de
la lesion. Vale la pena destacar que la reduccion
en la activacion de las células de la microglia tres y
cinco semanas después de la lesién ocurrid sin que
se recuperara el movimiento de las vibrisas del lado
lesionado, pues la paralisis era irreversible.
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Cuantificacién de las modificaciones de las
células de la microglia en la corteza motora
primaria de las vibrisas después de la lesion
irreversible

El andlisis de varianza revel6 diferencias significa-
tivas entre los grupos en la densidad de células de
la microglia contabilizadas en la vM1 (F, ,,,=62,94;
p<0,001). Especificamente, las comparaciones
mediante el método de Holm-Sidak mostraron
un incremento significativo en la densidad de las
células de la microglia en los grupos de animales
sacrificados a los tres y los siete dias de la lesion
(p<0,001), en comparacion con el grupo sometido
a falsa cirugia. Por otra parte, en los grupos de
animales sacrificados a los 21 y a los 35 dias de
la lesion, este aumento se revirtié, ya que no se
presentaron diferencias significativas en la den-
sidad de las células de la microglia con respecto
al grupo sometido a falsa cirugia (figura 5C).

De igual forma, el andlisis de varianza para comparar
el area ocupada por las células de la microglia
en las vM1, empleada como un indicador de acti-
vacion después de la lesién, mostré diferencias
significativas entre los grupos (F(s, 17=11,54;
p<0,001). Especificamente, las comparaciones
mostraron que a los tres dias de la lesién hubo un
aumento significativo de las células de la microglia
activadas en la vM1, en comparacién con el grupo
de falsa cirugia (figura 5C).

Activacién de las células de la microglia en la
corteza motora primaria de las vibrisas después
de la lesion reversible del nervio facial

En la figura 6A se muestra la secuencia fotografica
correspondiente al patrén de activacion de las
células de la microglia en la vM1 en animales
sacrificados en distintos momentos después de la
compresion de las ramas bucal y mandibular del
nervio facial derecho. El analisis de las fotografias
del procedimiento de inmunohistoquimica reveld
gue hubo proliferacién de las células de la micro-
glia en la vM1 tras la lesién reversible del nervio
facial. Se observaron alteraciones morfologicas
caracterizadas principalmente por engrosamiento
y retracciéon de sus ramificaciones, asi como un
aumento en la cantidad de células por campo, tal
como ocurrié en el caso de la lesion irreversible. Sin
embargo, con la lesion reversible estos cambios
fueron menos notorios y mas transitorios.

Como se muestra en la figura 6A, la activacién
de las células de la microglia en la vM1 se inici6
rapidamente tras la lesién reversible del nervio
facial, y se hizo mas evidente a los tres dias de la
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Figura 5. A. Evolucion de los cambios en las microglias en la corteza motora primaria de las vibrisas (vM1) después de la lesion
unilateral irreversible del nervio facial. Se muestran fotografias representativas de la evolucion de los cambios en las microglias
resultado de los cortes coronales de la vM1 en los animales sacrificados en distintos momentos después de la lesion irreversible del
nervio facial, comparados con el grupo de control sometido a la intervencién simulada: animales sacrificados 1, 3, 7, 21 y 35 dias
después de la lesion irreversible del nervio facial derecho. Barras de calibracion, arriba: 200 um; abajo: 50 um. B. Expresion de las
microglias a los tres dias de la lesion. Se muestra una ampliacion de fotografias correspondientes a los grupos de falsa cirugia a
los tres dias de la lesion, en la cual pueden apreciarse mejor los cambios morfol6gicos y la proliferacion de microglias asociada a
la lesion irreversible a los tres dias de la lesion comparados con el grupo de falsa cirugia. C. Cuantificacion de las modificaciones
en las microglias en la corteza motora primaria de las vibrisas (vM1). Arriba: nUmero de microglias en cortes de vM1 de animales
sometidos a lesién del nervio facial comparados con los sometidos a falsa cirugia; abajo: area relativa ocupada por las microglias
en cortes de vM1 de animales sometidos a lesion del nervio facial comparados con los sometidos a falsa cirugia. *: p<0,01

lesion. Al igual que con la lesion irreversible, a los
tres dias de la lesion reversible las células de la
microglia exhibian prolongaciones méas gruesas en
comparacioén con las observados en cualquiera de
los otros intervalos de tiempo analizados (figura 6B).
A los tres dias de la lesion reversible, la activacion

de las células de la microglia se redujo. A partir de
los siete dias de la lesién retornaron al grado basal
de activacion, y se evidenciaron caracteristicas
morfolégicas y patrones de distribucién similares
a los observados en la corteza motora de los
animales sometidos a falsa cirugia.
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Figura 6. A. Evolucion de los cambios de las microglias en la corteza motora primaria de las vibrisas (vM1) después de la lesion
unilateral reversible del nervio facial. Se muestran fotografias representativas de la evolucion de los cambios en las microglias de
animales sacrificados en diferentes momentos después de la lesién comparados con los del grupo de falsa cirugia en cortes coronales
de la vM1: animales sacrificados 1, 3, 7, 21 y 35 dias después de la lesion. Barras de calibracion: arriba: 200 um; abajo: 50 um. B.
Expresion de las microglias tres dias después de la lesién. Se muestra una ampliacion de fotografias correspondientes a los grupos
sometidos a falsa cirugia y los sacrificados al tercer dia, en la cual puede apreciarse mejor la proliferacion de microglias asociada a la
lesion reversible a los tres dias de la lesion en el grupo sometido a intervencion simulada. C. Cuantificacion de las modificaciones en
las microglias en la vM1. Arriba: nimero de microglias en cortes de la vM1 de animales sometidos a lesién del nervio facial comparados
con los sometidos a falsa cirugia; abajo: area relativa ocupada por las microglias en cortes de la vM1 de animales sometidos a lesién
del nervio facial comparados con los sometidos a falsa cirugia. *: p<0,01

En este caso, la reduccién de la activacion de las
células de la microglia precedio la recuperacion
funcional: si bien los animales comenzaron a mover
nuevamente las vibrisas a partir de la segunda
semana de la lesiéon (dado que se trataba de una
lesion reversible con recuperacion de la funcién,
figura 2), las células de la microglia volvieron a
su estado de reposo a partir de los siete dias de
la lesion, es decir, cuando la recuperacion de la
funcién adn no se habia evidenciado.
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Cuantificacién de las modificaciones de las
células de la microglia en la corteza motora
primaria de las vibrisas después de la lesion
reversible

El andlisis de varianza revel6 diferencias significati-
vas entre los grupos en la densidad de células de
la microglia contabilizadas en la vM1 (F , ,=30,5;
p<0,001). Especificamente, las comparaciones con
el método de Holm-Sidak mostraron un incremento
significativo en la densidad de las células de la
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microglia en los grupos de animales sacrificados
a los tres dias de la lesion (p<0,001), comparados
con el grupo de control sometido a falsa cirugia. Por
otra parte, en los grupos de animales sacrificados
alos 7, 21 y 35 dias de la lesion, dicho aumento
se revirtid, ya que no se presentaron diferencias
significativas en la densidad de las células de
la microglia comparada con la del grupo de falsa
cirugia (figura 6C).

Por el contrario, el analisis de varianza para com-
parar el area ocupada por las células de la microglia
(indicador de activacion) en la vM1 después de la
lesion reversible, no mostrd diferencias significativas
entre los grupos (F,...,=50,2; p=0,6) (figura 6C).

(5,17)"

Discusidn

Una de las estructuras de maximo interés para
nuestro grupo de investigaciéon es la corteza
motora primaria y, ademas, los cambios que se
producen en ella después de una lesion del nervio
facial. En el 2005, Ginevich, et al., demostraron
(7) que en los roedores existe una conexién
monosinaptica directa entre la corteza motora
primaria y el nucleo del nervio facial (proyeccion
cortico-facial motora o vM1) (7). De este modo, y
sabiendo que las motoneuronas lesionadas se
modifican estructural y funcionalmente después
de dafios en sus axones (9), cabe esperar que
también ocurran modificaciones en las células
gue se proyectan sobre ellas. De hecho, se han
descrito modificaciones de los mapas corticales
motores (23), y cambios morfolégicos (19,20) y elec-
trofisioldgicos (21) en las células piramidales de la
vM1 asociados a una lesién del nervio facial. En el
presente estudio, el proposito de la investigacion
fue evaluar los cambios en las células de las
células de la microglia que circundan las neuronas
piramidales de la vM1 después de una lesién del
nervio facial.

Los resultados obtenidos evidenciaron que en
los primeros dias después de la lesién del nervio
facial, se produjo una reaccion controlada en la
vM1 consistente en la proliferacion y la alteracion
morfoldgica de las células de la microglia. Estos
cambios parecen preceder las alteraciones ya
descritas en las neuronas de la corteza motora
primaria, por lo que es necesario estudiar si existe
alguna relacion entre ambos fendmenos y, de
haberla, determinar los mecanismos involucrados.

Resulta relevante que el patron observado de
alteracion de las células de la microglia varié con-
siderablemente entre los animales sometidos a
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lesion irreversible del nervio facial y los sometidos
a lesién reversible. En general, la proliferacion
de las microglias tras la lesion irreversible fue
mas marcada y duradera que en el caso de la
lesion por compresion del nervio facial. De igual
manera, al usar como indicador de actividad el
area ocupada por las microglias tras la lesién, se
puede inferir que la activacién de aquellas que
circundan las células piramidales en la vM1 ocurre,
significativamente, cuando la lesién del nervio
facial es mas grave, es decir, cuando hay corte
del nervio y no hay posibilidad de recuperacién de
la funcién motora.

Se ha establecido que una de las caracteristicas
fundamentales de las microglias es su rapida
activacion como reaccién a cambios patolégicos en
el sistema nervioso central, tales como inflamacion,
isquemia, trauma, tumores o procesos neurodege-
nerativos (27). En este trabajo se corrobord
este hecho tanto en los animales con lesiones
corticales directas (grupo de control positivo),
como en aquellos con lesiones irreversibles del
nervio facial. En estos casos, las microglias
actuarian como células fagociticas, promoviendo
la remocion de desechos, y como promotoras
de la reparacion neuronal (29). De hecho, se ha
establecido claramente que una herida penetrante
en el sistema nervioso central, que cause un dafio
directo en los vasos sanguineos con ruptura de la
barrera hematoencefalica y destruccion neuronal
aguda, produce la diferenciacion de las microglias
en un fenotipo activado que expresa moléculas
antigénicas de superficie, y que libera factores de
crecimiento que facilitarian la supervivencia y la
regeneracion axonal (30).

Probablemente, esto fue lo que sucedid en los
animales del grupo de control positivo en este
estudio. Se ha demostrado, asimismo, que ante
lesiones del nervio facial, las microglias sufren
modificaciones morfolégicas y, ademas, proliferan
y migran al entorno de los cuerpos de las moto-
neuronas cuyos axones han sido sometidos a
corte (29), lo cual se observo en este trabajo. Sin
embargo, lo que cabe preguntarse es por qué
las microglias también proliferan y se activan en
la corteza motora ante un dafio en el sistema
nervioso periférico (nervio facial), en el que la
barrera hematoencefalica queda intacta.

Las microglias en estado de reposo mantienen
una vigilancia dinamica sobre las sinapsis de las
neuronas circundantes, generando interacciones
debidas al movimiento de sus prolongaciones
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largas y finas. Se ha observado que estas interac-
ciones estructurales dependen de la actividad
sinaptica de la neurona (31). De esta manera,
los cambios en las microglias asociados a una
lesion del nervio facial podrian corresponder a
modificaciones sinépticas de la corteza motora
tras la lesion, lo cual es coherente con los cambios
en la actividad electrofisiolégica de las células
piramidales de la vM1 que se proyectan sobre las
motoneuronas lesionadas, tal como se describid
recientemente en otro trabajo de nuestro grupo de
investigacion (19). Estas modificaciones sinapticas
se producirian porque la lesion del nervio facial
provoca una pardalisis de las vibrisas que altera
la llegada de informacion sensorial al sistema
nervioso central: al no poder mover activamente
sus vibrisas, los animales reciben la informacion
sensorial a través de sus bigotes solo de forma
pasiva. Esto, a su vez, modificaria las sinapsis
cortico-corticales entre los sistemas sensorial y
motor. Es probable, entonces, que las microglias
detecten esos cambios, y reaccionen proliferando
y activandose transitoriamente ante la retirada
de entradas sinapticas sensoriales a la corteza
motora, especialmente cuando la lesion del nervio
facial es irreversible.

Por otra parte, también se pudo establecer que
las células piramidales de la vM1 sufren modifica-
ciones morfoldgicas tras la lesion del nervio facial,
incluidas la retraccion de su arbol dendritico y la
poda espinal (20,21). Estas modificaciones también
podrian relacionarse con la presencia de microglias
activadas muy tempranamente en la corteza motora
tras la lesién. De hecho, se sabe que es necesario
el reclutamiento y la proliferacién de las microglias
para que se produzcan alteraciones dendriticas
neuronales después de una lesion (24).

La versatilidad que presentan las microglias para
detectar los cambios resultantes de lesiones
periféricas o centrales, del compromiso inmuno-
I6gico o de situaciones de estrés, se debe, en
gran parte, a la expresién de una variada gama
de receptores para distintas sustancias. Por
ejemplo, en cultivos celulares de microglias se
ha reportado la expresion de receptores adrenér-
gicos, receptores de glutamato (ionotrépicos y
metabotropicos), receptores GABA, receptores de
dopamina, receptores de bradicinina y cierto tipos
de receptores purinérgicos, asi como receptores
para una gran cantidad de citocinas (27). Hace
falta establecer, entonces, si las células pirami-
dales de vM1 realmente reclutan a las microglias
mediante algun tipo de sefial soluble que actia
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sobre receptores en este tipo de células y promueve
su reclutamiento, proliferacion y activacion después
de una lesion. Es interesante destacar que estas
posibles sefales parecen ejercer un efecto mayor
cuanto mas grave sea la lesiéon del nervio facial
(lesion irreversible), en comparacion con las lesio-
nes transitorias reversibles, casos en los que solo
se pudo apreciar un aumento transitorio de la
proliferacion de microglias, pero no su activacion.

Es importante continuar explorando las posibles
implicaciones funcionales de las diferencias en los
patrones de activacion de las microglias observados
en este estudio. El propdsito en trabajos futuros es
explorar las funciones especificas de las microglias
en el sistema nervioso central tras una lesion del
nervio facial y la forma en que dichas funciones
pueden variar dependiendo de si el dafio en el
nervio es o no es reversible.

Conflicto de intereses

Los autores manifiestan que no tienen conflictos
de intereses con relacion a la publicacion de
este articulo.

Financiacion
Este trabajo contd con el apoyo financiero de la

Fundacion para la Promocién de la Investigacion y
la Tecnologia, FPIT-450 (Codigo de Proyecto: 3380).

Referencias

1. Brecht M, Preilowsky B, Merzenich M. Functional archi-
tecture of the mystacial vibrissae. Behav Brain Res. 1997;84:
81-97. http://dx.doi.org/10.1016/S0166-4328(97)83328-1

2. Carvell G, Simmons D. Biometric analyses of vibrissae
tactile discrimination in the rat. J Neurosci. 1990;10:2638-48.

3. Mehta SB, Kleinfeld D. Frisking the whiskers: Patterned
sensory input in the rat vibrissa system. Neuron. 2004;41:
181-4. http://dx.doi.org/10.1016/S0896-6273(04)00002-9

4. Carvell GE, Simons DJ, Lichtenstein SH, Bryant P.
Electromyographic activity of mystacial pad musculature
during whisking behavior in the rat. Somatosens Mot Res.
1991;8:159-64.

5. Berg RW, Kleinfeld D. Vibrissa movement elicited by
rhythmic electrical microstimulation to motor cortex in the
aroused rat mimics exploratory whisking. J Neurophysiol.
2003;90:2950-63. http://dx.doi.org/10.1152/jn.00511.2003

6. Hattox AM, Priest CA, Keller A. Functional circuitry involved
in the regulation of whisker movements. J Comp Neurol.
2002;442:266-76. http://dx.doi.org/10.1002/cne.10089

7. Grinevich V, Brecht M, Osten P. Monosynaptic pathway
from rat vibrissa motor cortex to facial motor neurons
revealed by lentivirus-based axonal tracing. J. Neurosci.
2005;25:8250-8. http://dx.doi.org/10.1523/INEUROSCI.
2235-05.2005



Biomédica 2016;36:619-31

8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

lzraeli R, Porter LL. Vibrissal motor cortex in the rat:
Connections with the barrel field. Exp Brain Res. 1995;104:
41-54. http://dx.doi.org/10.1007/BF00229854

Moran LB, Graeber MB. The facial nerve axotomy model.
Brain Res Brain Res Rev. 2004;44:154-78. http://dx.doi.
0rg/10.1016/j.brainresrev.2003.11.004

Bréannstrom T, Kellerth JO. Recovery of synapses in
axotomized adult cat spinal motoneurons after reinnervation
into muscle. Exp Brain Res. 1999;125:19-27. http://dx.doi.
0rg/10.1007/s002210050653

Peyghambari F, Valojerdi MR, Tiraihi T. A morphometric
study on the early stages of dendrite changes in the
axotomized motoneuron of the spinal cord in newborn rats.
Neurol Res. 2005;27:586-90. http://dx.doi.org/10.1179/
016164105X48743

Gustafsson B. Changes in motoneurone electrical pro-
perties following axotomy. J Physiol. 1979;293:197-215.
http://dx.doi.org/10.1113/jphysiol.1979.sp012885

Laiwand R, Werman R, Yarom Y. Electrophysiology of
degenerating neurones in the vagal motor nucleus of the
guinea-pig following axotomy. J Physiol. 1988;404:749-66.
http://dx.doi.org/10.1113/jphysiol.1988.sp017317

Mentis GZ, Diaz E, Moran LB, Navarrete R. Early
alterations in the electrophysiological properties of rat
spinal motoneurones following neonatal axotomy. J Physiol.
2007;582:1141-61. http://dx.doi.org/10.1113/jphysiol.2007.
133488

Yan Q, Matheson C, Lopez OT, Miller JA. The biological
responses of axotomized adult motoneurons to brain-
derived neurotrophic factor. J Neurosci. 1994;14:5281-91.

Kobayashi NR, Bedard AM, Hincke MT, Tetzlaff W.
Increased expression of BDNF and trkB mRNA in rat facial
motoneurons after axotomy. Eur J Neurosci. 1996;8:1018-
29. http://dx.doi.org/10.1111/j.1460-9568.1996.tb01588

Haas CA, Donath C, Kreutzberg GW. Differential expres-
sion of immediate early genes after transection of the
facial nerve. Neurosci. 1993;53:91-9. http://dx.doi.org/10.
1016/0306-4522(93)90287-P

Schmitt AB, Breuer S, Liman J, Buss A, Schlangen C,
Pech K, et al. Identification of regeneration-associated
genes after central and peripheral nerve injury in the
adult rat. BMC Neurosci. 2003;4:8-20. http://dx.doi.org/10.
1186/1471-2202-4-8

Urrego D, Munera A, Troncoso J. Retraccion a largo
plazo del arbol dendritico de neuronas piramidales cortico-
faciales por lesiones periféricas del nervio facial. Biomédica.
2011;31:560-9. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v31i4.440

Activacion de las células de la microglia por lesién de nervio periférico

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Urrego D, Troncoso J, Munera A. Layer 5 pyramidal
neurons’ dendritic remodeling and increased microglial
density in primary motor cortex in a murine model of facial
paralysis. Biomed Res Int. 2015;2015:482023. http://dx.doi.
0rg/10.1155/2015/482023

Munera A, Cuestas DM, Troncoso J. Peripheral facial
nerve lesions induce changes in the firing properties of
primary motor cortex layer 5 pyramidal cells. Neuroscience.
2012;223:140-51. http://dx.doi.org/10.1016/j.neuroscience.
2012.07.063

Laskawi R, Rohimann A, Landgrebe M, Wolff JR. Rapid
astroglial reactions in the motor cortex of adult rats following
peripheral facial nerve lesions. Eur Arch Otorhinolaryngol.
1997;254:81-5. http://dx.doi.org/10.1007/BF01526185

Franchi G. Time course of motor cortex reorganization
following botulinum toxin injection into the vibrissal pad of
the adult rat. Eur J Neurosci. 2002;16:1333-48. http://dx.doi.
0rg/10.1046/j.1460-9568.2002.02195.x

Rappert A, Bechmann |, Pivheva T, Mahlo J, Biber K,
Nolte C, et al. CXCR3-dependent microglial recruitment
is essential for dendrite loss after brain lesion. J Neurosci.
2004;24:8500-9. http://dx.doi.org/10.1523/INEUROSCI.
2451-04.2004

Shokouhi BN, Wong BZ, Siddiqui S, Lieberman AR,
Campbell G, Tohyama K, et al. Microglial responses
around intrinsic CNS neurons are correlated with axonal
regeneration. BMC Neurosci. 2010;11:13. http://dx.doi.
0rg/10.1186/1471-2202-11-13

Luo XG, Chen SD. The changing phenotype of microglia
from homeostasis to disease. Transl Neurodegener.
2012;1:9. http://dx.doi.org/10.1186/2047-9158-1-9

Kettenmann H, Hanisch UK, Noda M, Verkhratsky A.
Physiology of microglia. Physiol Rev. 2011;91:461-553.
http://dx.doi.org/10.1152/physrev.00011.2010

Paxinos G, Watson C. The rat brain in stereotaxic
coordinates. 6"edition. London, UK: Academic Press; 2007.

Raposo C, Schwartz M. Glial scar and immune cell
involvement in tissue remodeling and repair following
acute CNS injuries. Glia. 2014;62:1895-904. http://dx.doi.
0rg/10.1002/glia.22676

Streit WJ, Graeber MB, Kreutzberg GW. Functional
plasticity of microglia: A review. Glia. 1988;1:301-7. http://dx.
doi.org/10.1002/glia.440010502

Wake H, Moorhouse AJ, Jinno S, Kohsaka S, Nabekura
J. Resting microglia directly monitor the functional state
of synapses in vivo and determine the fate of ischemic
terminals. J Neurosci. 2009;29:3974-80. http://dx.doi.org/10.
1523/INEUROSCI.4363-08.2009

631



Biomédica 2016;36:632-45
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3258

REVISION DE TEMA

Urticaria papular y sus agentes causales en Colombia
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La urticaria papular es una enfermedad alérgica causada por la picadura de insectos, la cual
predomina en el tropico. El objetivo de esta revision fue profundizar en sus aspectos epidemiologicos
e inmunolégicos, particularmente con base en datos publicados en Latinoamérica.

Se hizo unarevision no sistematica mediante la blisqueda electronica de articulos sobre la epidemiologia
de la urticaria papular, las caracteristicas entomolégicas de los agentes causales y los mecanismos
inmunoldgicos asociados.

Segun los diversos reportes de centros médicos de Latinoamérica la urticaria papular es frecuente; el
Unico estudio de prevalencia publicado indica que afecta a una cuarta parte de los nifios escolares de
Bogota. Hay informacidon sobre la relacion causal entre la exposicion domiciliaria a la pulga, la pobreza
y la urticaria papular en Bogotd, una ciudad representativa de las altitudes andinas. No hay estudios
que indaguen directamente sobre los insectos causales en zonas célidas, aunque se sospecha
clinicamente de los mosquitos Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus. En cuanto a su patogenia,
se destaca la participacion de mecanismos celulares que involucran las células colaboradoras Th2, lo
cual explica que sea una condicion de hipersensibilidad retardada. El papel de la inmunoglobulina E
(IgE) en la urticaria papular no esta tan claro. Se desconocen los antigenos derivados de los insectos
gue causan la enfermedad, aunque se plantea que existen moléculas comunes de reaccién cruzada
entre los insectos, tales como el alérgeno Cte f 2 en la pulga, y sus homélogos en los mosquitos.

La urticaria papular es una condicién frecuente en Latinoamérica que debe investigarse en profundidad.
La caracterizaciéon inmunolégica de los componentes moleculares que causan esta condicion puede
resolver interrogantes sobre su etiologia y su patogenia.

Palabras clave: urticaria; insectos; Aedes; Culex; Ctenocephalides; hipersensibilidad.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3258

Papular urticaria: A review of causal agents in Colombia

Papular urticaria is a chronic allergic reaction induced by insect bites, which is common in the tropics.
The objective of this review was to deepen on epidemiological and immunological aspects of this
disease, focused on data published in Latin American countries.

We conducted a non-systematic review of the literature through electronic search on the epidemiology
of papular urticaria, the entomological characteristics of the causative agents and associated
immunological mechanisms.

Several reports from medical centers suggest that papular urticaria is common in Latin America. Only
one epidemiological survey designed to estimate prevalence of papular urticaria has been published,
reporting that about a quarter of children under six years of age is affected by this condition in
Bogota. There is evidence on the causal relationship among exposure to indoor fleas, poverty and
papular urticaria in Bogota, a representative city of the Andean altitudes. Information about causal
insects in tropical warmer areas is scarce, although from clinical reports Aedes aegypti and Culex
quienquefasciatus appear to be the most common. Th2 cellular-mediated mechanisms are involved
in its pathogenesis, which explains its delayed hypersensitivity. The role of immunoglobulin E is not
clear in this disease. Insect-derived antigens directly involved in papular urticaria etiology are unknown.
However, it is possible that common molecules among causal insects mediate cross-reactive reactions,
such as Cte f 2 allergen, found in cat fleas, and its counterparts in mosquitoes.

Papular urticaria is a frequent disease in Latin America that should be further investigated.
Immunological characterization of the molecular components that cause this condition may solve
questions about its pathogenesis.

Key words: Urticaria; insects; Aedes; Culex; Ctenocephalides; hypersensitivity.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i4.3258
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El interés por los efectos de la picadura de insectos
en la salud humana se centra en la transmision de
enfermedades infecciosas como el chikungunya
y el dengue. No obstante, hay otras condiciones
médicas de hipersensibilidad a sus antigenos
que son frecuentes, sobre todo en los paises
tropicales. La urticaria papular, también llamada
prurigo estréfulo, es una de las enfermedades
dermatolégicas mas comunes en los nifios. Aunque
se describid ya hace dos siglos, su relacion con
la picadura de insectos no siempre fue evidente.
En los afios 50, Shaffer, et al., fueron los primeros
en describir en sus estudios cientificos la relacion
causal entre la enfermedad y la exposicion al
agente (1,2).

La urticaria papular se relaciona claramente con
factores geograficos y climaticos, pues depende
de la exposicion a ciertos agentes causales y, en
algunas ocasiones, a condiciones socioeconémicas
asociadas con la pobreza (3,4). En el caso de
Colombia, en las regiones de clima frio predominan
las especies de pulga causantes de la enferme-
dad (Garcia E, Halpert E. Inmunopatogénesis
del prarigo estrofulo causado por la picadura de
pulga en humanos. Informe Técnico Final. 1998.
Cdédigo 6221-04-030-93) (5), en tanto que en las
zonas mas calidas, se asume que las especies
de mosquito, tan comunes en el clima tropical y
en ambientes tanto urbanos como rurales, son las
transmisoras, aunque no hay publicaciones sobre
las caracteristicas de la enfermedad ni sobre su
importancia epidemioldgica. En estas regiones del
pais, el contacto de la poblacién con los insectos
vectores se evidencia en las epidemias de infec-
ciones como el dengue, el chikunguya y el zika
(6). Sin embargo, no se puede descartar que la
urticaria papular sea causada por otros agentes,
como los chinches.

El objetivo de la presente revision fue profundizar
en los aspectos epidemioldgicos e inmunoldgicos
de la urticaria papular, principalmente en los
paises de Latinoamérica. Se hizo una revisidon no
sistematica mediante la busqueda electronica en
PubMed, OvidSP, Scielo y Google académico de
estudios sobre la epidemiologia de la enfermedad,
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las caracteristicas entomolégicas de los agentes
causales y los mecanismos inmunoldgicos aso-
ciados, sin fijar limites de fecha, idioma o tipo
de articulo.

Espectro clinico de las reacciones causadas
por picaduras de mosquitos y pulgas

Las manifestaciones de hipersensibilidad causadas
por la picadura de insectos, principalmente mos-
quitos, incluyen un amplio espectro de condiciones
gue van desde reacciones inflamatorias locales
de tipo inmediato hasta las sistémicas, como la
anafilaxia. En la figura 1 se presenta una propuesta
de clasificacion de condiciones clinicas asociadas
a la hipersensibilidad a la picadura de insectos
gue deben tenerse en cuenta para entender las
particularidades de la urticaria papular, la cual,
probablemente, constituye la de mayor importancia
médica en el trépico.

En los paises de la zona templada, la aparicion
estacional de los mosquitos marca una situacién
diferente para el reconocimiento inmunolégico
de sus antigenos, en comparacion con el que
determina el contacto permanente con ellos de

Urticaria papular, que se puede manifestar con:

- lesiones papulares de aparicion tardia que pueden
ser graves (ampollas), asi como vesiculas y ronchas;

- presencia de ronchas y papulas (reaccion inmediata
o tardia), y

- cicatrices hipocromaticas e hipercromaticas, que pueden
permanecer por meses e inclusive afios

Reaccién alérgica inmediata cuya Unica manifestacion
es la presencia de ronchas

Pacientes con sindrome de Skeeter, es decir que
presentan reacciones locales extensas inducidas por
la picadura de mosquito y fiebre (reaccion tardia)

Reacciones alérgicas sistémicas agudas, incluida
urticaria, angioedema de membranas mucosas

(incluso en laringe) o piel, sibilancias, disnea, hipotensién,
y disminucion o pérdida de la conciencia (anafilaxis)

Casos especiales: los pacientes con inmunodeficiencias
primarias o adquiridas son especialmentes propensos

a desarrollar reacciones exageradas a la picadura de
insectos. En el caso del HIV-sida esta condicion tan
comun (hasta el 46 % de los infectados) se denomina
erupcién papular pruriginosa.

Figura 1. Manifestaciones clinicas después de la picadura
de insectos

633



Lozano AM, Lépez JF, Zakzuk J, Garcia E

los habitantes de la zona térrida. Ya sea porque
este contexto de exposicién antigénica tiene
realmente un efecto inmunomodulador en las mani-
festaciones clinicas, o porque simplemente no se
han reportado los casos respectivos, el hecho es
gue no se conoce la incidencia de las reacciones
sistémicas a la picadura de estos insectos en
nuestros paises. Por ello, y dado que se hizo una
buena caracterizacion clinica, la recopilacion de
las reacciones sistémicas de hipersensibilidad mas
importantes incluydé casos de varios paises del
mundo (Japén, Canada, Suiza y Alemania), todos
ellos paises de clima templado, en los cuales hay
evidencia de que la IgE especifica de la saliva del
mosquito tiene relacién con la enfermedad (7).

Los problemas dermatolégicos asociados a la
picadura de pulga son de presentacion menos
cosmopolita. En algin momento sus infestaciones
en algunas zonas de Norteamérica fueron un
problema (8), de ahi el interés por entender la res-
puesta inmunoldgica frente a sus antigenos, pero
ahora, dada la mejoria de las condiciones higiénicas
en estos paises, es mas comun que se presente en
los paises en desarrollo con climas frios, como los
localizados en las altitudes andinas. Conocemos
poco sobre las manifestaciones clinicas asociadas
a la picadura de la pulga en humanos aparte de
la urticaria papular, y no se conocen casos de
reacciones sistémicas secundarias a su picadura.

La urticaria papular es una enfermedad infla-
matoria cronica causada por la exposicién a la
picadura de artrépodos, siendo los mosquitos y
las pulgas los agentes causales mas comunes,
aunque se sabe de otros insectos capaces de
producir una reaccion cutanea similar (9). Esta
reaccién de hipersensibilidad se puede manifestar
mas comunmente con papulas, pero también,
con ronchas, vesiculas, ampollas y costras.
Ocasionalmente, los pacientes pueden desarrollar
cicatrices hipocrémicas o hipercromicas en la
piel; la enfermedad también produce prurito e
infecciones graves (figura 2).

En el diagndstico de la urticaria papular se tiene en
cuenta principalmente la aparicion de la reaccion de
hipersensibilidad tardia tras la picadura del insecto.
El problema principal en regiones donde los agen-
tes causales son permanentes es que las lesiones
son recurrentes y se pueden presentar todas las
ya mencionadas en un mismo cuadro clinico.

En la valoracién clinica de un paciente con
urticaria papular, normalmente no se observa la
evolucién completa desde sus inicios, razén por
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la cual se destacan los estudios experimentales
gue han permitido conocer la evolucion natural de
la reaccion inmunitaria a la picadura de insectos
en la urticaria papular y su relacion con las mani-
festaciones clinicas. Llama la atenciéon que, en
humanos y en modelos animales, se han apreciado
manifestaciones y patrones inmunolégicos similares.

Hudson, et al., analizaron a un grupo de pacien-
tes con urticaria papular y los expusieron a la
picadura de tres especies de pulga diferentes
(Ctenocephalides felis, Pulex irritans y P. simulans)
en el antebrazo. En un periodo de seguimiento
de 15 dias observaron eritema en el sitio de la
picadura. Luego de 20 minutos, aparecia un habén
que catalogaron como reaccién de hipersensibilidad
inmediata. Al cabo de 24 horas, se desarrollaba
una papula o induracion, o vesiculas, en lo que
se conoce como reaccion tardia. La respuesta a
las tres especies de pulga fue similar. Ademas,
los autores observaron que la gran mayoria de los
pacientes presentaba una reaccion tardia, aunque
no siempre habian tenido una reaccién inmediata
(10). Oka, et al., observaron, por su parte, un patrén
similar de reaccion en un seguimiento clinico de

Figura 2. Lesiones tipicas que se presentan en la urticaria
papular. A. Roncha que aparece como reaccion inmediata a la
picadura de mosquito. B. Cicatrices hipercromaticas cronicas
en el abdomen debidas a la picadura de mosquito C. Lesiones
papulares en la extremidad inferior por picadura de pulga
(reaccion tardia).
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la picadura del mosquito Aedes albopictus en un
grupo de individuos japoneses entre uno y 68 afios
de edad (n=162). Observaron que una proporcién
sustancial de pacientes (65 %) presentaba reac-
cion tardia, acompafada en algunos casos de
una reaccion inmediata, cuya intensidad disminuia
significativamente con la edad (11).

Epidemiologia de la urticaria papular

Es comun que la urticaria papular se presente en
nifios de 2 a 10 afios, aunque los adultos también
pueden verse afectados (12,13). En el cuadro 1
se presenta la frecuencia de la enfermedad en
distintos lugares del mundo, principalmente en las
regiones intertropical y subtropical. Son pocos los
estudios disefiados para determinar la prevalencia
de la enfermedad, y la mayoria de la informacion
se refiere a su frecuencia en series de casos
atendidos en centros médicos. El Gnico estudio de
prevalencia de urticaria papular en Latinoamérica
se hizo en Bogota. Se tratd de un estudio de disefio
transversal con un muestreo aleatorio estratificado
que incluy6 a 2.437 nifios de 1 a 6 afios de edad
gue asistian a instituciones educativas de la ciudad.
Se encontré que la prevalencia fue de 20,3 %, la
cual es mayor que las registradas previamente
en otros paises (23). La disminucion en las cifras
de presentacion en la adultez podria explicarse
por los mecanismos de tolerancia asociados a la
exposicién continua en un ambiente constante.
No obstante, se ha observado que si hay una
alta exposicion en la edad adulta, las cifras de
presentacion son tan altas como en los nifios.

Los factores de riesgo para desarrollar la enfer-
medad dependen en gran medida de la poblacion
analizada. En Bogota, por ejemplo, fueron la

Urticaria papular por picadura de insectos

presencia de pulgas en la vivienda (razén de
probabilidad - odds ratio, OR=1,72; IC, 1,32-
2,24) y otros de tipo ambiental que facilitarian
el contacto con estos vectores, como el uso
de transporte publico y los relacionados con la
pobreza (viviendas con piso de tierra y colchén de
mota) (5). En una poblacién rural de Venezuela, se
encontré que las parasitosis intestinales eran mas
frecuentes en nifios con urticaria papular que en
los controles (25).

Desde el punto de vista genético, habria varios
factores que determinan la predisposicion a padecer
la enfermedad, entre ellos, la predisposicion atdpica
asociada a enfermedades de la piel y a ser picado
por insectos. La urticaria papular no esta asociada
con los antecedentes personales o familiares de
alergia respiratoria (asma y rinitis alérgica) (11,26),
pero si se ha encontrado una asociacion con los
antecedentes de dermatitis atépica en hermanos
(Halpert E, enviado para publicacién).

En algunos articulos se sugiere que existe una
predisposicion genética a ser picado por insectos
gue variaria segun la especie. Este factor ha
suscitado bastante interés en el caso de los
mosquitos por su condicién de vectores de varias
enfermedades tropicales de gran morbimortalidad.
Se ha demostrado la gran importancia de la
herencia en el rasgo de la atraccién de los mos-
quitos, la cual se relaciona con la liberacion de
compuestos volatiles que son detectados por los
insectos mediante el olfato (27).

Hay algunas pruebas sobre el papel del antigeno
leucocitario humano (human leukocyte antigen,
HLA) en la determinacion de los olores que atraen
a los mosquitos (28), hipotesis que también se

Cuadro 1. Frecuencia de la urticaria papular en diferentes poblaciones

Pais Frecuencia Ao Poblacion Referencia
(%)
Egipto* 4,4 2014 Nifios en edad escolar (14)
Port Harcourt, Nigeria * 14,6 2008 Nifios entre 0 y 16 afios (15)
Kaduna, Nigeria 3,6 2007 Menores de 20 afios (16)
Ibadan, Nigeria* 3,3 2005 Menores de 8,8 + 2,5 afios a7)
Sur de India 53 2004 Nifios menores de 14 afios (18)
India 10,6 2013 Nifios menores de 5 afios 9)
Ghana, Gabén y Ruanda* 1,0a2,0 2013 Nifios en edad escolar (29)
Turquia 2,3 2008 Nifios entre 0 y 16 afios (20)
Venezuela 25,4 2002 Nifios del area rural de 2 meses a 10 afios de edad (21)
México 16,3 (1971-1975)  Nifios entre 0 y 18 afios (22)
2,2 (1994-2003)
Colombia* 20,3 2012 Nifios entre 1y 6 afios (23)

* Estudios de prevalencia
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sustenta en la identificacion de un receptor de olor
en el mosquito asociado con su preferencia por
picar humanos (29).

Agentes etiolégicos

La ubicacién en el tropico y los accidentes
montafiosos hacen que Colombia tenga varios
pisos térmicos, lo cual influye en la distribuciéon
ecologica de los insectos. En cuanto a los insectos
relacionados con la urticaria papular, se sabe que
los mosquitos predominan en los pisos térmicos
mas calidos y, las pulgas, en las regiones mas frias
del pais. La ausencia de estaciones en el trépico
permite un clima constante durante todo el afio, lo
cual determina que la exposicidon a determinado
agente causal sea permanente (9).

En Colombia, solo hay informacion epidemioldgica
sobre la asociacion estadistica entre la presencia
domiciliaria de la pulga y la urticaria papular en
la poblacion bogotana (OR=1,72, IC,, 1,32-
2,24) (Garcia E, Halpert E. Inmunopatogénesis
del prarigo estrofulo causado por la picadura de
pulga en humanos. Informe Técnico Final. 1998.
Cdédigo 6221-04-030-93), (Torres M, Garcia E,
Halpert E, Borrero E, Chaparro P, Ibafiez MM,
et al. Siphonaptera (Pulicidae) en viviendas de
Bogota, Colombia. Biomédica. 2011;31(Supl. 3):
76-7. Memorias, XX Congreso Latinoamericano
de Parasitologia y XV Congreso Colombiano de
Parasitologia y Medicina Tropical). No obstante,
cabe plantearse que en climas y condiciones
ambientales similares haya presencia domiciliaria
de la pulga.

Pulga

Estos insectos pertenecen al orden Siphonaptera
que comprende alrededor de unas 2.574 especies
agrupadas en 16 familias (30). Son pocas las
especies que se asocian con los humanos. La
familia Pulicidae incluye las especies de pulgas
mas cercanas al hombre, entre las cuales las de
mayor importancia médica (31) son P. irritans, C.
felis, C. canis y Tunga penetrans. Pulex irritans
tiene la especificidad mas baja por el huésped y
puede atacar diferentes especies, incluidos los
seres humanos (32). La pulga del gato, C. felis, es la
especie mas comun entre los animales domésticos
de todo el mundo (33). Ctenocephalides canis se
conoce generalmente como la pulga del perro,
pero también, puede atacar a animales salvajes,
domésticos y a los seres humanos (31). Tunga
penetrans causa una ectoparasitosis bastante fre-
cuente en algunos paises de Latinoamérica y el
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Caribe, que se propaga por la postura de huevos
de la hembra en la piel de huéspedes infectados
(34,35). Los patrones de distribuciéon geografica
de las pulgas pueden ser diferentes en funcién de
las condiciones ambientales especificas (36).

En Colombia, las especies C. felis y P. irritans son
las mas frecuentes y se encuentran principalmente
en animales domésticos y en ratas (37,38). En
un estudio exploratorio en Bogota, en el 50 % de
30 casas de personas con urticaria papular se
encontraron pulgas, principalmente en aquellas
donde habia perro, pero no se encontraron otros
artropodos (Garcia E, Halpert E. Inmunopatogénesis
del prurigo estrofulo causado por la picadura de
pulga en humanos. Informe Técnico Final. 1998.
Codigo 6221-04-030-93). Posteriormente, en un
estudio aleatorio (casas de nifios con urticaria
papular y casas de nifios sanos en zonas urbanas
de Bogota), se detectaron pulgas, principalmente
de las dos especies mencionadas, en alrededor
de 11 % de las viviendas (Torres M, Garcia E,
Halpert E, Borrero E, Chaparro P, Ibafiez MM,
et al. Siphonaptera (Pulicidae) en viviendas de
Bogota, Colombia. Biomédica. 2011;31(Supl. 3):
76-7. Memorias, XX Congreso Latinoamericano
de Parasitologia y XV Congreso Colombiano de
Parasitologia y Medicina Tropical).

Desde el punto de vista de la alergologia, la pulga
mas estudiada ha sido C. felis. En estudios en perros
se han identificado tres alérgenos de pulga (39).
También, hay estudios en humanos en los cuales
se ha demostrado que los pacientes con urticaria
papular generan IgE con varios componentes del
extracto de pulga (26,40).

Mosquitos

Los mosquitos pertenecen al orden Diptera y
las especies mas comunes son de la familia
Culicidae; la mayoria son hematéfagos. Aunque
se han descrito alrededor de 3.000 especies de
mosquitos, solo unas pocas tienen importancia
inmunoldgica por su contacto con el humano y los
efectos de su picadura en la salud. Entre estas,
las mas importantes por su amplia distribucion en
el mundo son A. aegypti, A. vexans, A. albopictus,
Culex pipiens y C. quinquefasciatus (41,42). La
clasificacion mas completa de las especies en
Colombia data de 1955 y en ella se registraron 164
especies de mosquito, la mayoria de los géneros
Culex, Anopheles y Aedes (43), de los cuales Aedes
y Culex han sido los mas estudiados desde el
punto de vista alergolégico como fuentes de anti-
genos asociadas a reacciones de hipersensibilidad
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inmediata y tardia en el humano (44). Sin embargo,
en pocos estudios se ha explorado su relacion con
la urticaria papular (45).

Aedes aegypti predomina en los climas tropicales
y su distribucién en el pais esta limitada por la
altitud. Aedes albopictus es otra especie de
mosquito registrada en Colombia, la cual se ha
adaptado a pisos térmicos mas templados, como
el de Medellin (46). En cuanto al género Culex,
C. quinquefasciatus es la especie mas abundante
en el trépico, a diferencia de C. pipiens, la cual
se distribuye en otras latitudes del mundo (Viejo
Mundo y Norteamérica). EI cambio climatico ha
permitido la supervivencia de mosquitos en altitu-
des inesperadas de Colombia (47). Al aumentar la
temperatura, los culicidos se tornan mas activos, las
larvas de los mosquitos tardan menos en madurar
y se adaptan mas facilmente a otros ecosistemas
(48), por lo cual en el pais, C. quinquefasciatus se
ha registrado en el rango de 0 hasta 2.600 metros
sobre el nivel del mar (49).

En diferentes paises de América, especialmente
en México, se ha evidenciado la migracion de
diferentes especies de mosquito debido al cambio
climético y se han desarrollado modelos que buscan
reproducir las consecuencias del aumento de la
temperatura en el ciclo biol6gico de este vector. En
este contexto, el panel intergubernamental sobre
cambio climatico y la Organizacion Panamericana
de la Salud concluyeron que el cambio climatico,
que deja fuertes lluvias, altas temperaturas y sequia,
propiciaelaumento de las enfermedades infecciosas
transmitidas por mosquitos, como el dengue (50-54).
Por ello, ademas de las enfermedades infecciosas
transmitidas por estos vectores, la mayoria de
la poblacion latinoamericana puede desarrollar
reacciones de hipersensibilidad a su picadura.

Reaccion inmunoldgica asociada a la urticaria
papular

Hallazgos histoldgicos

Los estudios histopatolégicos de las lesiones por
urticaria papular apuntan a la presencia de un
componente alérgico en su patogenia, pues es
comun observar un infiltrado inflamatorio rico en
eosindfilos y linfocitos (55). Garcia, et al., también
encontraron un predominio de estas poblaciones
celulares en biopsias de lesiones dérmicas cau-
sadas por picadura de pulga; no obstante, llama la
atencion el hecho de que el 80 % de los pacientes
estudiados obtuvo resultados negativos en una
prueba epicutdnea con extracto de pulga (26), lo

Urticaria papular por picadura de insectos

cual puede deberse al tipo de extracto alergénico
utilizado (somatico), pues la mayoria de los alér-
genos involucrados en la hipersensibilidad a la
picadura de insectos se encuentran en la saliva
del animal, a partir de la cual es dispendioso
producir un extracto natural (56). En el estudio
citado, también se observd una variacion en la
proporcién de células CD8+/CD4+ segun el tiempo
de evolucion de las lesiones. En las fases mas
tempranas, fueron mas abundantes los linfocitos T
CD8+, lo cual podria generar una mayor actividad
de necrosis y citotoxicidad, y causar reacciones
graves mas caracteristicas al inicio del cuadro
clinico (26).

Respuesta humoral

Se ha observado que algunos componentes del
extracto de pulga son reconocidos con mayor
frecuencia en nifios con urticaria papular que en
nifios sanos. En un estudio, la reaccién de la IgE a
bandas en el rango de 31 a 35 kDa fue alrededor de
dos veces mas frecuente en los casos de urticaria
papular que en los controles. Por otra parte, las
bandas de 16 a 20 kDa fueron reconocidas por
33,4 % de los pacientes, pero por ninguno de
los sujetos de control (40). Cuando se hicieron
pruebas de activacion de baséfilos con fracciones
de distinto peso molecular del extracto de cuerpos
de pulga, se encontro que, en las bandas de menos
de 50 kDa y en las de 50 a 100 kDa, el promedio
de expresion del marcador de activacion CD63 era
mayor en los nifios con urticaria papular (57).

En algunos estudios se ha evaluado el papel de la
IgE en la urticaria papular inducida por mosquito.
Reunala, et al., encontraron frecuencias similares
de unién a la IgE entre pacientes con urticaria
papular y controles provenientes de zonas tro-
picales (Kenia y México), a diferencia de lo que
observaron en pacientes con hipersensibilidad a la
picadura de mosquito de un pais con un clima entre
templado y frio (Finlandia), en donde si fue clara
la diferencia estadistica entre sanos y enfermos
(45). Al igual que en este estudio, en otros se
ha demostrado que en latitudes no tropicales se
registraba una clara diferencia en la reaccion de la
IgE entre sanos y pacientes con hipersensibilidad
(58,59). En contraste, en Egipto, otro pais ubicado
principalmente en el trépico, no se encontraron
diferencias significativas entre el reconocimiento
de la IgE de las bandas del extracto de pulga o del
de mosquito (60). Segun estos hallazgos, pueden
existir otros factores determinantes en la patogenia
de la enfermedad. Es posible que en los paises
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tropicales en los que la exposicién a la picadura
de insectos es continua, la presencia de la IgE
contra alérgenos de la saliva de insectos no sea
determinante para la aparicion de la enfermedad.

La reaccion de la IgE varia segun el tiempo de
evolucién de la enfermedad (40). Asi, en los
pacientes con dos a cinco afios de evolucion, la
IgE reconoce un mayor numero de bandas que en
aquellos con una evolucién menor de dos afios o
mayor de cinco. Este mismo periodo coincide con
la etapa clinica, en la cual se presenta de manera
mas intensa la enfermedad. En el estudio de Peng,
et al., se encontré una correlacién entre los niveles
de IgE especifica para el extracto de saliva del
mosquito y el tamafio de la induracion inmediata o
tardia inducida por una prueba epicutdnea con la
misma preparacion (61).

De todas las subclases de 1gG, la IgG3 parece
relacionarse con la proteccion frente a la enfer-
medad, pues la frecuencia general de reconoci-
miento de bandas por parte de este isotipo fue
significativamente mayor en el grupo de control.
No obstante, el perfil de la respuesta humoral
al parecer cambia segun el tiempo de evolucién
de la enfermedad. Los pacientes con mas de
cinco afios desde la aparicién de los sintomas
tienen tasas de reaccién con IgG3 similares a
las del grupo de control, especialmente a las
proteinas de 31 a 35 kDa, lo cual sugiere que en
esta etapa de la enfermedad los pacientes estan
insensibilizandose frente a los antigenos de la
pulga, como es de esperarse por la historia natural
de esta condicién (40).

Se ha descrito que el HIV-sida puede cursar con
una potenciacion de la reaccion de Th2 e IgE. En
este sentido, llama la atencién que, en pacientes
de paises tropicales con esta inmunodeficiencia,
aparezca frecuentemente una erupcion papular
pruriginosa que parece estar relacionada con
la picadura de artropodos. En la mayoria de
las lesiones de piel examinadas, su estudio por
histopatologia evidencié sefiales caracteristicas
de una picadura de insecto (62). En otro estudio
se encontrd una asociacion significativa entre el
antecedente de picaduras diarias de mosquitos
y el desarrollo de esta condicion dermatoldgica
(63). Se ha encontrado que los pacientes con
urticaria papular y HIV tienen resultados positivos
en la prueba cutdnea con mayor frecuencia que
los controles sanos, lo cual sugiere la presencia
evidente de un componente atépico mediado por
la IgE en esta condicion (64).
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Respuesta celular

En un estudio de pacientes con urticaria papular
inducida por picadura de pulga, se observé una
reaccion afin con el perfil Th2, pues tras la esti-
mulacion policlonal de células mononucleares
periféricas, se detectd un porcentaje de linfocitos
T CD4+ IL-4+ mayor que en los controles sanos,
mientras que la proporcion de linfocitos T IFNy +
fue significativamente menor (65).

En otro estudio, la exposicion de células dendriti-
cas aisladas de pacientes con urticaria papular
al extracto de pulga y al lipopolisacarido aumento
significativamente la expresién de moléculas de
membranas, como las CD83, CD86 y el HLA-DR
(Human Leukocyte Antigen - antigen D Related),
e indujo una disminucién en la produccién de
interleucinas reguladoras, como la IL-10 (66). Otro
hallazgo importante relacionado con esta poblacién
celular fue su menor cantidad en pacientes que en
controles sanos, lo cual sugiere que cumplen un
papel en la patogenia de la enfermedad (67).

Dominguez-Amorocho, et al., analizaron la pro-
duccion de citocinas por parte de los linfocitos T
CLA+ (antigeno leucocitario cutaneo, un receptor
de “atraccién” [homing] hacia la piel) y encontraron
un alto porcentaje de linfocitos CD4+ CLA+ que
producian IL-4, IL-10 e IL-17, ademas de un gran
namero de células CLA- que producian IFNy. Por
otro lado, en pacientes con mas de cinco afios de
evolucion, la poblacion de linfocitos CD4+ con mayor
produccion de IL-10 e IFNy - fueron los CLA-,
mientras que los CLA+ mostraron mayores niveles
de IL-17. Estos datos demuestran la importancia
de los linfocitos CD4+ IL-4 en la reaccién inflama-
toria local en la piel, y sugieren, ademas, que los
sintomas mas graves al comienzo de la enfermedad
pueden estar asociados con la reaccion de la Th2
en el tejido cutaneo (67).

Modelos animales

En otros mamiferos, la pulga también produce
reacciones de hipersensibilidad en la piel. En perros,
se producen reacciones dérmicas de hipersensi-
bilidad, en las cuales estan presentes marcadores
inmunologicos de respuesta de la Th2 (68). Esta
condicion se denomina dermatitis alérgica por
picadura de pulga, y es una de las afecciones mas
comunes en los perros y gatos que viven en areas
endémicas. Los animales propensos presentan
prurito intenso cuando son picados por las pulgas
y, tratando de calmarlo, se lastiman la piel, con la
consecuente aparicion de excoriaciones, alopecia
e infecciones secundarias por bacterias y hongos.
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En un estudio, las pruebas histopatolégicas de las
lesiones mostraron que la respuesta inmediata
concordaba con un patron de hipersensibilidad
de tipo | y se caracterizaba principalmente por la
presencia de edema y eosindfilos. Por otro lado,
en la respuesta tardia se aprecié un mayor nimero
de linfocitos T, caracteristico de la reaccion de
hipersensibilidad de tipo IV, asi como un infiltrado
de basofilos, los cuales alcanzaron su pico maximo
a las 24 horas. Ademas, se encontré que los
eosinofilos persistian en el inicio de esta fase,
lo cual sugiere que la IgE tiene un papel en la
respuesta tardia (69).

Se ha encontrado que los niveles de IgE e 1gG en
los perros con dermatitis alérgica por picadura de
pulga son mayores que en los que nunca han estado
en contacto con las pulgas (70). Sin embargo,
en un estudio de McKeon, et al,, se encontr6 que
los anticuerpos presentes en el suero de ambos
grupos de perros identificaron una gran variedad
de antigenos, pero no se observé ningun patrén de
reaccion que distinguiera entre los perros alérgicos
y los no alérgicos (71). Estos resultados sugieren
gue quiza existe poca asociacion entre la respuesta
particular de los anticuerpos y la reaccion alérgica
en los perros con pulgas.

Utilizando un modelo experimental de dermatitis
alérgica por picadura de pulga en el que se
estudiaron dos grupos de perros, los expuestos
continuamente versus los expuestos episodica-
mente, se encontrdé que aquellos con exposicion
continua tenian niveles mas altos de IgE que los
expuestos episédicamente. Ademas, se hallé una
correlacion entre las manifestaciones clinicas
y los niveles de IgE especifica en el grupo de
los expuestos continuamente. Sin embargo, en
el grupo de expuestos episddicamente no se
encontré relacién e incluso algunos perros pre-
sentaron manifestaciones clinicas con titulos de
IgE negativos (68). Estos resultados sugieren que
quizé los niveles de IgE no se correlacionan con
la gravedad de las manifestaciones clinicas y es
posible que otros mecanismos estén involucrados.
En conclusion, la respuesta de tipo 2 parece ser
esencial en la aparicion de la enfermedad, no
obstante, no en todos los casos la IgE es un
mecanismo efector de la reaccion inflamatoria.

Alérgenos

La IgE es necesaria pero no suficiente en el
desarrollo de distintas manifestaciones alérgicas.
En el caso de las enfermedades de hipersensibilidad
asociadas a la reaccion inmunolégica de tipo 2 con
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predominio de la respuesta tardia, como el caso de
la urticaria papular, incluso se discute su necesi-
dad. Entre los agentes causales asociados se
han descrito varios alérgenos, algunos asociados
con las manifestaciones clinicas en la piel de
humanos y otros en perros. No existen datos sobre
su participacion en la urticaria papular, aunque
constituyen buenos candidatos antigénicos para el
estudio molecular de las causas de esta condicion,
frecuente en el trépico, pero tan poco estudiada.
Dichas investigaciones deben incluir el estudio de
los efectos en la respuesta de tipo celular, al ser una
condicion en la cual predomina la hipersensibilidad
tardia. A continuacion se describen caracteristicas
de los alérgenos conocidos derivados de la pulga
y el mosquito.

Pulga

Cte f 1: es una proteina de 18 kDa de identidad
bioquimica desconocida. Se ha descrito como
alérgeno en perros con dermatitis alérgica, encon-
trandose que alrededor del 80 % de estos animales
presentan IgE especifica para esta molécula (39).

Cte f 2: la secuencia de esta proteina se informé
en el GenBank (I3VPBO) y se le asigno la
denominacion de alérgeno en perros, aunque no
hay informacién detallada sobre su importancia
alergénica. Esta molécula de 30 kDa pertenece a
la familia de proteinas con un dominio similar al
de la proteina transportadora de esteroles (SCP-
like), en la cual se encuentran otros alérgenos de
insectos como la avispa (Ves v 5) y la hormiga (Sol
i 3) (72,73). Los datos preliminares de nuestras
investigaciones indican que esta molécula también
es alergénica en humanos (Sabogal P, et al., datos
no publicados).

Mosquitos
Aedes aegypti

En la saliva de A. aegypti, la especie de mosquito
mas comun en todo el mundo, se han encontrado
ocho antigenos (74). En la actualidad solo se
cuenta con tres recombinantes bien caracterizados
(Aed a 1, Aed a 2 y Aed a 3). Estas proteinas
provocan una respuesta de predominio de la IgE
en personas con alergia a la picadura de mosquito,
pero no se tiene informacién sobre su relacion
propiamente dicha con la urticaria papular.

Aed a 1: es una apirasa de alto peso molecular
(75) y uno de los principales alérgenos en la saliva
del mosquito. En algunas poblaciones ha inducido
una reaccion positiva en 43 % de pacientes con
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hipersensibilidad a la picadura de mosquito (76).
En otro estudio se demostrd que el 29 % de los
pacientes con respuesta inmediata a la picadura
de mosquito reaccionaban a la exposicion al rAed
a 1. De igual forma, 18 % de las personas con un
respuesta tardia tuvieron un resultado positivo (75).

Aed a 2: es una proteina de 37-kDa que hace parte
de la familia de la proteina D7 cuya funcion biolo-
gica es desconocida (77). En un estudio, el 10 %
de los sujetos con hipersensibilidad a la picadura
de mosquito tuvieron resultados positivos a la rAed
a 2. Se ha demostrado que tiene reaccion cruzada
con otros extractos de saliva de diferentes especies
de mosquito, entre los que figuran A. vexans, A.
communis, A. togi, Ochlerotatus triseriatus y C.
quinquefasciatus (78).

Aed a 3: es una proteina de 30 kDa cuya identidad
bioquimica se desconoce; 32 % de los pacientes
con resultado positivo a la picadura de mosquito
también tuvieron resultados positivos frente a la
exposicion a este alérgeno (76).

Culex

En un estudio se detectaron dos proteinas en
la saliva de C. quinquefasciatus con homologia
con Aed a 2 reconocidas en 73,1 % de los sueros
de pacientes con reaccion de la IgE para C.
quinquefasciatus. Tienen homologia estructural
con la proteina THP12 de la hemolinfa del Tenebrio
molitor, la cual pertenece a la familia de las protei-
nas de union a feromonas y sustancias odorantes
que transportan moléculas hidrofébicas (79).

Se han observado alérgenos en la saliva de C.
quinquefasciatus con pesos moleculares de 35,5,
32,5y 22,5 kDa, con una frecuencia de reaccion
a la IgE de 41, 28 y 24 %, respectivamente, en
el momento de evaluar el suero de individuos
alérgicos (80).

Reaccion cruzada

La hematofagia ha evolucionado de manera
independiente varias veces en los insectos, lo
cual implica que también ha habido variaciones
importantes en el secretoma de la saliva como
adaptacion al proceso de coespeciacion con
su huésped (7). Sin embargo, a pesar de estas
particularidades, también hay moléculas comunes
en los insectos con un importante grado de con-
servacion, las cuales causan reaccion cruzada. Ya
se ha demostrado que esta se da entre mosquitos
de los géneros Aedes y Culex de importancia
alergoldgica (78).
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Por otra parte, a pesar de que los mosquitos y las
pulgas tienen diferencias importantes en cuanto
a su ecobiologia y distribuciéon geografica, su
picadura induce manifestaciones clinicas similares;
por lo tanto, resulta interesante saber si existen
moléculas comunes asociadas a la patogenia
de la enfermedad. En el cuadro 2 se presenta
un analisis bioinformatico para la bUsqueda de
proteinas homoélogas con alérgenos descritos
en especies de pulga y mosquito de interés en
el tropico. Aunque las pulgas y los mosquitos
son filogenéticamente distantes (figura 3), segun
estos andlisis, el alérgeno Cte f 2 de la pulga tiene
potencial de reaccidn cruzada con una proteina
de A. aegypti denominada antigeno 5 que esté
presente en su saliva (81). Por otra parte, ningin
alérgeno conocido de mosquito tiene homologia
con secuencias publicadas de proteinas derivadas
de la pulga.

Tratamiento

La urticaria papular rara vez implica compli-
caciones serias y en muchos casos se produce
la desensibilizacién después de una exposicion
prolongada a la picadura de insectos. Por
ello, el tratamiento se centra en los sintomas
mediante la administracion de antihistaminicos
(82). Los esteroides topicos también se usan
con frecuencia en la practica clinica, aunque no
hay certeza sobre su eficacia dada la falta de
estudios con casos y controles. Se ha tratado
de inducir la desensibilizacion oral en nifios con
urticaria papular, pero no ha habido diferencias
significativas en las variables clinicas ni en las
inmunoldgicas de los nifios tratados con las
vacunas orales de saliva de insectos y los del
grupo tratado con placebo (83).

La inmunoterapia con extractos de mosquitos o
alérgenos recombinantes se ha sugerido como un
tratamiento definitivo para enfermedades alérgicas
inducidas por la picadura de insectos, pues se ha
encontrado que el incremento de la subclase 1gG4
puede tener un papel protector ante posteriores
exposiciones a los insectos. En un estudio realizado
en un grupo de 20 individuos alérgicos a la pica-
dura de mosquito con prueba cutanea positiva e
IgE especifica para A. communis, se evidencio
que con la aplicacion subcutanea del extracto
de mosquito durante 18 meses se obtenia una
mejoria de las lesiones cuténeas, asi como de
los sintomas respiratorios después de la picadura
del mosquito, efectos que no se observaron en el
grupo de control (84).
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Cuadro 2. Alineamientos de secuencia entre alérgenos de la pulga y proteinas del mosquito

Alérgeno Proteina homdloga Resultados del BLAST*
Identidad bioquimica Especie Numero de acceso Identidad Similitud
Ctefl Cinasa serina/treonina A. aegypti 0i|157125736 33/125 (26 %) 49/125 (39 %)
Triptasa A. aegypti 0i|157106430 20/86 (23 %) 33/86 (38 %)
Ctef2 Desconocida (Alérgeno) C. quinquefasciatus gi|170057945 67/191 (35 %) 100/191 (52 %)
Desconocida (Alérgeno) A. aegypti 0i|157133940 63/190 (33 %) 102/190 (53 %)
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
Orden Familia Subfamilia Género Especie

P. simulans

~| Siphonaptera H Pulicidae

Pulicinae

Archaeopsyllinae

i

P. irritans

Echidnophaga

Ctenocephalides
Archaeopsylla

C. felis

C. canis

% A. stephensi
(2]
> -
}é’_a ~| Anopheles A. minimus |
° - - -
5 A. sinensis *I A. aegypti
<| A. vexans
~| A. communis
~| Aedini |—| Aedes |»

<| Diptera |—| Culicidae I»

~| A. togoi

~| A. albopictus

«I A. triseriatus

~| C. quinquefasciatus |

~| C. tritaeniorhynchus |

4 culicini

—

Culex |>~| C. pipiens

~| C. pipiens pallens

<| C. tarsalis

Figura 3. Filogenia de las especies de insectos (superorden: Endopterygota) relacionadas con la urticaria papular. Se resaltan las

especies predominantes en Colombia.

*: Especie con capacidad de adaptacion climética a diferentes temperaturas

Conclusiones

La urticaria papular se presenta con gran fre-
cuencia en los paises del tropico y es una de las
enfermedades de la piel mas importantes en la
infancia. No hay una informacion precisa sobre
la historia natural de la enfermedad y los factores
asociados a su persistencia hasta la adultez. Los
agentes causales cambian de acuerdo con los
pisos térmicos de los paises y continentes, siendo
la pulga el principal agente en regiones de clima
frio, en donde la exposicion domiciliaria se asocia

a condiciones de pobreza. Hay varios estudios
sobre la respuesta inmunoldgica a este insecto, en
los cuales se resalta el predominio de la reaccién
local de la Th2. Sin embargo, es necesario estudiar
los estimulos antigénicos mas idoneos (antigenos
purificados) para resolver algunos interrogantes
como el papel de la IgE en la reaccién.

En cuanto alos mosquitos, tan comunes enlos pisos
térmicos calidos del pais, se conoce menos sobre
su asociacion epidemioldgica con la enfermedad
y sobre la respuesta inmunoldgica especifica en
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pacientes con urticaria papular. Hasta el momento
no se han publicado estudios sobre la reaccion
inmunoldgica de pacientes con urticaria papular
a los antigenos purificados de estos insectos. La
produccion de moléculas recombinantes es una
forma sencilla de obtenerlos y permitiria conocer
con mas detalle los mecanismos inmunoldgicos de
la enfermedad.
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CARTAAL EDITOR

Bogota, 24 de octubre de 2016

Sefores
Comité Editorial, Revista Biomédica
Instituto Nacional de Salud

Estimados sefiores:

Por medio de la presente nos permitimos exponer
algunas observaciones en torno al articulo publicado
en el volumen 36, nimero 3 de Biomédica bajo el
titulo “Tendencia de la mortalidad y la morbilidad
por tos ferina en Colombia, 2002-2012” firmado por
Cardona, et al. (1).

La tos ferina es una enfermedad de interés en
salud publica sujeta a vigilancia en el pais desde
1979. Desde ese afio se cuenta con informacion
procedente de la notificacién colectiva de los casos
en el formato del Sistema de Informacion Sanitaria
(SIS-12), primero, y, posteriormente, del Sistema
Alerta Accion (SAA). A partir del 2006 se comenz6
a utilizar el aplicativo del Sivigila para la notificacion
individual de los casos, por lo cual no es correcto
afirmar que “la busqueda activa se inici6 en el 2010
y, que aunque se clasificaba como ‘evento de
interés en salud publica’ desde tiempo atras, el
control epidemioldgico y la notificacion obligatoria
solo se exigieron a partir de este afio”, puesto que
en la Circular 038 de 2012 del Ministerio de Salud
y Proteccion Social, se daban orientaciones para
intensificar las acciones en vigilancia, control y
manejo de los casos de tos ferina a nivel nacional
como seguimiento a la Circular Externa 009 de
2012 del Instituto Nacional de Salud y las alertas
emitidas por la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS) motivadas por el aumento de casos
de tos ferina en la Regién de Las Américas.

Con base en los datos utilizados por los autores
del articulo para el analisis, provenientes de
los certificados de defunciéon del Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica, DANE, se
afirma que el 78,9% de las muertes se clasificaron
como tos ferina no especificada, el 7,8% como
tos ferina debida a Bordetella parapertussis, el
7,1% como tos ferina debida a otras especies
de Bordetella y el 5,4% a tos ferina debida a
Bordetella pertussis. En este sentido, es importante
dejar claro que el Gnico agente causal de la tos
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ferina es B. pertussis y que su diagnoéstico se hace
exclusivamente en el laboratorio con métodos
moleculares o de microbiologia convencional o
serologia, dependiendo de la presentacion clinica
de cada caso (2). Aunque se sabe que la sensi-
bilidad del diagnostico clinico de la tos ferina
ante la presencia simultdnea de al menos tres
sintomas alcanza el 95 %, la especificidad puede
oscilar entre el 15y el 60 % debido a los multiples
agentes etiologicos causantes de enfermedades
similares (2).

Dado que el Unico agente causal de la tos ferina
es B. pertussis, y que la vacuna de DPT se
elabora a partir de células enteras o antigenos de
esta especie, la vigilancia de la enfermedad para
establecer la morbilidad y la mortalidad se centra
en la deteccion de este agente causal y, por ello,
los datos objeto del andlisis deben ser los de los
casos en los cuales se ha confirmado la presencia
de esta especie mediante técnicas de laboratorio.

Llama la atencion que el articulo informe sobre
“10.470 casos de tos ferina reportados entre 2005
y 2012”, cuando la cifra oficial del Sivigila para el
periodo 2008-2012 fue de 23.032 casos notificados,
de los cuales 6.156 se confirmaron.

El incremento en la notificacion de la tos ferina se
debe a miltiples factores segun lo reportan Drusilia,
et al.,, y Carbonetti, et al., (3),(Carbonetti NH,
Wirsing von Konig CH, Lan R, Jacob-Dubuisson F,
Cotter PA, Deora R, et al. Highlights of the 11th
International Bordetella Symposium: From basic
biology to vaccine development. Clinical and
Vaccine Immunology, 2016). En nuestro contexto,
deben analizarse las circunstancias que explican
este incremento en la notificacion, entre ellas las
gue sefialamos a continuacion.

A finales del 2010, se comenzd a hacer en el
Instituto Nacional de Salud la deteccion molecular
de B. pertussis como confirmacién de la tos ferina
en el laboratorio mediante PCR convencional, y en
el 2014 se empezd a emplear la técnica de PCR en
tiempo real, prueba mas sensible y especifica que
la de inmunofluorescencia directa (la cual se dej6é
de utilizar a finales de 2014), y también mas sensible
que el cultivo (4). Esto aument6 la posibilidad de
detectar nuevos casos durante este periodo.

Otra posible explicacion es la divulgacion de las
circulares del Instituto Nacional de Salud y el
Ministerio de Salud y Proteccion Social y las alertas
emitidas por la Organizacion Panamericana de
Salud en el 2012 (5,6), motivadas por el incremento
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en el numero de casos a finales del 2011, lo cual
influyé en el aumento de la sospecha clinica de
tos ferina en Colombia y, por consiguiente, de su
notificacion al sistema de vigilancia.

Por ultimo, en el articulo se plantea que hubo un
aumento de casos entre el 2005 y el 2012, pero
en nuestra revision de los registros del Sivigila se
evidencié que este aumento de casos se produjo
entre el 2011y el 2012, y no solamente en Colombia,
sino también en la region de las Américas.

Atentamente,

Adriana Paola Ulloa-Virgliez

Equipo de Enfermedades Inmunoprevenibles,
Grupo de Vigilancia y Control de Enfermedades
Transmisibles, Subdireccion de Prevencion,
Vigilancia y Control en Salud Publica, Direccion
de Vigilancia en Salud Publica, Instituto Nacional
de Salud

Efrain Andrés Montilla-Escudero

Grupo de Microbiologia, Subdireccion Laboratorio
Nacional de Referencia, Direcciéon de Redes en
Salud Publica, Instituto Nacional de Salud
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Medellin, 1° de noviembre de 2016

Sefiores
Comité Editorial, Revista Biomédica
Instituto Nacional de Salud

Respetado sefiores:

De manera muy atenta y respetuosa hacemos
referencia a los comentarios de la carta al editor
fechada el 24 de octubre de 2016 con relacion al
articulo publicado en el volumen 36, nimero 3 de
Biomédica bajo el titulo “Tendencia de la mortalidad
y la morbilidad por tos ferina en Colombia, 2002-
2012” firmado por nosotros (1).

En sentido estricto, los comentarios que a conti-
nuaciéon hacemos no constituyen una respuesta a
la carta, pues la argumentacion presentada en ella
es valida para el Instituto Nacional de Salud. Sin
embargo, ello no necesariamente implica que los
autores del articulo hayamos incurrido en errores
en el estudio, ya que explicitamente aclaramos
gue se tratd de un estudio con datos provenientes
de fuentes oficiales de informacién, las cuales no
fueron alteradas para el calculo de las mediciones
ni la obtencién de resultados. Los firmantes de
la carta al editor resaltan la incorporacion de
nuevas técnicas de diagndstico, asi como el
mejoramiento de la vigilancia de la tos ferina a
raiz de las alertas emitidas por las autoridades
sanitarias internacionales, lo cual ha incidido en el
registro de un mayor niumero de casos notificados
y confirmados.

El objetivo de nuestro articulo fue analizar la
tendencia de la mortalidad y la morbilidad por tos
ferina en Colombia entre 2002 y 2012. Se trato
de un andlisis de tendencias derivado de fuentes
secundarias de informacién y basado en los datos
disponibles en las fuentes oficiales. Tal como se
refiere en la seccion de materiales y métodos, el
estudio fue descriptivo y se remitié especifica-
mente a los certificados de defuncion registrados
por el Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica, DANE, y a los casos reportados al
Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica,
Sivigila, entre 2005 y 2012.

Los hallazgos no son ajenos a lo registrado por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), tal como
se consigna en la introduccion del articulo: “Segun
la OMS, en la region de las Américas la tos ferina
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ha mostrado un comportamiento reemergente
en los dltimos afios” (2,3). En el boletin de
alerta epidemiolédgica por tos ferina del 2012 se
informaba que “durante el 2011 e inicios del 2012
se registré6 un aumento en el nimero de casos de
tos ferina en Argentina, Colombia, Chile, Canada
y Estados Unidos” (4). Ademds, en el protocolo
de tos ferina actualizado en el 2015 se sefiala que
“segun el Instituto Nacional de Salud, la cobertura
de vacunacion en la poblacion permanece en 80 %,
y los Ultimos tres picos de la enfermedad se regis-
traron en 2006, 2009 y 2012” (5), lo cual indica el
aumento de los casos de la enfermedad a nivel
nacional, pero no implica en absoluto que no se lleve
a cabo la vigilancia, o que no haya habido avances
y ajustes técnicos y tecnolégicos para dar respuesta
a esta situacion de interés en salud publica.

La claridad con respecto a los datos utilizados
para el andlisis constituye un punto sensible, y
consideramos que seria mas efectivo solicitarla a
la fuente misma, ya que la informacion sobre los
casos se registré respetando la forma de reporte
adoptada por el DANE. Aunque se sabe que el
Unico agente causal de la tos ferina es Bordetella
pertussis, también debe respetarse la fuente de los
datos y la forma en que alli se presentan, asi como
reconocer que en un estudio basado en una fuente
secundaria, el sesgo de informacion siempre estara
presente, precisamente porque se debe utilizar
el dato tal como se encuentra en los registros y
las bases de datos. De otro lado, es importante
tener en cuenta que el estudio no se centro en la
consideracion y discusion de las fuentes de las
cuales el DANE tom¢ los datos para el registro
de cada defuncion, pues se trataba de una fuente
oficial a la que consideramos confiable.

Opinamos que es respetable pero poco pertinente
sugerirle a los investigadores el tipo de notificacion
que debieron haber tenido en cuenta en el analisis
de los casos para dar cuenta de la mortalidad
por tos ferina, ya que el interés del estudio era el
andlisis de su tendencia en Colombia. Ademas, en
la seccion de discusion del articulo, se reconoce
claramente la dificultad que se presentaba con los
datos y se sefala lo siguiente: “aln se observan
falencias en los registros de las fuentes utilizadas,
ya que se not6 la ausencia de muertes en otros
grupos de poblacion y que en 80 % de los certi-
ficados de defuncion se registré como causa
béasica de la muerte la tos ferina no identificada...”
(6), situacion que facilmente puede presentarse
en un pais en el que existen simultaineamente la
facilidad total para hacer analisis confirmatorios
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por el laboratorio de los casos de la enfermedad
y, asimismo, dificultades innegables para hacer
dichos andlisis debido a multiples razones.

Por otro lado, es claro que nuestro estudio no se
centraba en las tendencias de mortalidad por tos
ferina en Colombia a partir de casos confirmados
mediante técnicas de laboratorio. Ese seria otro
analisis, que el Instituto Nacional de Salud podria
realizar precisamente para constatar como varian
los resultados de un estudio en funcién del cambio
en la pregunta de investigacion y evidenciar indi-
cadores de gestion y mejoramiento de las pruebas
diagnésticas y de la vigilancia activa implementadas
por el Instituto, entre otros aspectos.

Es respetable que se considere como incorrecto
afirmar que “la bldsqueda activa de tos ferina en
Colombia se inicié en el 2010 y que, aunque se
clasificaba como “evento de interés en salud publica”
desde tiempo atras, el control epidemioldgico
y la notificacion obligatoria solo se exigieron a
partir de ese afio, lo cual explicaria el aumento de
casos observado en el 2011 y el 2012, asi como
el incremento de los registros de mortalidad por tos
ferina en el 2012". Sin embargo, los mismos argu-
mentos que se dan para considerar la afirmacién
como incorrecta sirven para sustentar el contenido
de dicho parrafo, maxime cuando en la discusion
del IQEN, vol.19, No.12, del 30 de junio de 2014,
publicado por el mismo Instituto Nacional de Salud,
se afirma que: “De acuerdo a los datos anteriores,
podemos sefialar que aunque se menciona que
existe un resurgimiento de la enfermedad a nivel
mundial, en el caso de Colombia se ha evidenciado
gue el mejoramiento en la vigilancia de tos ferina a
través de los afios ha permitido una mejor identifi-
cacion y captacion de casos de los profesionales de
la salud por medio las capacitaciones y la inclusién
en los Ultimos afios de nuevas técnicas”. Ello indica,
evidentemente, que los factores alli mencionados
produjeron un aumento de la notificacion y el
mejoramiento del proceso de vigilancia y control,
lo cual no es negativo, sino por el contrario, una
condicién que ha permitido al pais avanzar en la
vigilancia de una enfermedad de interés en salud
publica cuyos casos han aumentado, tal como
se menciona en la introduccién y en la discusion
del articulo, y como lo han reconocido las alertas
emitidas por la Organizacion Mundial de la Salud y
la Organizacion Panamericana de la Salud.

En lo concerniente a lo sefialado en la carta al
editor sobre la menciéon en nuestro articulo de
“10.470 casos de tos ferina [...] entre 2005y 2012",
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y la afirmaciéon de que “la cifra oficial del Sivigila
para el periodo 2008-2012 fue de 23.032 casos
notificados, de los cuales 6.156 se confirmaron”,
debemos aclarar que esta cifra se obtuvo de
los archivos de vigilancia disponibles en el sitio
oficial del Instituto Nacional de Salud en Internet,
los cuales corresponden a los casos notificados
entre 2005 y 2012 por las entidades territoriales
y registrados por semana epidemioldgica. Los
datos del DANE sobre el numero de muertes y
los casos notificados segun los datos disponibles
en la pagina del Instituto Nacional de Salud se
verificaron (7) y coinciden con lo que se reporta en
el articulo.

Esperamos haber dado respuesta satisfactoria a
la carta enviada al editor de la revista Biomédica,
con lo cual se evidencia la transparencia en el
proceso de publicacion de la revista tanto en lo
concerniente a la evaluacion por pares como en
la validacion interna de los manuscritos sometidos
a publicacion.

Doris Cardona Arango

Angela Maria Segura Cardona
Maria Osley Garzén Duque
Mateo Calle

Maite Catalina Agudelo
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IN MEMORIAM

Hernando Groot Liévano
(1917-2016)

Jorge Boshell Samper

Investigador Emérito, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

Los dltimos cuatro meses, sus hijos y sus nietos
se turnaron a la cabecera de su lecho para
cuidarlo carifiosamente y en forma permanente,
con el propésito de disminuir, en lo posible, ese
sufrimiento que terminé por fin con su partida.
Siento una gran tristeza al escribir estas palabras
de despedida para mi amigo, relacion que comenzé
siendo él profesor en la Universidad de los Andes,
y el padre de los Groot —mis amigos de infancia
y juventud- y que mas tarde, ya en el Instituto
Nacional de Salud, se convertiria en mi profesor
permanente en asuntos de la vida, mi consejero,
mi tutor, mi confidente.

Por eso, quiero iniciar transcribiendo un aparte
de las lindas palabras de despedida expresadas
por Ana Maria, en nombre de todos sus nietos,
porque son el mejor ejemplo de su instinto como
abuelo sabio y divertido:

“[...] Siempre nos ensefié a oir musica en los
cantos de los pajaros, a hacer poesia a partir
de la grandeza de la oscuridad que sentiamos
en la sabana de Nemocon, de la luz de las
velas que iluminaban la noche en los llanos del
Meta, de las incontables estrellas que nos hacia
contar cuando el cielo estaba estrelladol...]",

y, también, el parrafo final de su despedida:
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“[...] siempre vivirds en nuestros corazones
y en el corazén de nuestros retofios, porque
nos encargaremos de que cada miembro de
esta tribu que sigue creciendo, no olvide tus
ensefianzas, tus historias magicas y llenas de
ingenio, tus valores, tus principios Yy, sobre todo,
esa capacidad tuya de amar, Unica y particular,
siempre expresada con los gestos mas increibles
como un simple coscorron en la cabeza]...]".

El doctor Groot, uno de los cientificos mas ilus-
trados, serenos y profundos que tuvo el pais desde
1935, y un profesor que seguira brillando como
modelo, se gradué como médico de la Universidad
Nacional en 1939; entre sus profesores, recordaba
siempre con especial devocion al doctor César
Uribe Piedrahita, de cuya catedra de Parasitologia
fue preparador por concurso. Igual ocurria con
el doctor Roberto Franco, quien con su ejemplo
le dio forma al interés del doctor Groot por las
ciencias bioldgicas aplicadas a la medicina del
tropico. A los 20 afios, siendo estudiante, escribid
su primera publicacion cientifica y, ya graduado
de médico, obtuvo su titulo cum laude de master
en Salud Publica de la Universidad de Harvard
en 1942,

Desde entonces, sus estudios fueron una con-
quista cientifica para resolver problemas de salud
publica importantes en su momento, siempre con
una disciplina intelectual llena de imaginacion
e inteligencia, en el inicio de su carrera, sobre
enfermedades bacterianas como la bartonelosis,
las diarreas bacterianas o el tifo exantematico,
luego, sobre enfermedades parasitarias como la
tripanosomiasis y, finalmente, con sus originales
trabajos sobre los virus transmitidos por artropodos
de importancia en Colombia y en América, publi-
caciones que son clasicos en la literatura cientifica.
Todo esto se refleja en mas de 150 publicaciones
en revistas cientificas del mundo, en libros de texto
de Medicina Tropical, y en documentos técnicos de
referencia universal.
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Su dedicacion a la vida cientifica se inicié en el
Laboratorio Samper Martinez y en el Instituto
Finlay, instituciones que mas tarde dieron origen
al Instituto Nacional de Salud, en donde dirigid
la produccién industrial de la vacuna contra la
fiebre amarilla que tuvo distribucion universal por
muchos afios, el Laboratorio de Arbovirus, que
dirigi6 hasta su consolidacion como referencia
regional, y el Instituto mismo, del cual fue en hora
buena su Director General.

Contribuciones de alcance universal

Entre sus trabajos, se destaca el descubrimiento
del ciclo de Trypanosoma rangeli en el insecto
transmisor, su forma de transmision por picadura
y su inocuidad para el hombre. Estos estudios los
llevd a cabo en el rio Ariari, por lo cual propuso
nombrarlo Trypanosoma ariarii, aunque €l mismo
encontrd, posteriormente, que se trataba del mismo
parasito descrito como T. rangeli por De Leodn,
Pifano y Hernandez de Paredes.

En 1947, describi6 la enterobacteria responsable
de la diarrea infantil en Bogota, hoy conocida como
Salmonella enterica serovar arizonae, que habia
sido descrita hasta entonces solo entre pavos,
pollos y serpientes de cascabel.

En la década de los cincuenta, tal vez en 1953,
hizo con mi tio, el doctor Jorge Boshell Manrique,
un estudio muy interesante sobre las epidemias
de fiebre amarilla de Centroamérica. Demostraron
cémo la enfermedad habia viajado por las selvas
americanas a partir de una epizootia de monos
que se inici6 en Colombia, y pasando el canal
de Panama pudieron seguirla hasta Guatemala.
Creo que fue alli donde mi tio Jorge le ensefd
algo que, en alguna ocasién, él me transmitio:
“cuando entramos al monte, debemos tener clara
la pregunta que queremos hacer, porque, de lo
contrario, el monte no nos contesta”.

En cuanto a otros arbovirus, en 1955, el doctor
Groot describid, en el Magdalena medio colombia-
no, el primer caso humano conocido de infeccion
silvestre por el virus de la encefalitis equina
venezolana, una modalidad epidemioldgica nueva
para la salud publica y la medicina.

Por otra parte, estudio con detalle las tres primeras
grandes epidemias de dengue que tuvo el pais
a partir de la desafortunada reinfestacion del
mosquito transmisor, Aedes aegypti, en 1971,
las cuales afectaron a mas de tres millones de
personas en todo el territorio nacional en menos
de tres afios. En relacion con el virus de la fiebre

amarilla, ademas, pudo demostrarle al pais que
la vacuna contra esta enfermedad protegia por
17 afios, lo cual permitié6 que hoy la Organizacion
Mundial de la Salud haya extendido la vigencia
internacional de la vacunacién a toda la vida.

Por ultimo, debo mencionar su estudio clasico con
sueros humanos recolectados en todo el pais,
desde la Guajira hasta el Amazonas, mostrando
la circulacion de otros arbovirus americanos,
como llheus, Bussuquara y Mayaro, ademas de
la circulacién endémica de los virus del dengue
antes de 1952, lo cual complementd con el
descubrimiento del virus Guaroa, que causaba
infecciones inaparentes en la poblacién de San
Carlos de Guaroa, en los llanos del Meta, en medio
de una epidemia de dengue.

El valor de estas contribuciones lo convirtieron
en asesor de los programas cientificos de la
Organizacion Panamericana de la Salud, donde
fue presidente del Comité Cientifico Asesor durante
varios afios, asi como miembro de excepcién de su
Comité de Expertos sobre Dengue y Fiebre Amarilla,
asesor para la Biblioteca Regional de Medicina de
Sao Paulo, del Centro Epidemioldgico del Caribe,
del Laboratorio Gorgas de Panama y del Centro de
Investigaciones Médicas de Cali. En este mismo
sentido, representd a Colombia en el Comité
Cientifico Asesor de la Organizacion Mundial de la
Salud en Ginebra y en el Comité de Ciencias de la
Comunidad Econdmica Europea en Bruselas. Los
resultados de estas asesorias se encuentran en
documentos impresos, particularmente valiosos por
los andlisis y las recomendaciones que contienen.

El temperamento educador de Hernando Groot
comenzé en 1944, cuando se le encargé la catedra
de Parasitologia de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Javeriana. Posteriormente,
en la recientemente fundada Universidad de los
Andes, organiz6 el curso premédico y la Facultad
de Ciencias.

El doctor Groot fue Secretario Perpetuo de la
Academia Colombiana de Medicina y también
su Presidente, Vicepresidente de la Academia
Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas Yy
Naturales, miembro de la Academia Colombiana
de la Lengua, presidente del Tribunal de Etica
Médica y miembro de varias sociedades cientificas
y culturales del pais.

Hace unos afios, uno de sus grandes amigos en el
extranjero, el cientifico Karl Johnson, descubridor
de la fiebre hemorragica de Argentina, se refirio a
€l con estas palabras:
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“[...Juno de los genuinos caballeros de este
planeta: el doctor Hernando Groot es uno de
los amigos mas entrafiables jamas conocido en
el curso de mi vida como cientifico y trabajador
de campo. Ha sido un médico connotado, pero
sobretodo un cientifico ecoldgico y de la ciencia
médica, quien, ademas, ha liderado todos los
temas imaginables para servir con todo su
aliento a su querida Colombia a lo largo y ancho
de su territorio. He tenido la feliz oportunidad de
viajar con él a pie, en jeep, en burro o canoa,
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precisién la informacién requerida sobre los
mosquitos, la vida silvestre y las enfermedades
febriles que estudiabamos.

Un hombre como este es irrepetible. Si alguna
vez ha habido alguien que haya utilizado todo
su talento y toda su educacion para mejorar la
calidad de vida de sus semejantes, ese ha sido
Hernando Groot. Espero tener la oportunidad de
agregar aun mas sobre él cuando cumpla sus
100 afios”.

Termino la despedida de esta persona excepcional
con las palabras que pronunciara el maestro
Valencia en memoria de Juan Evangelista

en experiencias siempre enriquecedoras, Yy
en algunas ocasiones simplemente descon-
certantes. Recuerdo muy especialmente aquel

viaje por la Costa Caribe, desde Santa Marta y
por la exuberante selva humeda tropical, por las
trochas que posteriormente se convertirian en
la gran autopista a la Guajira. Su permanente
dialogo inquisitivo, era siempre lleno de humor
y extraordinariamente efectivo para obtener con
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Manrique, otro médico ilustre:

“[...] Mis palabras son al fin palabras, tributo
efimero que se pierde al nacer. De muchisimos
0jos estan brotando lagrimas, idioma divino que lo
expresatodo bajo la gracia del silencio... Cuando
gueda quien llore, no se debe hablarf...]".
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Comunicacion breve: es el informe de resultados
parciales o finales de una investigacion, cuya
divulgacion rapida sea de gran importancia.

Nota técnica: describe en detalle una técnica de
laboratorio novedosa o modificaciones de una
técnica ya establecida, enfatizando las ventajas
que tiene el procedimiento o la innovacién
desarrollados.

Ensayo: es un manuscrito filosofico, literario o
cientifico que presenta la opinién sustentada del
autor sobre un tema especifico o de actualidad.

Comentario: manuscrito sobre un articulo publi-
cado en la revista.

Resena histérica: es un manuscrito que destaca
personajes 0 sucesos y su contribucion al desa-
rrollo de las ciencias biomédicas o de las politicas
en salud.

Revisidon de tema: presenta el estado actual del
conocimiento sobre un tema; puede ser de dos
tipos:

1) solicitada directamente por el Comité Editorial
a personas expertas en el tema,

2) presentada por profesionales interesados en un
tema en particular. En este caso, se debe enviar
inicialmente al Comité Editorial la propuesta en
la que se indique por qué el tema escogido es
pertinente para los lectores de Biomédica, asi
como una breve descripcion del contenido,
las referencias clave, las publicaciones de los
autores sobre el tema que seran incluidas
(requisito obligatorio), los datos inéditos de
los autores que se incluiran en la revision
(requisito obligatorio), la probable extension
del documento y el numero aproximado de
ilustraciones.

En ambas casos, los autores deben estructurar la
revision de la siguiente manera:

- incluir un resumen con énfasis en el significado
de los hallazgos recientes;

- una introduccion al tema, sefialando hitos
pasados y desarrollos presentes;

- encabezamientos en el texto, con el objeto de
hacer mas provechosa su lectura;

- la revisién debe incluir un andlisis critico de la
bibliografia y los datos propios de los autores;

- el desarrollo del tema queda a discrecién del
autor, pero se aconseja que incluya tablas,
esquemas y figuras, que hagan agil el texto y
ofrezcan una comprension mas rapida de su
contenido. En caso de usar figuras tomadas
total o parcialmente de otras publicaciones,
los autores deben adjuntar el permiso de la
casa editorial que ostente los derechos de
autor para su reproduccién en Biomédica.

Imagenes en biomedicina: es un trabajo ilustrado
con fotografias que muestran y explican de manera
didactica un concepto, una estructura, una enfer-
medad o un diagnostico biomédico. Debe incluir
un comentario corto que resalte la importancia del
tema ilustrado.



Haga usted el diagndstico: pretende retar la
capacidad diagnéstica de los lectores, utilizando
ilustraciones o fotografias de casos clinicos o de
hallazgos microscopicos. Consta de dos partes,
la presentacion clinica y los hallazgos correspon-
dientes, y el diagndstico correcto; este ultimo
aparece en una pagina aparte y debe acompafiarse
de un comentario actualizado sobre la entidad que
se pretende ilustrar.

Presentacion de casos: son ejemplos de casos
clinicos que destacan alguna particularidad o sefia-
lan un hallazgo especial de la enfermedad, con una
revision breve de las publicaciones pertinentes.

Cartas al editor: los lectores pueden solicitar
aclaraciones o presentar comentarios sobre el
material publicado en la revista. La decisién sobre
la publicacion de las cartas recibidas queda a
discrecion del Comité Editorial.

Comentarios bibliograficos: son escritos criticos
breves sobre libros de salud o de biomedicina.

Preparacion del manuscrito

Los autores deben cefiirse a las indicaciones
del International Committee of Medical Journal
Editors, que se encuentran publicadas como
Recommendations for the Conduct, Reporting,
Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals (Updated December 2013) (http://icmje.
org/icmje-recommendations.pdf).

El manuscrito debe incluir las siguientes secciones.
Hoja de presentacion: esta seccion debe incluir
- titulo (méximo 165 caracteres),

- titulo corto para los encabezamientos de las
paginas (maximo 50 caracteres),

- titulo en inglés (maximo 165 caracteres),

- un pérrafo con los nombres completos de los
autores unicamente con el primer apellido,

- la afiliacion institucional integrada por grupo,
institucién, ciudad y pais. La afiliacién insti-
tucional se relaciona con los autores con
ndmeros en superindice y en ella se deben
omitir cargos y titulos académicos,

- datos de correspondencia: nombre del autor
responsable, direccion completa, numero
telefénico y de fax, y direccion electronica, y

- péarrafo donde los autores declaren cual fue el
aporte al documento de cada uno de ellos.

Resumenes: el trabajo debe incluir un resumen
estructurado en espafiol e inglés, con los subti-
tulos introduccion, objetivo, materiales y métodos,
resultados y conclusion. Los resiimenes no deben
exceder las 250 palabras. No se permite el uso de
referencias ni se recomienda la inclusion de siglas
0 acrénimos.

Palabras clave: se requieren de 6 a 10 palabras
clave en cada idioma; consulte los Descriptores
en Ciencias de la Salud (DeCS) del indice de
la Literatura Latinoamericana y del Caribe en
Ciencias de la Salud (LILACS) en http://decs.bvs.
br/E/homepagee.htm; para verificar las de inglés,
consulte los Medical Subject Headings (MeSH) del
Index Medicus en http://www.nlm.nih.gov/mesh/
meshhome.htm.

Texto: todo el manuscrito, incluso la pagina del
titulo, los resimenes, las referencias, las leyendas
de figuras y cuadros, debe estar escrito en letra
Arial de 12 puntos de tamafio a doble espacio y
alineado a la izquierda, sin dejar espacios extras
entre parrafos; se debe dejar un solo espacio
después del punto y seguido o del punto y aparte.

Los cuadros se deben configurar en letra Arial de
10 puntos de tamarfio a espacio sencillo.

Se debe usar letra bastardilla o cursiva para los
términos cientificos, sin subrayarlos.

Los nimeros decimales en espafiol deben separarse
de los nimeros enteros por comas, no por puntos.

Formato electrénico: el manuscrito se debe enviar
en Word, preferiblemente en la version 97-2003.
Ademas de ser adjuntas al documento de Word,
las figuras se deben enviar preferentemente como
fichero complementario en formato tiff (Tagged
Image File Format) de 300 dpi (dots per inch). Las
graficas elaboradas en PowerPoint o Word son de
baja resolucion, por lo tanto, no se deben incluir
este tipo de imagenes en formato electrénico. Las
ilustraciones se imprimen en una columna (75 mm)
0 en dos columnas (153 mm); por consiguiente, se
deben enviar las ilustraciones del tamafio en que
van a quedar impresas. Si las ilustraciones son en
color y se remiten en formato electronico, se deben
enviar en archivos CMYK en formato tiff (Tagged
Image File Format) de alta resolucién. Si la imagen
no tiene texto incluido, la resolucion 6ptima para
los archivos CMYK es de 300 dpi; si incluye texto,
la resolucion recomendada es de 600 dpi y, si son
de blanco y negro, de 1.200 dpi. La fuente preferida
para las graficas es Helvética. Si sus archivos
son de Macintosh, debe convertirlos a uno de



los formatos mencionados. Se requiere una lista
completa de los archivos enviados, que incluya los
programas cuyo formato se utilizo.

Agradecimientos: cuando en esta seccion se
nombren personas, los autores deben certificar
gue ellos tienen conocimiento y estan de acuerdo
con aparecer en los agradecimientos. Esto no es
necesario cuando se nombran entidades.

Conflicto de intereses y financiacién: los autores
debenincluir, antes de las referencias del manuscrito,
un parrafo en el que expresen si existen conflictos de
intereses o si no los hay. Ademas, debe presentarse
otro parrafo que incluya la fuente de financiacion de
la investigacién adelantada.

Biomédica acoge las recomendaciones del ICMJE
y adopta el formato de declaracién de potenciales
conflictos de intereses, el cual debe ser diligenciado
individualmente por cada uno de los autores del
manuscrito y enviado junto con la carta de remision.
El formulario electrénico esta disponible en http://
www.icmje.org/conflicts-of-interest/.

Referencias bibliograficas: es indispensable
observar estrictamente las indicaciones de los
requisitos uniformes para manuscritos del area
biomédica. Se le asigna un namero a cada refe-
rencia citada del texto, asi como a los cuadros y
a las figuras, en orden ascendente. Los niumeros
de las referencias se anotan entre paréntesis y no
como superindice.

Las comunicaciones personales, los datos sin
publicar, los manuscritos en preparacién o some-
tidos para publicacion y los resimenes de trabajos
presentados en congresos, se deben citar entre
paréntesis en el cuerpo del manuscrito y no en la
seccion de referencias.

La abreviatura exacta de la revista citada se debe
consultar en la lista de publicaciones periodicas del
Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/
lji.html); si la revista no aparece, se escribe el titulo
completo de la revista. Solo se deben transcribir los
seis primeros autores del articulo, seguidos de et al.
Se recomiendalainclusion de referencias nacionales
y latinoamericanas, para lo cual se puede consultar
Lilacs, Publindex, Latindex, Redalyc, Sibra y otras
fuentes bibliograficas pertinentes.

En caso de dudas sobre la forma correcta de citar
unareferencia (articulo cientifico, libro, tesis, pagina
de internet, etc.), se sugiere consultar la pagina
http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.
html, en la cual se encuentran ejemplos de todos y
cada uno de los posibles casos.

A continuacién se dan algunos ejemplos para el
estilo de las referencias, siguiendo las normas de
Vancouver.

Revista cientifica: la forma adecuada de citar
revistas cientificas es la siguiente (observar el
orden de los datos, los espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Abreviatura de
la revista. Afio;volumen:pagina inicial-pagina final.
http://dx.doi.org/

Ejemplo:

Sanchez J, Villada OA, Rojas ML, Montoya
L, Diaz A, Vargas C, et al. Efecto del zinc
aminoquelado y el sulfato de zinc en la incidencia
de la infeccion respiratoria y la diarrea en nifios
preescolares de centros infantiles. Biomédica.
2014;34:79-91. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.
v34i1.1581

Alter G, Malenfant JM, Altfeld M. CD107a
as a functional marker for the identification of
natural killer cell activity. J Immunol Methods.
2004;294:15-22. http://dx.doi.org/10. 1016/j.jim.
2004.08.008

Libro o documento: la forma adecuada de citar
libros o documentos es (observar el orden de los
datos, los espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Edicién (en los
casos que corresponda). Ciudad de publicacion:
editorial; afio. pagina inicial-pagina final o numero
total de paginas.

Ejemplo:

Bernard HR. Research methods in anthropology:
Qualitative and quantitative approaches. Second
edition. Thousand Oaks, CA: Sage Publications;
1994. 585 p.

Capitulo de libro o documento: la forma ade-
cuada de citar capitulos de libros o documentos es
la siguiente (observar el orden de los datos, los
espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo del capitulo. En:
autor del libro, editores. Titulo del libro. Edicién (en
los casos que corresponda). Ciudad de publicacion:
editorial; afio. pagina inicial-pagina final.

Ejemplo:

Franco JL, Orrego JC, Montoya CJ, Patifio PJ.
Sindrome de infeccién recurrente. En: Correa JA,
Gomez JF, Posada R, editores. Fundamentos



de Pediatria. Tercera edicion. Medellin: Editorial
Corporacién para Investigaciones Biol6gicas;
2007. p. 15-50.

Documentos en paginas web: la forma adecuada
de citar documentos publicados en paginas web,
es la siguiente (observar el orden de los datos, los
espacios y la puntuacion):

Autores (primer apellido seguido de las iniciales
del nombre) en negrilla. Titulo. Fecha de consulta:
dia, mes, afio. Disponible en: pagina exacta en
donde abre el documento.

Ejemplo:

Ministerio de la Proteccion Social. Actualiza-
cion integral del POS 2013. Fecha de consulta:
26 de febrero del 2014. Disponible en: http://
www.pos.gov.co/Documents/LISTADO%20
MEDICAMENTOS%20ACUERDO%20008%20
CRES.pdf.

Cuadros y figuras: los cuadros se elaboran usando
el formato de Word; abstenerse de preparar archi-
vos en columnas o tabulados en el texto mismo
del manuscrito.

En las preparaciones de microscopio, se deben
mencionar la coloraciéon y el aumento segun el
objetivo utilizado, sin incluir el valor del ocular.

Cuando se utilicen cuadros o figuras que ya hayan
sido publicados, se requiere enviar la autorizacion
de la casa editorial que ostenta los derechos de
reproduccion.

Remision del manuscrito

El manuscrito debe ser remitido a través del sistema
en linea disponible en el enlace de informacién
para autores en http://www.revistabiomedica.org/.

Sin embargo, se debe enviar la carta impresa de
remisioén firmada en original por todos los autores,
en la que conste que todos conocen y estan de

acuerdo con su contenido, y que el manuscrito no
ha sido publicado anteriormente ni se ha sometido
a publicacién simultanea en otra revista, a la oficina
de la revista ubicada en la siguiente direccion:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud

Avenida Calle 26 N° 51-20, bloque B, oficina B-245
Bogotéa, D.C., Zona 6, Colombia, S.A.

Los autores radicados en otros paises pueden
enviar la carta de remision firmada y escaneada
desde sus correos electrénicos personales, al correo
de la revista (biomedica@ins.gov.co), informando
que se entrega por este medio por encontrarse en
el exterior.

Solo cuando se reciba la carta de remision en la
oficina de la revista (autores nacionales), o todos
los correos (autores internacionales), se iniciara el
proceso de revision editorial del manuscrito.

Al someter un manuscrito para publicacién en
Biomédica, los autores aceptan con su firma,
explicita o implicitamente, que:

1) Conocen las instrucciones para los autores y
las han seguido detalladamente.

2) Todos los autores cumplen todos los criterios
internacionalmente aceptados para ser consi-
derados como tal.

3) No se ha excluido de la lista de autores el
nombre de ningln autor que redina los requisitos
para serlo.

4) Todos los autores conocen la version final del
manuscrito sometido para publicacién y estan
de acuerdo con ella.

5) No se ha incurrido en conducta alguna que
pueda considerarse como transgresion de la
integridad cientifica o de los principios éticos
gue rigen las publicaciones cientificas.



BIOMEDICA
Lista de verificacion

Con el fin de comprobar que se hayan cumplido todas las instrucciones correspondientes a las normas de
publicacién de la revista Biomédica, le solicitamos que diligencie en linea la siguiente lista de verificacion
y la presente junto con su manuscrito.

Categoria

__Articulo original __ Comunicacion breve __ Nota técnica
____Revision de tema ____Resefia histérica ____Ensayo

____ Comentario ____Iméagenes en biomedicina

____Presentacion de caso ____Haga usted el diagnéstico

____ Carta al editor ____Resefia bibliografica

1- Presentacion

____ Texto escrito a doble espacio en fuente Arial de 12 puntos de tamafio y alineado a la izquierda

___ Paginas numeradas consecutivamente en la esquina inferior derecha

2- Titulo

____Seincluyen los titulos en espafiol e inglés (maximo 165 caracteres).

____Seincluye el titulo abreviado en espafiol, o inglés en los casos pertinentes (maximo 50 caracteres).
___ Los autores aparecen solo con su afiliacion institucional, sin mencionar cargos ni titulos académicos.

El autor de la correspondencia suministré los datos completos: nombre, apellidos, direccion, teléfono,
fax y direccion electrénica.

3- Resumen

Se incluye el resumen estructurado en espafiol e inglés, con una extension maxima de 250
palabras y con los siguientes subtitulos: introduccion, objetivos, materiales y métodos, resultados
y conclusiones.

El resumen estructurado solo se requiere para articulos originales y comunicaciones breves.
4- Palabras clave
Se incluyen 6 a 10 por articulo en cada idioma.

_____Se usan las palabras clave en espafiol e inglés indexadas en los Descriptores en Ciencias de la
Salud (DeCS) (http://decs.bvs.br/E/homepagee.html) y Medical Subject Headings (MeSH) (http://
www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.htm).

5- Estructura del articulo original, nota técnica y comunicacién breve
Se incluyen los siguientes apartados:
__Introduccion
Materiales y métodos
Resultados
Discusion
____ Agradecimientos

Declaracion de conflicto de intereses



____Financiacion

__ Referencias

____ Cuadros y figuras con sus respectivas leyendas

6- Figuras

____Seincluye cada una en péagina aparte, con su respectiva leyenda.
7- Cuadros

____ Se adjuntan en hoja aparte, elaborados en el modelo de tablas de Word, configurados en Arial 10 a
espacio sencillo.

Se ordenan secuencialmente.

Se incluye la leyenda correspondiente.

8- Referencias
Las referencias se numeran segun el orden de su aparicion en el texto.

Se ordenan secuencialmente y en el formato adecuado, tal y como lo indican las normas de Biomédica
en las instrucciones para los autores.

Cuando se citan referencias en los cuadros, éstas deben seguir el orden que se venia usando en
el texto.

9- Abreviaturas y siglas

Se anotan entre paréntesis después de la primera vez que aparezcan, en forma completa y en el
idioma original, los términos que se abrevian. Debe evitarse el uso y la creacién de siglas que no
sean universalmente reconocidas.

10- Nomenclatura
Los nombres taxonémicos de género y especie estan escritos en letra cursiva.

Los nombres de microorganismos se escriben completos la primera vez que se citan, incluso en el titulo
y en el resumen; después, se usa solamente la inicial del género y el nombre completo de la especie.

11- Consideraciones generales

Se envi6 cartaimpresa firmada por todos los autores o, en caso de autores radicados en el extranjero,
una carta de remisioén firmada y escaneada desde sus correos electrénicos personales.

Se incluyé el formato de declaracién de conflicto de interés diligenciado por cada uno de los autores.

Se obtuvo autorizacion del Comité de Etica para la experimentacion en humanos o animales, la cual
debe incluirse al final de la seccion de Materiales y métodos.

Seincluyeron el sitio y el nUmero de registro del ensayo clinico, para la intervencion y experimentacion
en humanos.

Los autores certifican al Comité Editorial que las personas mencionadas en los agradecimientos
tienen conocimiento de dicha mencion y estan de acuerdo con aparecer en ellos.

Todos los manuscritos incluyen una declaracion sobre la fuente de financiacion.

Se envian los nombres de los cuatro evaluadores nacionales y los cuatro internacionales, con sus
respectivos datos (nombre, afiliacion institucional y correo electrénico).



Instructions to authors

Scope and policy

Biomédica is the quarterly journal of the Instituto
Nacional de Salud of Colombia [Colombia’s National
Institute of Health]. Its main purpose is to publish
the results of original research that may contribute
to expand knowledge in biomedicine.

Editorial policy

Biomédica accepts and subscribes the guidelines
established by the International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) (www.icmje.org),
by the Equator Network (http://www.equator-net-
work.org/) and by the Committee on Publication Eth-
ics (COPE) (http://publicationethics.org/) in order to
guarantee the quality of scientific publications, their
transparency, integrity and full compliance with the
ethical principles applicable to biomedical research.

Biomédica’s policy on authorship adheres to the
ICMJE guidelines, which state in this regard that:

“Authorship should be based solely on the following:

1) Substantial contributions to the conception or
design of the work; or the acquisition, analysis,
or interpretation of data for the work;

2) drafting the work or revising it critically for
important intellectual content;

3) final approval of the version to be published,
and

4) responsibility for all aspects of the manuscript
to ensure that matters concerning accuracy
and completeness of any of its sections have
been appropriately investigated and solved.

All authors should meet these four conditions. Fund
raising, data collection or general supervision of the
research group do not justify authorship.”

Biomédica will not accept the inclusion or withdrawal
of any author from the original list once the manuscript
has started the editorial process. In exceptional,
applicable cases, it will be mandatory to obtain
written consent of the author(s) whose name(s) are
to be removed from or added to the manuscript.
Besides, written consent should be sent stating that
all authors meet authorship criteria, and that there
are no other authors who meet these criteria and are
not mentioned. The document should also describe
in detail the contribution of each participant to the
research work and to the article.

Clinical trials registration

Biomédica subscribes the policies of the World
Health Organization (WHO) and the International
Committee of Medical Journals Editors (ICMJE)
regarding clinical trials registration. Therefore, it will
accept for publication only those manuscripts on
clinical research exhibiting the identification number
from one of the clinical trial registries validated
according to the criteria established by WHO and
the ICMJE. The identification number and place of
registry should be mentioned after the Abstract.

Copyright notice

No national or foreign publication may reproduce
or translate articles or abstracts from Biomédica
without previous written authorization by the
Editorial Board.

Privacy statement

The names and e-mail addresses provided to
Biomédica will be used exclusively for the stated
purposes of this journal and will not be made avail-
able for any other purpose or to any other party.

Editorial process

All manuscripts submitted for publication to Biomédica
will be reviewed by the Editorial Board and sent for
peer review to at least two experts. To facilitate this
process, authors must suggest and send via the
journal on-line platform the names, institutional
affiliation and e-mail addresses of four national and
four international reviewers whose names should
not be included in the manuscript.

Once the authors receive the reviewers’ comments,
they must address each comment, in addition to
incorporating the corresponding modifications in
the text. The authors must reply to the reviewer
comments within two weeks after receiving them;
if Biomédica has not received the authors’ reply
during the following four weeks, the paper will be
withdrawn.

Once the paper has been accepted for publication,
the Editorial Board will not accept modifications in
its content, and it will request a copyright transfer
statement signed by all authors. Additionally, authors
should certify the quality of the English language in
the manuscript or in the abstract on a document
signed by an expert and sent to the journal before
two weeks.



The original manuscripts of articles accepted to
be published will remain in the journal files for a
minimum of one year after publication. Once the
paper has been accepted for publication, and after
editing and style correction, authors will receive the
galley proofs, which must be carefully reviewed and
returned to the editors within 48 hours after receipt
by the authors.

Once the paper has been published, the corre-
sponding author will receive five free copies of the
journal issue.

Biomédica is an open access journal and it includes
citation metadata for all references in published
articles, all of which are deposited in CrossRef
(http://www.crossref.org/).

General information on manuscripts

Biomédica will publish scientific papers written in
Spanish or English, in the following categories:

Original articles: Unpublished manuscripts resulting
from biomedical research which present new
information about specific aspects and provides a
relevant contribution to scientific knowledge.

Short communication: Report of partial or final
results of research whose rapid disclosure is of
great importance.

Technical note: Detailed description of a new
laboratory technique or of modifications done to
an established technique, emphasizing the advan-
tages that the process has, or the importance of the
innovation developed.

Essay: A philosophical, literary, or scientific manu-
script that presents an author’'s documented opinion
about a specific topic or a topic of current interest.

Commentary: A manuscript about an article pub-
lished in the journal.

History: A manuscript that places emphasis on
historical personalities or facts, and their contribu-
tions to the development of biomedical sciences or
health policies.

Topic review: the current state of the art on a
specific topic; it includes two categories:

1) Requested by the Editorial Board to experts
on a topic.

2) Presented by professionals interested in a par-
ticular topic. For this option, authors must send
a proposal indicating why the topic selected is
relevant to the readers of Biomédica including
a brief description, some key references,

publications by the authors on the topic that are
to be cited (mandatory), unpublished data by
the authors that are to be included (mandatory),
the probable size of the manuscript and the
approximate number of illustrations.

In both categories, authors should include the
following elements:

- An abstract with emphasis on the significance
of recent findings;

- apointed introduction to the topic showing past
landmarks and present developments;

- appropriate subtitles to facilitate a better under-
standing of the manuscript;

- the development of the topic is left to the
discretion of the authors, but they are advised
to include tables, graphics and figures to
provide a clearer understanding of the text. In
case figures are taken partially or totally from
other publications, authors must attach the
permission from the copyright holder for their
reproduction in Biomédica.

Images in biomedicine: An illustrated paper with
photographs demonstrating and explaining a
concept, a structure, a disease or a biomedical
diagnosis. It must include a short commentary
emphasizing the importance of the illustrated topic.

Make your own diagnosis: The purpose of
papers presented in this category is to challenge
the diagnostic ability of readers, using illustrations
or photographs of clinical data, or microscopic
findings. It has two parts, the clinical presentation
and the corresponding findings in the first part, and
the correct diagnosis in the second part. The latter
should appear on a separate page and with an
updated comment on the disease it highlights.

Case presentation: Clinical cases with peculiar
presentations or special features of diagnostic
value and a brief review of the relevant literature.

Letters to the editor: Readers can request expla-
nations or comment on articles published in the
journal. The decision to publish these letters lies on
the Editorial Board.

Book review: Brief critical writings on books about
health and biomedicine.

Preparation of the manuscript

Please follow the guidelines of the International
Committee of Medical Journal Editors that are
published as “Recommendations for the Conduct,



Reporting, Editing, and Publication of Scholarly
Work in Medical Journals” (updated December
2013) (http://icmje.org/icmje-recommendations.pdf).

The manuscript must include the following sections:

Presentation page: This section must include the
following items:

- Manuscript title (maximum 165 characters)

- Running title for page headlines (maximum 50
characters)

- Spanish title (maximum 165 characters)

- A paragraph with the authors’ full names
(include only first family name)

- The institutional affiliation of each author
including the name of their group, institution,
city and country. The link of authors’ names
and institutional affiliation should be done
using numbers in superscript. Omit positions
held and academic qualifications.

- Name of corresponding author, along with
postal address, telephone and fax numbers
and e-mail address

- A paragraph stating authors’ specific contri-
bution to the article.

Abstracts: The manuscript must include a struc-
tured abstract (introduction, objective, materials and
methods, results and conclusions) in both Spanish
and English, not longer than 250 words. The use
of references is not allowed in the abstract, and
the inclusion of abbreviations and acronyms is not
recommended.

Key words: No more than ten key words in each
language are permitted. Authors are advised to
verify the English keywords in the Medical Subject
Headings (MeSH) of the Index Medicus available
from http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.htm,
and the Spanish keywords in Descriptores en Ciencias
de la Salud (DeCS) of the Latin American and
Caribbean Health Sciences index available from
http://decs.bvs.br

Text: All manuscripts, including the presentation
page, abstracts, references, tables and titles of
figures and tables, should be in double space.
Leave only a single space after the end of each
paragraph. Use Arial font size 12 for the text and
for table and figure titles, and do not justify the text
(left justified). Use italic letters for species names or
scientific terms; do not underline for italicization.

Electronic format: The manuscript must be
received as an MS Word™ file, preferably in the
97-2003 version. Figures should come attached
to the Word document and they should be sent
preferably in a 300 dpi tiff format. Graphics made
with Power Point™ or MS Word programs are not
acceptable because of low resolution. lllustrations
are printed in a single column (75 mm) or in two
columns (153 mm), therefore, illustrations must be
sent in one of these two print sizes. In the case
of color illustrations, please use CMYK files in a
high resolution tiff format. The best resolution for
CMYK files is 300 dpi if the image does not include
text. If the image includes text, the recommended
resolution is 600 dpi; if it is black and white,
the recommended resolution is 1200 dpi. The
recommended font for graphics is Helvetic. If your
files are Macintosh, please convert them to one of
the above formats. A complete list of the files must
be sent including the names of the programs in
which they were formatted.

Acknowledgements: Authors should certify that
persons mentioned in the Acknowledgements have
been informed and they have agreed to it. This is
not required in the case of institutions.

Conflicts of interest and financial support
statements: Authors must place these state-
ments before the References section in separate
paragraphs.

Biomédica subscribes the ICMJE recommendations
in this respect and adopts their format for the
statement of potential conflicts of interest, which
should be filled out individually by each author
and sent along with the letter of submission. The
electronic format is available from http://www.icmje.
org/conflicts-of-interest/.

References: Strict adherence to the guidelines of
the uniform requirements for manuscripts submitted
to biomedical journals is required. A number is
assigned to each reference as it appears in the
manuscript, the tables and figures in ascending
order. The reference numbers are placed within
parenthesis (not as indices or superscripts).

Personal communications, unpublished data, manu-
scripts in preparation or submitted for publication,
and abstracts presented at congresses or other
scientific meetings must not be numbered but rather
referenced in the text within parenthesis.

Consult the periodical publications list of Index
Medicus (http://mww.nim.nih.gov/tsd7serials7lij.html)
for exact abbreviations of journal names. If the



journal is not listed, write its full title. Include only the
first six authors of the article, followed by et al. The
inclusion of national and Latin-American references
is recommended. For this purpose, please consult
Lilacs, Latindex, Sibra, or Colciencia’s indices, and
other pertinent bibliographic sources.

The following are some examples of references
from different types of publications according to the
Vancouver style.

Scientific journal: The adequate way of citing
scientific journals is the following (Please, check
the order of the data, spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title. Journal's abbreviated
name. Year;volume:initial page-last page. http://dx.
doi.org/

Examples:

Alter G, Malenfant JM, Altfeld M. CD107a
as a functional marker for the identification of
natural killer cell activity. J Immunol Methods.
2004;294:15-22. http://dx.doi.org/10. 1016/}.jim.
2004.08.008

Sanchez J, Villada OA, Rojas ML, Montoya
L, Diaz A, Vargas C, et al. Efecto del zinc
aminoquelado y el sulfato de zinc en la incidencia
de la infeccion respiratoria y la diarrea en nifios
preescolares de centros infantiles. Biomédica.
2014;34:79-91. http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.
v34i1.1581

Book or document: The adequate way of citing
books or documents is the following (Please, check
the order of the data, spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by
first name initials) in bold. Title. Edition (when
applicable). Place of publication: Publisher; year.
Initial page-last page or total number of pages.

Example:

Bernard HR. Research methods in anthropology:
Qualitative and quantitative approaches. Second
edition. Thousand Oaks, CA: Sage Publications;
1994. 585 p.

Book chapter or document: The adequate way of
citing book chapters or documents is the following
(Please, check the order of the data, spacing and
punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title of chapter. In: name of
book author(s), editor(s). Title of book. Edition (when

applicable). Place of publication: Publisher; year.
Initial page - last page or total number of pages.

Example:

Restrepo A, Tobon AM, Agudelo CA. Para-
coccidioidomycosis. In: Hospenthal DR, Rinaldi
MG, editors. Diagnosis and treatment of human
mycoses. 1st edition. Totowa, NJ: Humana Press;
2008. p. 127-331.

Documents in web sites: The adequate way of
citing documents published in web sites is the
following (Please, check the order of the data,
spacing and punctuation):

Authors (only first family name followed by first
name initials) in bold. Title. Citation date: day,
month, year. Available from: exact link to open the
document.

Example:

Nucci M, Colombo AL. Clinical manifestations
and diagnosis of acute/subacute paracoccidioido-
mycosis. UpToDate. 2012. Citation date: October
15,2012. Availablefrom: http://www.uptodate.com/
contents/clinical-manifestations-and-diagnosis-
of-acute-subacute-paracoccidioidomycosis.

Tables and figures: Tables must be formatted
using the Word processing tool for this purpose. Do
not include columns or tabulations within the text of
the manuscript.

Regarding microscope slides, include the staining
and lens increase in the objective, but do notinclude
the value of the ocular.

In the case of tables or figures previously published,
an authorization by the copyright holder should be
attached for publication in Biomédica.

Manuscript submission

The manuscript should be submitted to Biomédica’s
on-line platform using the link “Informacion para
autores”, available from http://www.revistabiomedica.
org/. However, a printed letter signed by all authors
stating that they know the contents of the manu-
script, that they agree to its submission for
publication in Biomédica, and explicitly stating that
the manuscript has not been published or submitted
for publication to any other journal should be sent
to the following address:

Revista Biomédica

Instituto Nacional de Salud

Avenida Calle 26 No. 51-20, bloque B, oficina B-245
Bogota D.C., Zona 6, Colombia



Authors living in foreign countries may send the
letter signed and scanned via e-mail to Biomédica’'s
e-mail: biomedica@ins.gov.co, explaining that they
do so because they are settled abroad.

Once the printed letter of submission (in the case of
local authors), or the e-mails (in the case of authors
abroad) have been received at Biomédica’s office,
the editorial review process will start.

The submission of a manuscript to Biomédica for
publication implies the acceptance by the authors
of the following:

Full knowledge and strict adherence to the
instructions to authors;

compliance with the internationally accepted
authorship criteria;

inclusion of all authors that meet authorship
criteria;

total agreement with the final version of the
manuscript submitted for publication, and

no engagement in any conduct that may be con-
sidered a transgression of the scientific integrity
or the ethical principles of scientific publications.



Checklist for submitted manuscripts

For the purpose of verifying that authors have complied with Biomédica’'s publication guidelines, the
corresponding author should include the following checklist along with the manuscript:

Category

___ Original article ____Short communication ____ Technical note
____Topic review ____Historical paper ___ Essay

___ Commentary __Images in biomedicine

____ Case presentation ____Make your own diagnosis

____ Letter to the editor ____Book review

1. Presentation
Text written in double space, in Arial font size 12 point, on one side of letter-size pages

Pages numbered consecutively

2. Title
___ Title in Spanish and English (maximum 165 characters)

____Running title in the same language used in the text of the manuscript (Spanish or English, maximum
50 characters)

Authors’ names with institutional affiliations (do not include current positions or academic titles)

Corresponding author’s information: name, postal address, phone number, fax number, e-mail address

3. Abstracts

____ Structured abstract both in Spanish and English (maximum 250 words) using the following subtitles:
Introduction, Objective(s), Materials and methods, Results, Conclusion(s). The inclusion of a
structured abstract applies only for original articles and short communications.

4. Keywords
____ 61010 per manuscript in each language

____ Keywords in English previously verified in the Medical Subject Headings (MeSH) of Index Medicus
available from http://www.nIm.nih.gov/mesh7meshhome.htm, and Spanish keywords verified in
Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS) of the Latin American and Caribbean Health Sciences
index available from http://decs.bvs.br

5. Structure of an original article, technical note or short communication
Include the following sections:

____Introduction

____Materials and methods

____ Results

____Discussion

____Acknowledgements

____ Conflicts of interest statement

Financial support statement



References

____Tables and figures with their corresponding titles.

6. Figures

___ Figures should go on a separate page with its corresponding title

7. Tables
____Tables should go on a separate page, in Word format using font Arial size 10 and single space
____Tables should be numbered consecutively in their order of appearance in the text

__Include titles for all tables and figures.

8. References
References should be numbered consecutively according to the order of citation in the text.
Biomedica’s guidelines for citing references must be followed strictly.

___Ifreferences are cited in tables or figures, please continue with the consecutive order used in the text.

10. Use of abbreviations and acronyms

__ Write the complete term in its original language with the corresponding abbreviation in parenthesis.
Avoid using abbreviations and acronyms that are not universally accepted.

11. Nomenclature
Names of genus and species are written in italics

Microorganisms scientific names should be written in full the first time they appear in the text, as well
as in the title and in the abstracts; after, just use the first letter of the genus followed by a dot and the
complete name of the species.

12. General considerations

Printed letter of submission signed by all authors. In the case of authors living abroad, the letter
should be signed, scanned and sent from their personal e-mails.

____ Conflicts of interest statement in the corresponding form filled out by each author.

Manuscripts presenting results from research conducted on human subjects or animals include an
explicit statement that ethical clearance was requested and obtained from an institutional ethics com-
mittee. This statement goes at the end of the Materials and methods section.

Site and registration number for clinical trials in human subjects.

Authors certify that the persons whose names are mentioned in the Acknowledgements section are
fully aware of this and agree to their inclusion.

The financial support statement was included.

The names, institutional affiliation and e-mails of the four national and four international reviewers
suggested by the authors were included in the letter of submission.
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