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COMO PROYECCION DE LA REVISTA Med
NACE SEMILLEROS Med

Coronel Médico JUAN MIGUEL ESTRADA GRUESO
Decano Facultad de Medicina
Universidad Militar Nueva Granada

Nuestra Revista Med, creada por iniciativa de un di-
namico y emprendedor grupo de estudiantes, ingresoé,
a partir de enero del 2005 y después de doce afios de
presencia en la comunidad cientifica, en un programa
de actualizacién y renovacién tendiente a optimizar su
calidad e impacto en el medio académico, en cumpli-
miento del plan de desarrollo de la Facultad de Medicina
para el periodo 2004-2008. Fue asi como después de
un arduo e intenso trabajo del comité creado para tal
fin, se sometié con su volumen No.13, publicado en
julio de 2005, a un proceso de evaluacién por parte
de pares externos que llen6 de satisfaccion a toda la
comunidad neogranadina y que le permitié su ingreso
a indices y bases bibliograficas tan prestigiosas como
Bireme, Publindex de Colciencias, en donde se clasifico
en categoria B y a LILACS, una base de datos coope-
rativa del sistema Bireme, en la que se agrupa, a nivel
de Latinoamérica y del Caribe, la literatura cientifica en
el campo de las Ciencias de la Salud.

Esos resultados han generado nuevos retos y metas y un
mayor compromiso con nuestros lectores y suscriptores,
orientados al logro de un horizonte promisorio.

Nuestra continua y permanente reflexién acerca de la
permanencia en el medio cientifico y académico de las
publicaciones universitarias nos reafirma en la conviccién
de que ademas del apoyo logistico institucional, es indis-
pensable también, desde los programas de formacion
profesional, una labor académica dindmica y creativa en
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la que se generen espacios para que los estudiantes, tanto
de pregrado como de posgrado, ademas de alcanzar
las competencias necesarias para su desempefio profe-
sional, se formulen preguntas y propongan soluciones
en torno a la resoluciéon de problemas de complejidad
creciente de acuerdo con su nivel de formacién, guiados
y acompariados por sus docentes en las diferentes areas,
que dentro de la normas de rigor cientifico, los orienten a
escribir los resultados de sus proyectos. Los resultados de
estos trabajos, que podriamos llamar de iniciacion cienti-
fica, bien merecen su divulgacion, no solo como estimulo
y reconocimiento a sus autores, sino como motivacion
para seguir regando semillas que en un futuro no muy
lejano germinen y conviertan a nuestros egresados en
una sélida poblacion de profesionales capaces de generar
investigaciones de mayor complejidad, que contribuyan
al desarrollo cientifico y social de la nacién. Todo esto
es lo que ha dado origen a la creaciéon de esta, la revista
de los estudiantes para estudiantes y en cuyo nombre,
Semiilleros Med, se plasman nuestros propositos y
objetivos fundamentales:

Crear en el estudiante la cultura de publicar y la necesidad
de divulgar los resultados obtenidos y de adquirir nuevos
conocimientos, como parte de su propio entrenamiento
académico.

Motivar a la poblacion estudiantil a que desde el inicio
de su actividad académica participe activamente en la
produccién de actualizaciones médicas y trabajos de
investigacion cientifica.

Facilitar la difusién de las actualizaciones en las diferentes
areas de salud, de tal manera que se estructure una co-
munidad académica cientifica, integral y dinamica.

Los estudiantes de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad Militar Nueva Granada presentan con gran
orgullo y compromiso su revista Semilleros Med,
facilitando que nuestra institucion y toda su comunidad
académica contintien por la senda que lleva al encuentro
de la trascendencia y la excelencia.

iBienvenida, Semilleros Med!
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EDITORIAL

MAYERLI RODRIGUEZ MARTINEZ
EbpiTorA REVISTA «Semilleros Med»

Hace seis meses dimos comienzo a este proyecto, para
entonces no imaginabamos la dimensién que tenia
el hecho de formar una revista, iniciar desde cero y
empezar a definir las bases que delimitarian lo que que-
rlamos de ella, ain sin experiencia, pero con mucho
entusiasmo. El grupo conformado por tres estudiantes
de la Facultad de Medicina, bajo la tutoria de la Dra.
Doris Gémez v el apoyo inicial del Dr. Héctor Posso,
tomé las riendas para liderar la construcciéon hasta
conformar, junto a excelentes profesionales de la salud
de talla nacional e internacional, un grupo idéneo y
experto que respalda la calidad de las publicaciones.

Esta revista surge entonces, ante la idea de abrir un
espacio donde los estudiantes puedan publicar los
trabajos realizados con calidad digna de publicacion;
para que con el tiempo se cree una cultura cientifica
motivada por el sentido mismo de investigar, y que
estos trasciendan mas alla de la necesidad de obte-
ner una buena calificacién. Es asi como el Dr. Juan
Miguel Estrada, Decano de la facultad y el Comité
de Publicaciones de la Revista Med se interesaron
y ampliamente nos apoyaron en este proyecto.

Para empezar, necesitibamos saber qué nivel mane-
jan las publicaciones estudiantiles médicas nacionales
con el fin de formarnos una idea de lo que queriamos
lograr y establecer metas de calidad; nuestra sorpresa
al ver la gran cantidad de universidades que manejan
este tipo de ediciones y su larga trayectoria, fue muy
grande; entonces nos preguntamos por qué tarda-
mos tanto en conformarla, teniendo asi un motivo
mas para sacar este proyecto adelante, con todo el
interés y voluntad.

Lo primero fue determinar la misién, visién y objetivos,
pues para comenzar es fundamental tener claro lo que
queremos y hacia donde buscamos proyectarnos; defi-
nida nuestra premisa seguimos con el punto en el que
invertiriamos gran parte de nuestro tiempo, la guia de
autores. No era tan facil definir que requisitos debian
cumplirse para garantizar que los articulos publicados
fuesen de alta calidad, veraces, respaldados en revisiones
exhaustivas y actualizadas que hagan de éstos un apoyo
académico y permitan a los estudiantes desarrollar habi-
lidades narrativas, de interpretacion en la investigacion
y de participacion en ellos, acorde con una época que
nos exige cada dia estar un paso adelante.

Entre mas reuniones teniamos, mas nos dabamos
cuenta de cuénto nos faltaba, cuantas ideas por de-
sarrollar y obstaculos que sortear, y fue alli cuando la
experiencia del grupo de Revista Med hizo su apor-
te enriquecedor a la evolucion de este proyecto.

Al pensar en cual seria la portada de la publicacion
decidimos que seria realizada y seleccionada por los
estudiantes, entonces se abrié una convocatoria en
septiembre, y para mediados de octubre se eligieron
las propuestas de Henry Hincapié y Luis Fernando
Sastre quienes en conjunto diagramaron el disefio
de la caratula que identifica la revista.

En todo este tiempo de trabajo descubrimos la dedica-
cién que requiere editar una revista, de la importancia
del trabajo en equipo y de todo lo que se puede apren-
der en actividades extracurriculares como esta.

Tal vez contarlo es mucho mas facil de lo que fue
hacerlo, pero la gran satisfaccién que nos dejé y todo
lo que aprendimos solo demuestra que vali6 la pena
todo el esfuerzo.

Finalmente extendemos la invitacién a todos los
estudiantes, docentes y profesionales de la salud
que conforman la comunidad académica a participar
activamente en esta nuestra revista neogranadina
«Semilleros Med», como publicadores o miembros
del Comité General de la revista, y a visitar el link
de publicaciones en la pagina web de la universidad
y enviarnos sus comentarios al correo electrénico:
semilleros.med@umng.edu.co.
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BUSQUEDA DE SECUENCIAS CONSERVADAS IMPLICADAS
EN REACCIONES LIGANDO RECEPTOR DE LA GLUCOPROTEINA

120 DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

PauL RaINER Gis CASTRO!, ENRIQUE SALCEDO?

RESUMEN

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH), produce el sindrome de inmunodeficiencia humana
(SIDA), estudiado por muchos y que sigue siendo un flagelo para el mundo. Actualmente existen
grandes avances que buscan mitigar su alcance, pero ninguno de ellos llega mas alla de tratamien-
tos que controlan pero que no erradican la enfermedad debido a la alta mutabilidad del virus en
su replicacion.

Esta investigacion se basa en la hipétesis de que pese a la variabilidad de este virus, debe tener
algo constante en su glucoproteina de adherencia a membrana (gp120) para seguir teniendo el
mismo efecto sobre las células humanas. Por eso se realizé una busqueda de todas las proteinas de
adherencia publicadas y disponibles con el fin de secuenciarlas y encontrar algiin tipo de patrén o
de aminoacidos constantes en ellas.

Se encontraron 9 aminoacidos constantes para todas las proteinas estudiadas, los cuales no for-
maban parte de los sitios de adhesién de la gp120 a la célula. Pese a que hubo muchos limitantes
a la hora de recopilar informacion, el estudio da un punto de vista diferente respecto a soluciones
posibles para el control del SIDA que podria seguir siendo estudiado.

Palabras clave: HIV, AIDS, GP120, HAART.

INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) consta
del tipo 1 (HIV-1) y el tipo 2 (HIV-2), este infecta al
hombre produciendo el sindrome de la inmunodefi-
ciencia adquirida humana (SIDA). La patogénia de la
infeccién ha sido mejor descrita en el HIV-1 debido a
su incidencia mundial. Los sintomas iniciales se rela-
cionan con los del resfriado comun, seguidos por una
fase asintomatica de larga duracién con baja viremia
a nivel plasmatico. El conteo de linfocitos CD4+ en
sangre periférica decrece progresivamente a cifras
menores al 20% del valor normal en los siguientes 8
a 10 afios; dando lugar a que infecciones oportunistas
se presenten. La infeccién por HIV puede ocurrir

por contacto sexual con un individuo infectado, por
compartir jeringas contaminadas, por transfusion
de sangre o sus derivados de un sujeto infectado y
de madre a hijo en la gestaciéon o en el periodo de
lactancia (1,2,3).

El virus HIV-1 incluye tres grupos, denominados M,
N y O, genéticamente divergentes pero comparten
la organizacibn genémica. Poseen vif vpr, vpu (ge-
nes reguladores) y el fragmento de lectura (reading
frame) del gen nef no se sobrepone al gen env
como si ocurre en el HIV-2. El HIV-2 se concentra
en el Africa occidental donde el HIV-1 también se
encuentra. HIV-1-O y HIV-1-N se encuentran en
Camerun y la parte occidental de Africa central. El

Estudiante Noveno Semestre. Factulad de Medicina. Universidad Militar Nueva Granada. Bogota, D.C., Colombia.

2 Ph.D. Universidad de Liverpool.

Direccion electronica para correspondencia: 0400344@umng.edu.co

6 SEMILLEROS {{fgd




GIS P., SALCEDO E.

HIV-1-M estd ampliamente distribuido por toda el
Africa. En el norte de América junto con el caribe la
prevalencia esta dada por HIV-1-B, con unos pocos
casos reportados de infeccién por otros subtipos,
como HIV-1-O y HIV-2. En Sur América, Brazil y
Argentina, hay alta prevalencia de HIV-1-B con un
10% de casos reportados de infeccién por el subtipo
F, un 1% del subtipo C y algunos casos esporadicos
por HIV-2 (1).

ESTRUCTURA Y GENOMA DEL HIV

El genoma del HIV se compone de dos cadenas
idénticas de ARN, cada una de 9.2 kilobases de
longitud, ubicadas dentro de una capside de proteina
viral rodeada de una bicapa fosfolipidica derivada
de la membrana celular del hospedero, incluyendo
proteinas de este y otras virales. Su genoma cuenta
con repeticiones terminales largas (LTR) que regulan
la integracion, expresién génica y replicacion viral.
Los genes (9 en total: gag, pol, env, vif, vpr, tat, rev,
vpu, nef) codifican la maquinaria viral (3).

Fases de la replicacion viral

El complejo env se compone de una subunidad
transmembrana gp41, y una subunidad externa
asociada no covalentemente, la gp120. El complejo
env se expresa en forma trimérica de tres pares de
agpl120/gp41. La gp120 se une a receptores CD4+
encontrados en los linfocitos T (LT) (aunque también
se encuentran en macréfagos, monocitos y células
dendriticas). Esta unién genera un cambio estruc-
tural v produce la unién por medio de una regién
variable (loop V3 y en menor medida por V1 y V2)
a un receptor de quimoquinas (receptores CXC4 o
CCRb5) ubicado en la membrana de las células blanco.
El cambio conformacional de gp120 tras la unién a
CD4 expone regiones variables, se ha identificado
una region constante entre V3 y V2 que esta también
involucrada en la unién al correceptor. Se conocen
tipos de virus de unién a células por medio de los
correceptores CXC4 y CCR5 independientemente
de una unién previa con un receptor CD4, como
lo hace el virus de la inmunodeficiencia en simios
(SIV) (14). Este tipo de virus desarrolla una respuesta
inmune mejor debido a que su sitio de unién a células
esta constantemente expuesto (a diferencia de lo
que ocurre con HIV-1 y HIV-2) para que se genere
inmunidad de tipo humoral maés eficiente. La gp41

sufre un cambio conformacional con el cual expone
una region hidrofoba tras la union de gp120 a CD4
y CCRb, conocida como péptido de fusién, que se
inserta en la membrana celular de la célula blanco
y permite la fusién con la membrana viral. Se han
intentado mecanismos de inhibicién de la fusion de
las membranas por medio de péptidos que se unen a
la gp41 limitando su cambio estructural y evitando su
unién con la membrana blanco. El péptido llamado
T20, quien se une a la gp41 demuestra fisicamente

que puede reducir la replicaciéon viral en un sujeto
infectado (14).

Una vez es insertado el material viral, su genoma es
integrado al genoma del hospedero por medio de
la transcriptasa inversa. La expresion viral continta
en dos pasos, primero son codificadas las proteinas
de regulacion, Tat, Rev y Nef (derivadas de sus
respectivos genes tat rev y nef) y segundo, ocurre
la produccién de los productos génicos Gag, Env,
Vif, Vpr v Vpu, involucrados en la formacion de
la particula viral produciendo nuevos viriones que
se acumulan en la célula. Durante este proceso, se
producen también proteinas virales (como la gp120)
que se acumulan en la membrana de la célula facili-
tando la fusién con otros linfocitos, creando sinsitios
con capacidad de reproduccion viral en su interior.
El proceso de replicacion viral al interior de la célula
es regulado por el gen nef, donde luego la célula
muere y libera los viriones para continuar con el
ciclo infeccioso (3).

Variabilidad del HIV

La variabilidad del HIV es debida al alto grado de
error que posee la transcriptasa inversa, generan-
do aproximadamente una mutacién por ciclo de
replicacion. Dicha variabilidad es tan alta que se
incrementa comparando aislados de distintos indivi-
duos, y aumenta en muestras de distintas locaciones
geogréficas. Con el genoma mutado, sus productos
proteicos mutaran de manera similar. La gp120 y la
gp41 asociadas a la membrana del virus son unos
de los genes mas polimérficos. Debido a que estas
proteinas no mantienen integridad estructural y va-
rian en cada ciclo de replicacion, el sistema inmune
no puede montar una respuesta protectora celular o
humoral. Se han estudiado casos donde la cantidad
de anticuerpos monoclonales secretados a manera de
respuesta antigénica muchas veces también genera
respuestas de manera autoinmune (1,4).
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Terapia antirretroviral

El tratamiento de pacientes infectados por medio de
inhibidores de la transcriptasa inversa combinado
con inhibidores de la actividad porteasa (HAART,
lo que significa, tratamiento antirretroviral de gran
actividad) ha sido ampliamente usado. Los resultados
han sido varios, pero el fin comun es la reduccion de
concentracién viral a nivel plasmaético mas no la erra-
dicacion de este. Otra propuesta se refiere a la funcion
de los receptores de quimoquinas CXCR4 y CCR5.
Investigadores han intentado sintentizar homoélogos
estructurales (llamados bicyclam) que compiten con
el HIV por la unién a la célula e impiden la unién. La
molécula SCH-C tiene como blanco el receptor CCR5
v su administracion puede hacerse de manera oral, sus
pruebas hasta ahora se han hecho en animales pero
se espera empezar pronto pruebas en humanos. Otro
prototipo de bicyclam es AMD3100 cuyo tropismo
es por CXCR4 y su administracion es intravenosa. Se
cree que una terapia desarrollada con estas moléculas
junto con competidores de la gp41 tales como el T-
20 o el T-1249, genere una respuesta satisfactoria
en la reduccion del HIV en pacientes infectados. El
problema ético de estas terapias es la calidad de vida
que tendria el paciente. El T-20 por ejemplo debe
administrarse 2 veces diarias por medio de inyeccion
para lograr alcanzar unas concentraciones séricas
apropiadas, o los bicyclam, que su vida media es de
aproximadamente de 3 dias, tendrian necesariamente
que ser administrados de manera continua para lograr
un resultado esperado. No se sabe hasta ahora las
repercusiones que las dosis puedan tener, ya que la
administracién parenteral ha generado inflamacién en
el sitio de la inyeccién en algunos de los pacientes. Su-
mado a lo dispendioso de la terapia, esta la certeza de
que no es posible erradicar la infecciéon sino reducirla
a un nivel basal donde se conserve estable, limitando
las posibilidades a que la replicacién solo se detenga
por unos anos mas, pero no evitando que su conti-
nuidad sea persistente. Otro mecanismo que buscod
desarrollarse fue la terapia basada en la produccion de
siRNA especifico para mRNA virales del HIV. La idea
era crear RNAs de interferencia (iRNA) que interrum-
pieran el ciclo de replicacion viral a nivel intracelular
mediante la intervencion del proceso llevado por de la
transcriptasa inversa. Inicialmente se pensé (til, pero
el problema encontrado fue la capacidad mutacional;
tal capacidad determinaba el constante cambio y
limitaba cada vez maés la funcionalidad de estos iRNA
al punto de hacerlos inttiles (5-9).
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Gp120/41

La gp120/41 (de 876 aminoacidos)(11) proviene
de la escision proteolitica de la proteina gp160;
producto final del gen env (comprendido entre 6260-
8890 pares de bases del genoma del HIV)(12). Su
funcién descrita antes, es la de unir a la particula viral
a la célula para producir la infeccién. La secuencia
de aminoacidos de la gp120 contiene 5 regiones
variables (V1 a V5) alternadas con regiones altamente
conservadas; pero estas regiones variables son las que
tienden a quedar expuestas en la superficie viral (fig
1) atin asi se haya dado la unién entre la gp120 y el
CD4 del linfocito. El disefio entonces de un inhibidor
de la entrada viral debe tener en cuenta la estructura
tridimensional final de la proteina y la variabilidad de
la secuencia; pero tal disefio no se puede basar en
la observacion de las secuencias de manera lineal ya
que este dato no predice la actividad in vivo (14). Las
secuencias en el loop V3 estan relacionados con la fu-
sién de las membranas debido a que por medio de es-
tas se genera la unién de la gp120 al quimioreceptor
una vez se ha hecho el cambio estructural generado
por la unién previa al CD4 (13). La gp41, segmento
trasmembrana de la gp160, acttia en el proceso de
fusion de membranas cuando la gp120 esta unida
tanto al CD4 como al quimiorreceptor (CCR5 o
CXCRA4). Su variabilidad también es alta, pero es limi-
tado encontrar en ella secuencias conservadas ya que
su disposicién transmembranal se hace visible una vez
la gp120 ha hecho cambio conformacional al haberse
unido al CD4 vy al receptor de quimoquinas (14-17).
El encontrar secuencias conservadas en la gp120
Utiles en el proceso de unién a CD4, da la posibili-
dad de buscar estructuras sintéticas que abarcaran el
patrén encontrado y compartiera su conformacion
estructural, generando asi una respuesta humoral
eficaz, mientras que una respuesta ante la gp41
implicaria su exposicion previa; fenomeno ocurrido
cuando la gp120 esta unida a la célula, elevando la
posibilidad de infeccién en caso de fracaso. Como
se menciond anteriormente, existen particulas que
se unen y limitan la actividad de la gp41 en la fusién
de las membranas (como el T20), pero sucede que
su accién no es del todo satisfactoria debido a que la
infeccion es controlada, pero no erradicada.
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MATERIALES Y METODOS

Compilacion de secuencias de la proteina
apl20

Se realizaron busquedas en la base de datos del NCBI
(www.ncbi.nhi.nlm.org) las cuales arrojaron 14040
resultados para la palabra “gp120”. La depuracion se
hizo necesaria debido a que los resultados obtenidos
de esta busqueda inicial contenian informacién no
pertinente a la investigacién. Se procedi6 a continuar
con nuevas buisquedas en donde una tras otra se
eliminara lo innecesario de la anterior.

e Gpl120 NOT immunoglobulin: arrojé los mismos
14040 resultados iniciales. A esta busqueda se
le encontraron resultados de gp120 de homosa-
piens.

¢ Gpl20 NOT immunoglobulin NOT homosapiens
NOT partial: 1010. En este resultado se encuen-
tra el genoma completo del HIV-1 (NC_001802).
Sin embargo, se evidenca la presencia de secuen-
cias referidas a Drosophila, a rata, de mycobacte-
riofago y de mixoma entre otros.

¢ Gpl20 NOT immunoglobulin NOT homosapiens
NOT partial NOT rattus NOT mycobacteriophage
NOT drosophila NOT mixoma: 990 resultados.
Se encuentran secuencias con patente.

e Gpl20 NOT immunoglobulin NOT homosapiens
NOT partial NOT rattus NOT mycobacteriophage
NOT drosophila NOT mixoma NOT patent NOT
synthetic NOT mimusculus NOT macaca NOT
E.colli NOT similarity to rat: 654 resultados.

Usando lenguaje PERL, se programé una busqueda
interna dentro de la base de datos obtenida buscando
depurar atin mas la informacién con el fin de obte-
ner los archivos o secuencias cuyo titulo de reporte
comprendiera solamente la palabra “gp120”. Este
paso dejo finalmente 415 secuencias, las cuales pos-
teriormente serian sometidas a un nuevo filtro por el
cual s6lo 314 secuencias fueron elegidas finalmente
como base de datos de la investigacién debido a que
en su reporte de secuencias de aminoéacidos conte-
nian también el codigo de acceso a su respectiva
secuencia de nucleé6tidos. Se hizo entonces una base
de datos donde se involucraba el nimero de acceso
de cada reporte de los 314 escogidos emparejado
con el codigo de acceso a la secuencia de proteinas
derivada de la misma secuencia de nucleétidos. Este
ordenamiento se realizé en Excel donde también se
anadi6 a cada secuencia, o al menos los que lo involu-

craran, una columna con el nimero de pares de bases
con el que cada una esta conformada; esto con el fin
de contemplar un nimero de referencia a saber de
contenido en cada uno de los casos y determinar asi
una idea del tamario en general para cada una. Apar-
te de esta base de datos gravada en archivo Excel, se
cred también un archivo con formato GenProt donde
se encuentran todas las secuencias mencionadas
junto con un formato Fasta donde se permite tener
gravada cada secuencia con su titulo (ambos tipos
de archivos son proporcionados por la pagina web
de la ncbi www.ncbi.nhi. nlm.org). En Partial order
Aligment (POA) (www. biocinformatics.ucla.edu/poa/)
se hizo el alineamiento del archivo FASTA con las
314 secuencias obteniendo el resultado en formato
CLUSTAL. Posteriormente, una siguiente depura-
cion debid hacerse debido a que estas 314 secuencias
se diferenciaban entre ellas en cuanto a cantidad de
aminoécidos se refiere. Se encontraban en el mismo
archivo secuencias de 112 aminoéacidos en promedio
al tiempo que secuencias de 35 aminoéacidos. Esta
Gltima cantidad resultaba ser demasiado pequefia
para realizar un analisis provechoso comparado con
el tamario de las otras secuencias, asi que esta nueva
depuracién debi6 hacerse por medio de la limitacion
de las secuencias a un minimo de 300 nucleétidos
en la secuencia de origen de cada una de ellas, este
paso redujo la cantidad de secuencias a un total de
108. Con estos resultados, se procedi6 a dividir en
grupos el alineamiento de las secuencias de modo
de que cada uno de ellos contemplara cierto nimero
de secuencias relacionadas entre si, donde cada una
de ellas compartiera el punto de origen o proceden-
cia junto con otra cantidad de secuencias (Tabla 1).
Una vez conseguidas las secuencias de esta Ultima
depuracién, se llevaron a un alineamiento en el POA
donde se obtuvieron los respectivos graficos (Fig 1)
junto con los formatos CLUSTAL para el andlisis.
Los resultados se vieron mucho mas especificos para
su estudio.

Correlacion con proteinas cristalizadas

Se hizo una busqueda de proteinas cristalizadas en
Protein Data Bank (PDB) (www.rcsb.org) donde bajo
las palabras “gp120 NOT gp41” hubo 54 resultados.
Se seleccionaron aquellos resultados que, aparte de
tener a la gp120, comprendieran en su cristaliza-
cion al CD4 y a un Ac unidos a ella con el fin de
facilitar el analisis posterior por medio de los sitios
de unién ligando receptor entre las mencionadas
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TABLA 1. Divisién de las secuencias escogidas en grupos seleccionados por su procedencia. Se muestran también la cantidad de secuencias
involucrada en cada grupo junto con el promedio de aminodcidos en cada uno de ellos.

Grupo Numero de secuencias Cantidad de aminodcidos (promedio) Procedencia
Grupo 1 39 secuencias 112 China
Grupo 2 59 secuencias 110 Frontera entre China y Vietnam
Grupo 3 10 secuencias 112 Cuba
Grupo 4 1 secuencia 321 Drosophyla melanogaster

-
h...,,_‘

—
AN

mac:

-

FIG 1. Alineamiento de las 109 secuencias. Se involucra en este
alineamiento a la secuencia de la gp120 obtenida del archivo
1GC1. Se observan diferencias en tamano en 2 aminodcidos
entre los residuos cercanos al segmento aminoterminal, también
es visible un segmento conservado de 55 aminodcidos seguido
de uno de 15 y otro de 14, estos ultimos estdn separados por
diferencias de un aminodcido menos en la secuencia. En el extremo
carboxiterminal las secuencias se aprecian poco conservadas;
su alineamiento muestra diferencias de 1 y 3 aminodcidos a lo
largo de ellas.

Extremo carboxilo :

1

[

moléculas. Se seleccionaron finalmente 4 proteinas
reportadas que cumplian estas caracteristicas (Tabla
2). El archivo usado en el anélisis fue 1GC1, el cual
cumplia a con los pardmetros anteriormente men-
cionados, comprendiendo la unién de la gp120 al
CD4 vy, aparte, una unién a un Ac lograda a partir
del cambio conformacional de la gp120 generado
por su unién al CD4; a este Ac se le denomina
entonces iAc, debido a que su actividad resulta de
la induccién del cambio conformacional procedente
de la unién gp120-CD4. Con Deep/Swiss-Pdb
Viewer (av.expasy. org) se procedié a observar las
moléculas cristalizadas. Se continud entonces con la
ubicacién de los puentes de hidrégeno involucrados
en las uniones de la gp120 con el Ac y de la gp120
con el CD4. Era importante encontrar también los
aminoécidos cercanos a los aminoéacidos previamente
ubicados para poder tener localizaciones de residuos
ligando receptor en el alineamiento multiple. Una vez
obtenidos, se procedié a buscar en la primera base
alineamiento multiple de datos estas secuencias con
el fin de encontrar posibles similaridades entre ellas
respecto a estos residuos ligando receptor. Aparte,
bajo la publicaciéon del articulo de la proteina utilizada
en el anterior andlisis, se usaron también los aminoéa-
cidos reportados en dicho articulo como implicados
en la unién de la gpl120 con el CD4 y el iAc para
hacer con ellas una correlacion al igual a las que se
encontraron con ayuda del programa (14).

RESULTADOS

El resultado de la primera depuraciéon concluyd en
314 secuencias con diversas caracteristicas entre
ellas, 99 secuencias fueron reportadas en un estudio
epidemiolégico realizado en China (15) cuyos sujetos
de estudio eran pacientes que usaban drogas intra-
venosas (IDU); otras 138 secuencias provenian de
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TABLA 2. Archivos seleccionados y sus caracteristicas

Caracteristicas

Cédigo de acceso

1GM9

inducido.
1G9N

inducido.
1GC1
1Q1J

48D
1RZ7

Env glicoproteina gp120 HIV-1 Hxbc2 en complejo con CD4 y un Ac neutralizante 17b
Env glicoproteina gp120 HIV-1 Yu2 en complejo con CD4 y un Ac neutralizante 17b

Gp120 base del HIV-1 en complejo con CD4 y un Ac neutralizante humano.
Andlisis de estructura cristalizada de Anti-HIV-1 Fab 447-52D en complejo con V3 péptido

Estructura cristalizada de un Ac humano Anti-HIV-1 gp120

un seguimiento de variantes del HIV obtenidas de la
frontera entre China y Vietnam (16); y las tltimas
77 son de un reporte acerca del HIV circulante de
La Habana, Cuba (no documentado). Lamentable-
mente no todas las secuencias reportadas contenian
el mismo tamario, asi que fue necesaria una nueva
depuracion. Este paso concentrd secuencias prove-
nientes de los grupos referidos, junto con la secuencia
de la gp120 contenida en el complejo gp120 unido
a CD4 y al iAc encontrado en el archivo 1GC1
(Tabla 1). Se consiguieron en total 39 secuencias
provenientes del grupo referido al estudio en China,
59 del grupo de la frontera de China y Vietnam, 10
del grupo de La Habana, y por tltimo, la secuencia
del archivo 1GC1. Después de haber conseguido
concretar las secuencias se procedi6 con el respectivo

alineamiento. Este resultado originé los respectivos
CLUSTAL para realizar el analisis junto con la gréfica
del proceso (Fig 1).

La buisqueda de los puentes de hidrégeno en la
molécula por medio del programa Deep/Swiss-Pdb
Viewer relacionados con la uniéon de la gp120 al iAc
y al CD4 arroj6 4 y 5 aminoéacidos respectivamente
(tabla 3). Por medio de la revision del articulo referen-
te a la molécula cristalizada se usaron los aminoacidos
alli reportados involucrados en la unién de gp120 al
CD4, estos fueron siete en total (ASP368, GLLU370,
ASN 425, MET426, TRP427,VAL430Y GLY473).
Para hacer el debido analisis sobre un alineamiento
final, fue necesario buscar estos aminoéacidos en
las secuencias previamente alineadas. Se procedi6é

TABLA 3. Aminoacidos involucrados en las uniones entre la gp120, el CD4 y el Ac por medio de puentes de hidré-
geno en la molécula cristalizada 1GC1con sus respectivos receptores en el Ac y en el CD4. Aminodacidos cercanos
a los involucrados en la unién por puentes de hidrégeno entre el Ac y la gp120

Aminoécidos en gp120 Aminoécidos en Ac Aminoécidos en CD4 Aminoécidos cercanos en gp120
THR202 HIS59 VAL200, I[LE201, GLN203, ALA204, CYS205
ARG419 GLU106 PRO417,CYS418, ARG419, [LE420,LYS 421,
GLN422 TYR109 ILE420, LYS421, GLN422, [LE424
ILE423 GLY107 GLN422, [LE423, ILE424, ASN425
SER365 ASNbH2
ASP368 ARG5H9
ASP279 LYS29
ASN280 GLN33
ASP474 GLN25
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entonces a realizar el alineamiento con la secuencia
de la gp120 involucrada en al archivo 1GC1. Se
obtuvo entonces un archivo con 109 secuencias.
Los resultados obtenidos se vieron comprometidos
ya que la 1GC1 contenia muchos mas aminoéacidos
que las demaés secuencias; (321 en total, a diferencia
de los 112 en promedio de las otras 108 secuencias
involucradas) debido a que se trataba de una gp120
manipulada a partir de la combinacién y el ligado de
diversas cadenas de otras gp120, y por medio de la
sustitucion de péptidos en el proceso de deglicoci-
lacién con el fin de reducir la heterogeneidad de la
particula para que fuera mas posible la cristalizacion.
En la grafica de alineamiento se aprecian entonces
espacios formados por los aminoéacidos que no se
comparten entre las secuencias de los grupos y la
del 1GC1.

Se tomaron entonces los aminoacidos obtenidos por
medio de las uniones por puentes de hidrégeno y los
reportados en el articulo del 1GC1 y se ubicaron en
conjunto en la grafica de alineamiento con el fin de
observar si alguno de ellos coincidia con los espacios
mencionados anteriormente. Estos aminoéacidos se
encontraban ubicados en segmentos variados, los
que estaban implicados en la unién de la gp120
al CD4 (Tabla 3). Pertenecen al motivo de unién
de la gp120 con el CD4 descrito por un area de
742 angstroms+ del CD4 y 802 angstrom+ de la
gp120, aunque la superficie de contacto sea muy
reducida, las uniones se logran por la conformacion
topolégica de las estructuras que consigue darle la
facilidad de unién a las moléculas por medio de 22
residuos de CD4 y 26 residuos de aminoéacidos de
gp120. Lamentablemente algunos de los aminoéci-
dos encotrados por inspeccién junto con los que se
reportaron en el articulo se encontraban en estos

espacios (THR202, SER365, ASP368, GLU370,
ASNA425 y MET426) pero los restantes (ARG419,
GLNA422, ILE423, ASP279, ASN280, TRP427,
VAL430, GLY473 y ASP474) que estaban ubi-
cados dentro de los fragmentos peptidicos que si,
presentaban alineamiento entre todas las secuencias
incluyendo la de 1GC1 (Tabla 4). Por otro lado, se
hizo un grupo con todos los aminoécidos cercanos
a los involucrados en las uniones por puentes de
hidrégeno consiguiendo asi pequefias secuencias que
fueron posteriormente buscadas en las secuencias de
la base de datos que comprendia las 314 secuencias
bases, ninguna de ellas se logrd ubicar.

Los aminoacidos mencionados, pertenecian a frag-
mentos comprendidos entre los residuos V1,/V2, los
segmentos betalb alfa3, beta20 beta21, beta 23 y
beta24 alfa 5 de la gp120 en el BRIGING SHEET
(Fig 2) o sitio de unién al CD4, y debido a esta unién,
la proteina cristalizada ya presenta de antemano el
cambio conformacional ocurrido por este evento. Por
lo tanto, los aminoécidos de la unién de la gp120
al iAc estan presentes en el loop V3, incluyendo
también parte de los fragmentos V4 y V5, los cuales
son también de alta variabilidad.

DISCUSION DE RESULTADOS

Con la base de datos inicial de 314 secuencias ob-
tenidas, se observo un selecto grupo que al parecer
no tenia mucha variabilidad regional. La division
por procedencia geogréfica solo se limité a grupos
procedentes de China, frontera de China con Viet-
nam y Cuba. Del cuarto grupo no se conocia el origen
pero se destacaba de los demés debido a que su pro-
cedencia no era humana. Como es visible entonces,

TABLA 4. Alineamineto de las secuencias junto con la secunecia de la gp120 contenida en el complejo 1GC1. Se resaltan los aminodcidos
contenidos en la mayoria de las secuencias junto con los que sélo estdn presentes en los segmenetos de 1GC1 que no se comparten con
las secuencias de los grupos uno dos v tres. A) secuencia de gp120 reportada en 1GC1: en negrilla los aminodcidos reportados en el
articulo correspondiente implicados en la union de gp120 al CD4. Los aminodcidos que se encuentran subrayados son los encontrados
por medio del Deep/Swiss-Pdb Viewer, implicados en la unién al CD4 por medio de puentes de hidrégeno. Los 9 aminodcidos en cursiva
vy con contorno son los encontrados en todas las secuencias después del alineamiento.

GARSEVVLVNVTENFNMWKNDMVEQMHEDISLWDQSLKPCVKLTPLCVGAGSCNTSVITQACPKVS
FEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSILAEEEVVIRSVNFTD
NAKTINVQLNTSVEINCT CAGHCNISRAKWNNTLKQIASKLREQFGNNKTIFKQSSGGDPEIVTHSEN
CGGEFFYCNSTQLENSTWENSTWSTKGSNNTEGSDTITLPCRIKQINMWQKVGKAMYAPPISGQIRCS
SNITGLLLTRDGGNSNNESEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIE
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conservados

FIG 2. Esquema estructural del complejo gp120, CD4 y iAc. Se
resaltan los aminodcidos comprometidos en las uniones entre
las particulas gp120 CD4 y iAc. También se senalan los ami-
nodcidos conservados en todas las secuencias involucradas en el
alineamiento.

las secuencias se pueden encasillar en dos grandes
regiones, China y Cuba, que aunque por ventaja terri-
torial, sus ubicaciones las hacen lejanas una de la otra,
esto logra crear un espacio satisfactorio si se piensa
en que se necesitan secuencias lo més distintas entre
ellas, pero sin embargo, no representan en conjunto
una gran variabilidad de sepas virales necesarias para
correlacionar el anélisis con lugares como el Africa,
donde se mencion6 hay 9 subtipos de HIV.

Una vez obtenida la base de datos con las 314 secuen-
cias, se necesit6 realizar nuevamente una depuracion
a causa del tamario requerido para realizar un anélisis
adecuado. Este suceso redujo sustancialmente la
cantidad de secuencias a estudiar, y se pas6 de 314
a un total de 109, lo que conllevd a que aunque la
investigacion necesitara de secuencias escogidas con
sumo cuidado v limitadas bajo unos criterios; no tu-
viera un alcance objetivo bajo la idea de cobijar gran
variabilidad de cadenas de gp120 a nivel mundial, y
los resultados, por ende, fueron limitados también;
quedando 9 aminoacidos como producto final de
busqueda (tabla 4).

En la busqueda inicial de la base de datos a estudiar, se
realizaron ciertas depuraciones con el fin de obtener
secuencias de gp120 especificas para humano. El pro-
blema que se present6 con la secuencia de la gp120
proveniente del archivo 1GC1 pudo deberse a que
esta secuencia fue cristalizada del HXBc2, sepa del
HIV-1 clonada en la célula de la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster), y este tipo de secuencias
fueron desechadas en el proceso de depuracion
inicial. Por otro lado, el hecho de haberse basado
en una secuencia que naturalmente no comprendia
muchas similitudes con sus homélogas en humanos,
pudo haber generado la situacién de encontrar ami-
noacidos relacionados con la unién de esta al CD4 y
al Ac completamente distintos a los encontrados en
las cepas de HIV humanas, pero cabe agregar que
algunos de ellos si se conservaron y se encuentran
presentes, incluyendo tanto las del HIV-1 de humano
como la del 1GC1 de Drosophila, tal es el caso de los
aminoacidos CYS296, GLY298, GLY329, CYS331
(tabla 4). De estos cuatro aminoacidos encontrados,
dos de ellos, GLY298 y GLY 329, se encuentran en un
fragmento llamado gag; este fragmento se encuentra
reemplazando a treinta y dos residuos del Loop V3
implicado en la unién de la gp120 al iAc. Este evento
limita las posibilidades de relacionar estos aminoéa-
cidos como encontrados en comun con las demas
secuencias debido a que el fragmento gag surgi6 en la
proteina cristalizada a partir de la deglicocilacién men-
cionada anteriormente. Los dos restantes, CYS296
y CYS 331, se encuentran en las cadenas beta-12 y
beta 13, respectivamente, regiones determinadas en
el proceso de cristalizacion de la particula contenidas
en las 25 cadenas beta, cinco hélices alfa y diez seg-
mentos loop bien definidos. Los segmentos beta-12 y
beta-13 limitan el mencionado loop V3, lo que le da
particular importancia a que estos dos aminoéacidos
estén presentes en las secuencias estudiadas.

Dado a que por medio del programa de lectura de
archivos de proteinas cristalizadas (Deep/Swiss-Pdb
Viewer) se logra manipular satisfactoriamente la mo-
lecula a estudiar, en este caso 1GC1, cabe agregar
que aunque se usaron los servicios que este programa
ofrece, como lo fue la busqueda de los aminoacidos
involucrados en las uniones de la gp120 con el CD4
y el iAc por medio de la determinacion de los puentes
de hidrégeno, y subsecuentemente la ubicacion de los
aminoécidos cercanos a estos; sin embargo, los resul-
tados de esta buisqueda se alejaron sustancialmente
de los reportados en el articulo estudiado referente
a 1GC1. En esta publicacién no se habla en ningiin
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momento de como se obtuvieron los residuos a los
que alli se hace referencia, situacion que ofrece pocas
posibilidades a la hora de proceder bajo el mismo
mecanismo de accién en la busqueda de aminoécidos
situados en los puntos de unién. Por otro lado, como
se menciono anteriormente, la proteina gp120 obte-
nida del 1GC1 contiene 321 aminoéacidos, 209 mas
que las demas secuencias de estudio, lo que gener6
dificultades a la hora de analizar los alineamientos,
ya que se generaban espacios en donde ninguna
secuencia compartia ningun residuo con ella. Este
suceso obligd a buscar la procedencia de estos es-
pacios, pero lamentablemente no fue posible aclarar
su origen ya que en el articulo propio de esta s6lo
se limitan a describir la cadena v la estructura de la
gp120 mas no a determinar cuales fueron los puntos
en el que se llev6 a cabo el truncado v la purificacion
de la particula para hacer posible su cristalizacion.

Por alguna razén la secuencia NSTQLFNSTWFNST
WSTKGSNNTEGS comprendida entre los aminoa-
cidos 216 y 240 del CLUSTAL del alineamiento no
concuerda con la estudiada obtenida directamente de
la base de datos; esta por su parte contiene en ese mis-
mo segmento la secuencia CNSTQLFNSTWFG.

Por medio del alineamiento de secuencias protei-
cas fue posible realizar estudios como el expuesto
anteriormente, por el cual, se determiné un grupo
de secuencias y se demostrd que con los recursos
necesarios, y gratuitos en este caso, se logré el ob-
jetivo principal. Aunque no se realizd un analisis bien
estructurado debido a que el tiempo destinado para
la investigacion se agotd y al sesgo generado por
una secuencia no pertinente en el trabajo y la limitada
cantidad de secuencias usadas después de la tltima
depuracién, se consiguidé obtener unos aminoacidos
comunes a las secuencias seleccionadas y una sélida
base de datos que puede ser usada nuevamente en
estudios posteriores.

Por otro lado, el marco tedrico recopilado durante el
proceso del desarrollo de la investigacion, evidencié
que en el pasado se pretendié generar respuesta
inmune humoral ante el HIV a manera de aislar
posibles anticuerpos que neutralizaran la infeccion,
pero no se busco inducir una respuesta por el me-
canismo de la buisqueda de secuencias conservadas
en distintas cepas del HIV-1. Ante esto, queda la
idea de continuar el estudio que no se concluy6 con
este trabajo y demostrar si es posible o no encontrar
secuencias comunes en todos las gp120 reportadas

del HIV-1 con un marco de posibilidades de mayor
envergadura.
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FACTORES HEREDITARIOS ASOCIADOS A’MIOPiA EN UNA
MUESTRA DE PACIENTES EN LA POBLACION DE SOACHA,
TRATADOS EN LOS ULTIMOS DOS ANOS

JAvIER AmAYAl, LINDA EsQUIVEL?, NATALY GONZALEZ3, CLARA MARTINEZ*, DoRris GOMEZ®

RESUMEN

Objetivo: Establecer una relacion entre la miopia degenerativa en el municipio de Soacha y la
herencia familiar de la misma.

Método: Los factores hereditarios relacionados con la miopia degenerativa en la poblacién de
Soacha fueron analizados por medio de encuestas realizadas en una muestra de veinte pacientes
escogidos aleatoriamente.

Resultados: El 85% de la muestra afirmé tener uno o mas familiares que padecen alguna en-
fermedad ocular, y sélo el 15% de los pacientes encuestados refirié tener alguna enfermedad
concomitante a la miopfa.

Conclusiones: A partir de los resultados se dedujo que si existe una relacién entre la aparicion de
miopia degenerativa y factores hereditarios atin no identificados en esta poblacion.

Palabras claves: miopia degenerativa, emétrope, herencia, dioptria, locus.

ABSTRACT

Objective: To establish a relationship among the degenerative myopia in the municipality of
Soacha and the family inheritance of the same one.

Method: Hereditary factors related with degenerative myopia in population of Soacha were analyzed
by means of surveys carried in a sample of twenty patients chosen aleatorily.

Results: 85% of the sample affirmed to have one or more family that suffer some ocular illness, and
15% of the interviewed patients only referred to have some concomitant illness to the myopia.
Conclusions: Starting from the results we deduced that exists a relationship between the appea-
rance of degenerative myopia and hereditary factors but not yet exists identified.

Keywords: degenerative myopia, emmetropia, inheritance, diopter, locus.

En la miopia los rayos paralelos de la luz se enfocan ejemplo, en el enfermo de miopia de 1 dioptria, el
frente a la retina. Por lo tanto, el punto remoto del punto remoto del foco bien definido se encuentra a
0jo, que se encuentra en el infinito en la emetropia 1 metro del ojo; a medida que la miopia aumenta,
se localiza a una distancia finita definida, menor de el punto remoto disminuye (1,2).

6 metros, de acuerdo con el grado de miopia. Por
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Esta enfermedad puede ser causada por el aumento
de tamarno del globo ocular (miopia axial) o por
aumento de la fuerza del poder de refracciéon de los
medios (miopia de refraccion). La mayoria de los
casos son de tipo axial y se ha demostrado que la
herencia juega un papel muy importante (1,2).

La miopia suele aumentar desde los 10 afos de edad y
se nivela casi a los 25 afios. El sintoma mas frecuente
es la incapacidad para distinguir objetos con claridad
a distancia, por ejemplo el pizarron en la escuela o las
sefales en la carretera. Es frecuente fruncir el cefio en
un esfuerzo por ver mejor, debido a que la agudeza
visual es més sutil efectuando una pequefia abertura
palpebral similar a la “cémara de agujero”; esto permite
alcanzar un foco semejante al de una lente, evitando
que los rayos luminosos periféricos penetren al ojo,
y asi permitir la formacién de una imagen més clara.
(Esto aumenta la profundidad del foco y es semejante
a “reducir” la abertura de una camara). Esta accién
de fruncir el cefio algunas veces provoca cefaleas por
fatiga e irritacién palpebral y con mucha frecuencia se
interpreta como fotofobia (1,2).

Tratamiento: los lentes céncavos que hacen divergir
los rayos luminosos de tal modo que pueden enfocar
en la retina, proporcionan al individuo miope una
“visiébn normal”, y no deben verse como una “muleta”
que forma un hébito o cuyo uso debe limitarse. Los
lentes correctivos para grados benignos de miopia
(menos de 1 o 1.5 dioptrias) casi nunca se indican en
nifios que estudian en los primeros afos de la escuela,
ya que durante esta época las demandas para una
visién precisa a distancia no son grandes (1,2).

El grado y progreso de la miopia no se afectan por
el uso o la renuencia a usar lentes correctivos. Del
mismo modo, los “ejercicios oculares” no ejercen
efecto alguno, debido a que en esta forma no se
puede alterar el tamario del globo ocular o el poder
de refraccion de los medios (1,2).

La seudomiopia es una rara afecciéon que se debe
al espasmo de los musculos ciliares (espasmo de
acomodacion), lo cual hace que los rayos luminosos
paralelos converjan a un foco frente a la retina, al
igual que en la miopia verdadera. Esto se puede pre-
sentar como un esfuerzo excesivo de acomodacion en
la hiperopia no corregida, o puede ser un fenbmeno
histérico (1,2).

El diagnéstico se confirma con el relajamiento del
espasmo (v la correcciéon de la miopia) mediante la

instalacién de un medicamento ciclopléjico. La re-
fraccion sin el uso de este farmaco y la prescripcion
de lentes céncavos solo hacen necesario un mayor
esfuerzo de acomodacion, lo cual aumenta el espas-
mo y por lo tanto el grado de seudomiopia (1-2).

La miopia degenerativa tiene una mayor frecuencia
en el sexo femenino y en ciertas razas y grupos
étnicos. Se describen dos tipos: congénita y del
desarrollo. La anatomia patoldgica de las dos es la
misma. Las manifestaciones son las mismas que las
de la miopia simple, excepto que en las alteraciones
degenerativas graves la agudeza visual no puede
normalizarse con cualquier tipo de lentes o cirugia.
Estas alteraciones pueden no tener relacion directa
con el grado de miopia (1,2).

El diagnostico depende del examen oftalmoscopico,
las principales caracteristicas que se encuentran
en los enfermos de miopia degenerativa son las
siguientes:

A. Alteracion de la papila 6ptica: se observa un cre-
ciente temporal en el sitio donde la coroides se
separa del borde de la papila, poniendo al descu-
bierto la esclerética blanca. Por tanto fuera de esta
zona puede haber un segundo creciente coroideo
con pigmentacién alterada. En la supertracciéon
nasal de los vasos sobre la papila, el tejido retiniano
parece contraerse hacia el borde nasal de la papila,
distorsionando el curso de los vasos (1,2).

B. Alteracién en las coroides y en la retina: la co-
roides aparece estriada y adelgazada, con zonas
atroficas y de alteracién pigmentaria. Estos
desérdenes pueden producir parches blancos
descubiertos de esclerética que se ven a través 6
grumos de pigmento que semejan las alteraciones
de la coriorretinitis. Rara vez puede haber prolife-
raciéon de una cantidad poco comiin de pigmento
en la region de la méacula para formar la mancha
negra de Foster-fuchs (1,2).

C. Modificaciones anormales en la escler6tica: adel-
gazamiento en la esclerotica formando un estafilo-
ma. El sitio mas frecuente es el polo posterior del
ojo. El estafiloma aumenta la longitud axial del ojo
y de este modo hace esa zona mas miope que la
retina circunvecina (1,2).

D. Variaciones en el humor vitreo: son frecuentes
la degeneracion fibrilar y el desprendimiento
posterior del vitreo (1,2).
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La miopia de alto grado es también llamada miopia
degenerativa, tiene un desarrollo crénico y esta asocia-
da frecuentemente a dafio de la retina, degeneracion
corio-retiniana, cataratas tempranas y glaucoma. Es
importante denotar que las formas de miopia se pre-
sentan de manera mas frecuente con valores menores
o iguales a -5 dioptrias. También es relevante indicar
que sin importar el método de manejo, los pacientes no
logran una agudeza visual de 20/20, esto es debido a
que las estructuras del polo posterior del ojo se encuen-
tran deterioradas y por lo tanto no es posible dar un
adecuado manejo de este tipo de dafios. Esta afeccion
ocular se considera también una ametropia patologica
(anomalia refractiva) cuando en el transcurso del afio
aumenta méas de una dioptria en su valor (1,2).

Se ha establecido que hay una alta correlacion entre
la aparicién de miopia y la consanguinidad. Investi-
gaciones previas indican que hay un alto grado de
heredabilidad del 84% al 94% en los errores de refrac-
cién como la miopia y la hiperopia. Estos resultados
han sido obtenidos entre familiares cercanos, pues
aunque hay una pequeria correlacion entre familiares
lejanos atin no se ha establecido un gen relacionado
con este tipo de defectos refractivos (2).

A pesar que se ha demostrado la relacion entre alte-
raciones cromosomales y defectos refractivos como
la miopia, es importante dejar claro que factores de
diferente indole también han sido fuertemente aso-
ciados a este tipo de defectos degenerativos, encon-
trandose dentro de estos la edad, el sexo, el estudio
y el trabajo. Con respecto a lo anterior es necesario
aceptar dentro de la predisposicion familiar, los fac-
tores ambientales y reconocer que las investigaciones
realizadas acerca de la predisposicién genética de la
miopia de alto grado no tienen en cuenta los factores
ambientales dentro de sus consideraciones, por lo que
resulta complicado en ocasiones complementar estos
dos aspectos (2).

Anteriores reportes indican que la correlacion de mio-
pia entre padres e hijos es muy alta llegando a mostrar
resultados del 94%, sin embargo en estos estudios
no se tomo en cuenta la edad, el sexo y los afos de
educacion. Se ha observado que este defecto refractivo
no tiene una distribuciéon simple y depende tanto de
factores ambientales como de factores genéticos (2).

La miopia es un problema que afecta en promedio
un 30% de la poblacién en todo el mundo, se aso-
cia con desprendimiento de retina y degeneracién

macular, aparte de esto también es la cuarta causa
mas comUn de ceguera. Hay estudios que plantean
la importancia de encontrar los marcadores gené-
ticos de la miopia pues esto permitiria dilucidar la
fisiopatologia de la misma. Los cambios tipicos de
la miopia degenerativa son aumento del tamario de
la cabeza del nervio 6ptico y fondo de ojo atigrado
debido a que la retina se adelgaza y permite observar
la vascularizaciéon de la coroides que se encuentra
envolviendo la retina (3).

La miopia degenerativa se encuentra en un 2-3% de
la poblaciéon mundial, puede ser heredada de forma
autosbmica dominante, recesiva o ligada al cromoso-
ma X. Dentro de los loci encontrados, se destacan
los que son de caracter autosémico dominante: 18p
11.31, 12q21-q23, 7q36, y 17q21-q22. Otro de
los loci de relevancia es el que se encuentra ligado
al cromosoma X (Xg28) (3,4).

Hasta el momento se han descrito 8 loci relacionados
con la miopia degenerativa. El primero MYP1 fue des-
crito en el cromosoma Xq28 v fue reportado en 1990
en un estudio realizado por Bornholm. El segundo
locus MYP2 en el cromosoma 18p11.31 realizado
por Genaro S. Scavello, el tercer locus MYP3 fue
identificado en el cromosoma 12q21-q23 y el MYP5
(quinto locus) en el cromosoma 17q21-q22. El cuarto
locus MYP4 fue identificado en Francia en el cromo-
soma 7q36. El sexto locus y uno de los Ultimos en
ser reportado, fue descrito por Zhang en china y fue
nombrado como MYP11 ubicado en el cromosoma
4q22-q27, ademas de este se encuentra el MYP13
ubicado en el cromosoma Xq23-g25. El tltimo de los
locus relacionados con la miopia degenerativa es el
MYP12 ubicado en el cromosoma 2q37.1. A pesar de
que estos son los locus mas relacionados con la mio-
pia degenerativa, hay algunos otros sugeridos para
la miopia comin, como el MYP6 en el cromosoma
22q12, el MYP7 en el cromosoma 11p3, el MYPS
en el cromosoma 3q26, el MYP9 en el cromosoma
4q12, el MYP10 en el cromosoma 8q23, el MYP14
en el cromosoma 1p36 (2,5).

En un estudio donde se utilizaron siete familias que
habian sido diagnosticadas con miopia degenera-
tiva autosémica dominante se defini6 un intervalo
gendmico de 2.2 cM (centiMorgans), en la banda del
cromosoma 18p11.31, el cual se designé como el
locus MYP2. Para secuenciar esta region se utilizaron
nueve candidatos de genes conocidos ubicados entre
el intervalo de 2.2 cM por medio de secuenciacién
directa. En total se encontraron 103 polimorfismos
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por secuenciacién directa. Los analisis de las muta-
ciones de los 9 genes candidatos no identificaron
secuencias de las alteraciones relacionadas con el
fenotipo de la enfermedad (5).

En una larga familia alemana/italiana sin antecedentes
de glaucoma o de anormalidades en el tejido conectivo
se encontrd el segundo locus reportado para la miopia
12q21-23 (MYP 3). El promedio del diagnéstico de la
miopia fue a los 6 afios de edad y el promedio de error
de refraccién fue de -9.47 dioptrias. Algunos eventos
recombinantes lograron identificar marcadores como
el D1251706 y el D12S327 que definen un intervalo
30.1- cM en el cromosoma 12q21-23. Por lo tanto,
se hace necesario el estudio de nuevas familias que
conduzcan a la identificacion de genes involucrados en
esta patologia y de esta manera encontrar mecanismos
moleculares que permitan controlar el crecimiento del
ojo y por consiguiente de esta afeccion que resulta
cada dia méas comun (7,8).

En un estudio realizado en Taiwan con familias que
presentaban miopia degenerativa (alta miopia), se en-
contraron mutaciones en la codificacion de proteinas
como el «biglycan» (Xq27ter), el «decorin» (129q21-q22)
y el dumican» (12q21.3-q22). Estas transfor-maciones
en los componentes de la matriz extracelular estan
involucradas en algunas formas de miopia debido a
que durante el desarrollo de la misma se afecta la for-
macion de las fibrillas de colageno en la esclera (9).

En un estudio multigeneracional realizado con una
familia con 33 miembros se encontrd que 14 de ellos
resultaban afectados por una miopia degenerativa con
un error refractivo esférico, en un rango de -7,25
a-27, proporciono la evidencia para la identificacion
de un locus autosémico dominante en el brazo largo
del cromosoma 2 relacionado con la miopia degenera-
tiva. Estos hallazgos proveen bases para sustentar
la teoria de la heterogenicidad genética de la miopia
degenerativa. El estudio de los genes involucrados en
este locus ayudaria a dilucidar los mecanismos mole-
culares por los cuales se presenta este desorden y a
evidenciar la regulacién del crecimiento ocular (10).

MATERIALES Y METODOS

Se hizo una investigacion retrospectiva basada en las
historias clinicas de los pacientes que han consultado
al Instituto Ocular Opsall en Soacha diagnosticados
con miopia degenerativa entre el 2004 y el 2006.
De esta poblacion se escogié de manera aleatoria
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una muestra de 20 pacientes en los que el grado de
miopia se encuentra entre -5 y -30 dioptrias, a los
cuales se les realizo una encuesta con el fin de indagar
antecedentes familiares y personales que permitieran
comprobar si existe una relacién entre la miopia
degenerativa y los factores hereditarios.

RESULTADOS

Del total de pacientes estudiados, el 85% afirmé tener
alglin familiar con problemas oculares (Gréfica 1). Del
total de los pacientes con familiar(es) que presentan
problemas oculares, el 5.9% tenia como tnico fami-
liar afectado al padre, el 11.8% a la madre, el 0% al
abuelo(a), el 11.8% al hijo, el 11.8% al hermano, el
5.9% a familiares diferentes a los nombrados y el 52.9%
presenta mas de un familiar afectado. (Diagrama 1).

¢ Tiene algun familiar que presente alguna
enfermedad de los ojos?

15%

'|:|Si :
@ No

85%

GRAFICA 1. Personas que tienen algun familiar que sufre una
enfermedad ocular.

Porcentaje
(%)

DIAGRAMA 1. Parentesco del Familiar Afectado.

Dentro del total de pacientes que afirmaron tener
varios familiares con problemas oculares, el 44.4%
involucré al padre, el 55.5% a la madre, el 22.2% al
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abuelo(a), el 55.5% a hijo(s), el 44.4% a hermano(s)
y el faltante 22.2% correspondi6 a otros familiares.
(Diagrama 2).

60
50
40
30

Porcentaje
(%)

Padre Madre  Abuelofa Hio/s  Hermano/s  ofros

DIAGRAMA 2. Dentro de los pacientes que contestaron que varios
familiares presentan una enfermedad ocular.

Del total de los pacientes estudiados, el 15% admitié
presentar alguna enfermedad no relacionada con la
visién; mientras que el restante 85% negd padecer
otra enfermedad (Gréfica 2).

STiene alguna otra enfermedad no relacionada
con la vision?

15%

osi
m No

QROL

GRAFICA 2. Relacién de la miopia con alguna enfermedad
concomitante.

DISCUSION

Debido a que la mayoria de los pacientes no presen-
taban enfermedades asociadas y tenian uno o varios
familiares con alguna patologia ocular, se logré com-
probar la hipétesis, es decir que si existe una relacion
entre la aparicion de miopia degenerativa y factores
hereditarios atn no identificados en esta poblacion.
Sin embargo, el estudio realizado no alcanza a definir

un patrén general para la poblacién del municipio
debido a que la muestra no es suficientemente
representativa, por consiguiente para poder llegar
a una afirmacion concluyente es necesario hacer un
estudio multigeneracional, que se convierte en un
nuevo propodsito para el futuro.

REFERENCIAS

1. Vaughan D Y Taylor A, Oftalmologia General, 12° edicién,
2000, editorial El Manual Moderno, p. 306-309.

2. Alison P. Klein, P. Duggal, Kristine E. Lee, Ronald Klein,
Joan E. Bailey-wilson, And Barbara E. K. Klein, Support for
Polygenic Influences on Ocular Refractive Error. Polygenic
Influences on Ocular Refractive Error, IOVS, February 2005,
Vol. 46, 442-446.

3. Qingjiong Hang,xiangming Guo, Xueshan Xiao, Xiaoyun
Jia, Shigiang Li, J. Fielding Hejtmancik A new locus for
autosomal dominant high myopia maps to 4q22-q27 between
D4S1578 and D4S1612, Molecular Vision 2005; 11:554-
60.

4. Seang-mei Saw, Joanne Katz, Oliver D. Schein, Sek-jin
Chew, Tat-keong Chan, Epidemiology of Myopia, Epidemio-
logic Reviews, Vol. 18, No. 2, 175-184.

5.  G.S. Scavello, Jr., Prasuna C. Paluru, J. Zhou, P. S. White,
E. F. Rappaport, T. L. Young, Genomic structure and orga-
nization of the high grade Myopia-2 locus (MYP2) critical
region: mutation screening of 9 positional candidate genes
Molecular Vision 2005; 11:97-110.

6. Dwight Stambolian, Grace Ibay, Lauren Reider, Debra Dana,
Chris Moy, Melissa Schlifka,taura Holmes, Elise Ciner, And
Joan E. Bailey-wilson. Genomewide Linkage Scan for Myopia
Susceptibility Loci among Ashkenazi Jewish Families Shows
Evidence of Linkage on Chromosome 22q12, The American
Society of Human Genetics, 75:448-459, 2004.

7. Young,terri L; Ronan, Shawn M; Alvear,alison B;wildenberg,
Scott C;setting,william; Atwood, Larry D; Wilkin, Douglas
J. & King, Richard A. A Second Locus for Familial High
Myopia Maps to Chromosome 12q. The American Society
of Human Genetics. 1998. Paginas 1419- 1424.

8. Paluru,prasuna; Ronan, Shawn M;heon, Elise; Devoto,
Marecella;wildenberg, Scott C; Scavello, Genaro; Holleschau,
Ann; Cole, William G; King, Richard &young, Terri L. New
Locus for Autosomal Dominant High Myopia Maps to the
Long Arm of Chromosome 17. Investigative Ophthalmology
& Visual Science, May 2003, Vol. 44, No. 5.

9. Wang, J; Chiang, T; Shih, Y; Hsiao, C; Lu, S; Hou, Y; Lin,
L. The association of single nucleotide polymorphisms in the
5’-regulatory region of the lumican gene with susceptibility to
high myopia in Taiwan. Molecular Vision 2006. 4 de agosto
del 2006.

10. Prasuna C. Paluru, Sudha Nallasamy, Marcella Devoto, Eric
F. Rappaport, And Terri L. Young, Identification of a Novel
Locus on 2q for Autosomal Dominant High-Grade Miopia,
Investigative Ophthalmology & Visual Science, July 2005,
Vol. 46, No. 7.

Volumen 1 ¢ No. 1-Enero de 2007 19




REVISTA  SEMILLEROS Me# 1 (1): 20-25, 2007

INFECCION POR EL VIRUS DE LA INFLUENZA AVIAR
A EN HUMANOS

CARL0os Epuar PERez Diaz!, Luis EDUARDO PINO VILLAREAL?, MARiA CaMILA PINZON SEGURA3

RESUMEN

Hasta hace poco tiempo se crefa que los virus de Influenza tipo A (A debido a Aves, sus hospederos
naturales) dadas sus caracteristicas de limitada replicacién no podian causar enfermedad en humanos,
a pesar de haberse demostrado su transmisién a cerdos, caballos e inclusive mamiferos marinos (1).
Actualmente no hay duda que esta barrera ha sido superada y que el advenimiento de la pandemia
actual ocasionada por el serotipo H5N1 ha revalidado este concepto y amerita una revision del
tema con el fin de que los médicos que estamos destinados a enfrentarla tengamos el conocimiento
necesario sobre este tipo de virus y asi dar el primer paso para vencer el miedo a manejarlo.

Palabras clave: virus Influenza A, hemaglutinina, neuraminidasa, deriva antigénica, cambio
antigénico, genotipo Z, Oseltamivir, Zanamivir, adamantinas.

ABSTRACT

Until a few years before we believe avian influenza A viruses (A means avian, its natural host) could
not cause disease in humans because its limited replication, nowadays we know this is possible and
we are facing a threat caused by the pandemic generated by H5N1 serotype with high morbidity
and mortality In Asia and Europe. We describe immunogenetic characteristics of the avian influenza
A viruses, the hypotheses that could explain its evolution and the current recommendations for
treatment and prevention in an effort to diminish fears and with the hope to face this pandemic
since a new point of view.

Key words: influenza A virus, Avian influenza A, H5N1, orthomyxovirus, neuraminidase, hemag-

glutinin.

VIROLOGIA

Los virus Influenza pertenecen a la familia Orthomyxo-
viridae designada asi debido a su tropismo por la
mucina. Son virus ARN de cadena simple con 8
segmentos que codifican 11 proteinas, entre estas se
encuentran las polimerasas (PB1, PB2, PA, PB1-F2),
proteina de la nucleocapside (NP), hemaglutinina,
neuraminidasa, proteinas de la matriz (M1, M2) y
proteinas no estructurales (NS1, NS2). Se clasifican
en tipos A, B y C dependiendo de las diferencias

antigénicas en su nucleoproteina (NP) y proteinas
de la matriz (MP1). Las subclasificaciones posteriores
se derivan de las diferencias antigénicas en sus dos
glicoproteinas de superficie: Hemaglutinina y Neu-
raminidasa. En los virus Influenza A se han aislado
16 serotipos por Hemaglutinina (HA) y 9 serotipos
por Neuraminidasa (NA). En humanos las cepas
circulantes se habian restringido a tres serotipos
por HA y dos por NA. El sistema de nomenclatura
utilizado para designar las cepas virales consta de
clasificacion/ huésped de origen/ lugar geogréafico
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de origen/ nimero de la cepa/ afio de aislamiento/
descripcién antigénica, asi por ejemplo tenemos: A/
pollo/ Pennsylvania/ 1370/ 83/ (H5N2).

La HA media la unién y entrada del virus a las células
objetivo fijandose a los receptores de acido sialico
(NANA) en la superficie y también es la proteina que
genera inmunidad protectora por induccién de anti-
cuerpos neutralizantes. Esta fijacion de la HA a los
residuos de NANA es especifica de huésped y es la
que explica la barrera inter-especies. Es asi como los
virus humanos se fijan a los residuos de NANA unidos
a una galactosa por enlaces a 2-6 que se encuentran
en las células epiteliales respiratorias, mientras los
virus aviares se unen a residuos de NANA unidos a
galactosa mediante enlaces a 2-3 que se encuentran
principalmente en células del epitelio intestinal. El
cerdo por su parte tiene enlaces tanto o 2-3 como
a2-6 en su epitelio traqueal y por tanto es el candi-
dato ideal a ser la via comn de recombinacién viral
que dio lugar a la cepa recombinante que trascendid
la barrera interespecies afectando al ser humano
a partir de virus aviares. Las aves de corral tienen
también expresion en su intestino de los dos tipos de
enlace por lo cual se han visto implicados también
en estos mecanismos de reorganizaciéon genética. El
cambio de un solo aminoéacido en la proteina H5 es
suficiente para cambiar la especificidad de receptor y
sobrepasar la barrera interespecies (2,5). Hay algunas
cepas virales que se han adaptado lo suficientemente
al virus en cerdos que no requieren del contacto con
un virus influenza humano para lograr cambiar la
especificidad de receptor y volverse infectantes en
humanos (1).

La NA facilita la diseminacién de viriones en el hospe-
dero al clivar la uniéon de las glicoproteinas de superficie
alos residuos de 4cido sialico permitiendo la liberacion
del virién. Este paso es bloqueado por medicamentos
como oseltamivir y zanamivir disminuyendo la libera-
cion de las particulas virales desde la célula infectada,
sin embargo ya hay reportes de mutaciones puntuales
que confieren resistencia a estos medicamentos.

La proteina M2 por su parte es un canal i6nico crucial
para la disociacion pH dependiente de las proteinas
de la matriz desde la nucleocapside durante la pérdi-
da de la cubierta a nivel intracelular. Es a este nivel
en donde act@ian la amantadina y rimantadina, sin
embargo, el virus H5N1 tiene resistencia natural a
estos medicamentos.

Otras proteinas tienen también funciones impor-
tantes: La PB1-F2 ocasiona apoptosis en la célula
huésped, la PB2 en conjunto con la HA son anti-
génicas.

Quizas la caracteristica virolbgica mas importante de
este virus es su facilidad para realizar dos fenémenos
inmunogenéticos: la deriva y el cambio antigénico.
La deriva antigénica se refiere a cambios relativa-
mente menores en la antigenicidad de la HA o de
la NA debido a mutaciones. Este fenémeno ocurre
continuamente debido a cambios ambientales que
originan presiéon de selecciéon natural y es lo que
explica la necesidad de desarrollar una vacuna anual
diferente de acuerdo al serotipo circulante mutado.
El cambio antigénico por su parte es un fendbmeno
de reorganizacion genética en sus 8 segmentos de
ARN lineal que genera la aparicién de una nueva
cepa con caracteristicas diferentes que puede dar
origen a pandemias como es el caso de la actual.
En estos casos la patogenicidad es muy alta debido
al contacto de un nuevo serotipo con un huésped
inmunolégicamente virgen.

El genotipo viral circulante ha sido denominado geno-
tipo Z v se ha dividido en tres clones: el clon 1 esta
circunscrito a Camboya, Laos, Malasia, Tailandia
y Vietnam; el clon 2 se ubica en China, Indonesia,
Japén y Corea del Sur v el clon 3 en Vietnam del
Norte y Tailandia.

MECANISMOS DE VIRULENCIA

Los factores de virulencia moleculares del virus
H5NI1 son:

- Hemaglutinina altamente inestable de facil acti-
vacion.

- Mutacién en la proteina PB2 que incrementa su
capacidad replicativa in vivo.

- Sustitucién de aminoéacidos en la proteina no
estructural 1 (NSP-1) que le confiere resistencia
a la inhibicion por factor de necrosis tumoral alfa
e interferones.

- Incremento en la expresion de factor de necrosis
tumoral alfa en macréfagos.

Con respecto a otros virus Influenza, especialmente

frente al H5N1 detectado en 1997 y por su compor-
tamiento actual puede entreverse que este serotipo:
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- Tiene replicacién en tracto gastrointestinal debi-
do a mayor deteccién de ARN viral en heces de
enfermos.

- Tiene tropismo visceral debido a su secuencia
aminoacido polifasica en el sitio de la hemagluti-
nina altamente inestable.

- Aun existe algiin grado de efectividad en la barrera
interespecies debido al gran numero de aves
infectadas respecto al bajo niimero de humanos
afectados.

- Las respuestas inmunes innatas del huésped
contribuyen al pronéstico y patogenia ya que los
pacientes con mayores niveles de interleukina 6
y 8, interleukina 1B y proteina 1 quimioatrayen-
te de monocitos tienen mayor mortalidad (2),
al parecer por un desarrollo méas temprano de
sindrome de dificultad respiratoria aguda, sepsis
y disfuncién multiorganica.

- En los sobrevivientes la respuesta humoral se
desarrolla 10 a 14 dias después del inicio de la
enfermedad.

ANTECEDENTES HISTORICOS
Y EPIDEMIOLOGICOS

Se han descrito pandemias de virus Influenza desde
el ano 1580 cuando se diseminé de Europa a Asia
y Africa, quizas la pandemia mas recordada por la
humanidad fue la denominada “Gripe espariola”
en el afio 1919, constituyéndose en una de las més
devastadoras de la historia con un nimero de 20 a 40
millones de muertes en el mundo, esta al parecer se
origin6 en Estados Unidos y fue transportada por las
tropas norteamericanas a Europa (3), ocasionada por
un virus influenza A serotipo HIN1 de origen aviar
que sufri6 un mecanismo de deriva antigénica teniendo
como intermediario al cerdo, situacién similar a la
pandemia de la actualidad. Posteriormente vinieron
otras epidemias como el “Influenza Asiatico” en 1957,
ocasionado por un virus H2N2 con un mecanismo
de recombinacion viral aviar — humanos; la epidemia
de Influenza en Hong Kong en 1968 por el serotipo
H3N2; la epidemia de “Influenza Rusa” en 1977 por
los serotipos H2N2 — H3N2, estas dos tltimas también
por mecanismo de recombinacién viral y la epidemia
de Hong Kong en 1997 por el serotipo H5N1 de
origen 100% aviar, con el cual existen diferencias res-
pecto al serotipo H5N1 actual las cuales se describiran
posteriormente. Entre el 26 de diciembre de 2003y
agosto de 2005 se habian reportado a la OMS 112
casos de influenza aviar con un total de 57 muertes,
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actualmente los casos han trascendido a Europa y
Africa con mas de 13 paises afectados (4).

MECANISMOS DE TRANSMISION

El virus se transmite por inhalacién de gotitas de
flougge, contacto directo y quizas por contacto in-
directo (fémites) con autoinoculacién hacia el tracto
respiratorio alto y la conjuntiva. No se ha definido
muy bien la eficacia de las vias de transmision, hay
fuertes indicios que respaldan la transmisién ave-hu-
mano y menores evidencias respecto a la transmision
ambiente ~humano y mucho menor atin respecto a
la transmision humano— humano (5).

Transmision Animal-Humano

En los casos reportados en 1997 en Hong Kong hubo
evidencia de contacto con aves de corral vivos hasta
una semana previa al inicio de la enfermedad. No se
ha documentado riesgo relacionado con la ingesta de
aves enfermas o sus productos derivados o exposicion
a otras personas infectadas. En los casos més recientes
se ha registrado historia de contacto directo con las
aves y también con la manipulacién y preparaciéon de
aves infectadas, consumo de sangre y productos mal
preparados especialmente de patos. Los felinos se han
visto afectados por el consumo de aves infectadas,
de hecho en Alemania se reportaron casos de gatos
muertos por la enfermedad en los tltimos meses.

Transmision Humano-Humano

Este mecanismo ha sido sugerido en brotes de contac-
tos y en un caso de posible transmisién madre-hijo en
Vietnam (5). Hasta el momento no se ha confirmado
este mecanismo de transmisién sin embargo no hay
estudios serolégicos que indiquen una adaptacién de
las cepas locales a los humanos de tal forma que se
facilite esta via. Otro hecho notorio son las bajas tasas
de infeccion en el personal de salud que ha atendido
afectados por la enfermedad, atn sin utilizacién de
medidas preventivas.

Transmision Medio Ambiente-Humano

Debido a la supervivencia viral en el medio ambiente,
otros factores de riesgo son: ingesta oral de aguas con-
taminadas durante actividades como natacion, inocu-
lacién intranasal directa o conjuntival, contaminacioén
de manos a partir de fémites y autoinoculacion.
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CARACTERISTICAS CLINICAS

El espectro de infeccion de la Influenza aviar va desde
infecciones leves hasta cursos subclinicos, incluyendo
presentaciones “atipicas” como encefalitis y gastroen-
teritis e infecciones severas (1,2). La mayoria de casos
se han producido en pacientes previamente sanos.

El periodo de incubacién es maés largo que para otros
virus Influenza con un rango de 4 a 8 dias. En los
casos de brotes entre contactos el intervalo caso-caso
ha ido desde 2 a 5 dias extendiéndose inclusive hasta

17 dias (5).

Inicialmente la enfermedad cursa con temperaturas
cercanas a 38 °C y sintomas gripales pero con pre-
dominio de sintomas respiratorios bajos. A diferen-
cia de otros casos de Influenza aviar este no cursa
frecuentemente con conjuntivitis. Algunos pacientes
han reportado como sintomas iniciales diarrea, vo-
mito, dolor abdominal, dolor pleuritico y epistaxis.
El prodromo diarréico parece ser mas frecuente en
este virus.

Posteriormente estos sintomas se incrementan
llegando a predominar el compromiso del tracto
respiratorio inferior, en ocasiones con hemoptisis
v hallazgos sugestivos de neumonia, con cambios
radioldgicos variables que se hacen notorios hacia el
dia 7° de enfermedad, entre estos se destacan:

- Infiltrados algodonosos difusos.

- Infiltrado intersticial multifocal.

- Consolidaciones segmentarias lobares con bronco-
grama aéreo.

- No es frecuente el derrame pleural.

Los estudios microbiolégicos generalmente son nega-
tivos y no es frecuente la sobreinfeccion bacteriana.
El desarrollo de sindrome de dificultad respiratoria
aguda se da especialmente después del 5° dia de enfer-
medad (promedio de 4 a 13 dias) y posteriormente
se desarrolla compromiso multiorganico con falla
secuencial de 6rganos que es lo que lleva al paciente
a la muerte. Pueden presentarse un sin niimero de
complicaciones asociadas, entre ellas:

- Neumonia asociada a ventilador.
- Hemorragia alveolar.

- Pancitopenia.

- Sindrome de Reye.

- Sepsis sin bacteremia evidente.

La mortalidad es mayor en nifios a diferencia de la
pandemia de Hong Kong en 1997 cuando fallecieron
principalmente pacientes mayores. En menores de
15 arios la mortalidad es del 90%. La muerte ocurre
en promedio hacia el dia 10° debido a falla respira-
toria refractaria y disfuncion multiorgénica.

HALLAZGOS DE LABORATORIO

Son inespecificos, puede encontrarse leucopenia
con linfopenia y trombocitopenia, elevacién leve
de transaminasas e hiperglicemia que algunos han
atribuido al uso concomitante de esteroides y eleva-
ciéon de azoados en relacion prerrenal con posterior
desarrollo de necrosis tubular aguda.

DIAGNOSTICO VIROLOGICO

Los virus se encuentran en mayor cantidad en mues-
tras faringeas que en muestras nasales contrario a lo
que ocurre con otros virus Influenza. El diagnostico
puede hacerse mediante aislamiento viral en cultivo
el cual es dispendioso o mediante la deteccién de
RNA especifico H5. Los test de deteccion antigénica
rapida son de baja sensibilidad.

El diagnéstico definitivo se hace por aislamiento en
cultivo o por elevaciéon de al menos cuatro veces
en los titulos de anticuerpos neutralizantes contra
H5N1, método disponible solo en laboratorios de
referencia con nivel 3 de bioseguridad. Este test
de neutralizacién de anticuerpos debe sin embargo
confirmarse mediante técnicas de recombinacion
para H5 con baculovirus lo cual es ain de menor
disponibilidad.

Las técnicas rapidas de deteccion antigénica pueden
hacerse por inmunofluorescencia indirecta (IFl), in-
munoensayo enzimatico o métodos inmunocromato-
gréficos. Infortunadamente la sensibilidad de los kits
comerciales utilizados es muy variable (33,3 a 87%)
(5), lo cual hace necesario realizar confirmacion por
métodos directos para aquellos pacientes que den
positivo a estas pruebas.

Las técnicas de PCR viral especifica aunque de buen
rendimiento no estan estandarizadas y también
deben confirmarse mediante estudios virologicos
directos (2).
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DETECCION DE CASOS

Se define como “Caso Sospechoso” de la enferme-
dad todo paciente con enfermedad respiratoria
severa proveniente de paises de riesgo y con
antecedentes de contacto con aves de corral
o pacientes con enfermedad respiratoria se-
vera inexplicable o presentaciones atipicas
(encefalopatia-diarrea) en areas de actividad
conocida de influenza A en humanos y/o ani-
males (1,5).

A los pacientes que entren dentro de esta definicion
debe realizarseles muestreo nasal y faringeo con
pruebas antigénicas rapidas y deteccién de ARN
viral (PCR). Si al menos una de estas dos pruebas es
positiva debe realizarse un examen viral confirmatorio
en laboratorios de referencia ya sea mediante cultivo
viral o titulacion de anticuerpos neutralizantes.

Al mismo tiempo debe iniciarse manejo indicado,
especialmente medidas de soporte ventilatorio si es
necesario y terapia preferiblemente en unidad de
cuidado intensivo, manteniendo medidas universales
de bioseguridad a pesar de la demostrada baja o nula
transmisibilidad humano-humano.

TRATAMIENTO

Los medicamentos antivirales disponibles son las Ada-
mantinas (Amantadina-Rimantadina) y los inhibidores
de neuraminidasa (Oseltamivir-Zanamivir). Las ada-
mantinas no se consideran de utilidad en la pandemia
actual debido a la rapida adquisicién de resistencia y
a la facil diseminacion de estos viriones resistentes
en los pacientes que han recibido tratamiento con
estos medicamentos. Ademaés hay un alto nimero de
aislamientos virales especialmente en el Clon 1 con
mutaciones en el gen de la proteina M2 que confiere
resistencia intrinseca a estos medicamentos. Su utili-
dad radica en la profilaxis dentro de comunidades aun
con cepas sensibles confirmadas a su accion.

Por su parte los inhibidores de neuraminidasa tienen
un papel mayor en la profilaxis y prevencion de la
enfermedad, aunque sin evidencia in vivo debido a la
emergencia de esta pandemia. Los dos inhibidores de
neuraminidasa han probado efectividad en mejorar la
supervivencia y evitar la mortalidad de estos pacientes
y su mayor utilidad se ha visto cuando se inician en

las primeras 48 horas del inicio de la sintomatologia.
Las cepas actuales tienen buena sensibilidad a estos
medicamentos, sin embargo, se han descrito aisla-
mientos virales de baja susceptibilidad a Oseltamivir
en Vietnam (2), que respondié a dosis mayores del
mismo.

El incremento en el uso del Oseltamivir a medida que
surgen nuevos casos hace temer por el resurgimiento
de cepas resistentes al mismo y por tanto se hacen
esfuerzos por encontrar esquemas alternativos como
la combinacién con una adamantina en los lugares en
que aun haya sensibilidad reportada a estos medica-
mentos, combinacion de Oseltamivir con Probenecid
para mejorar la biodisponibilidad o la combinacion
de Oseltamivir y Zanamivir o de un inhibidor de neu-
raminidasa con Ribavirina, sin embargo debido a la
emergencia de la situacién no se ha podido probar
la efectividad de estos regimenes (6).

Se recomiendan dosis mayores de inhibores de
neuraminidasa en pacientes con mayores cargas
virales debido a presentaciones de mayor evolucion,
presentaciones severas con shock o pacientes con
baja biodisponibilidad oral debido a diarrea y vémito.
Se ha preferido Oseltamivir debido a su presentacion
oral sobre el Zanamivir cuya via de administracién es
inhalatoria ya que la absorcién de este ultimo puede
ser errética en pacientes con ventilacién mecéanica.

Las dosis actuales recomendadas son: Oseltamivir en
adultos: 75mg ¢/12h por 5 dias; en nifios mayores
de 1 afio ¢/12h por 5 dias segin peso asi: 15 kg=
30mg, 16-23Kg= 45mg, 24-40Kg = 60mg, >40Kg=
75mg. No debe administrarse en nifios menores de
1 ano, fetos, mujeres embarazadas ni mujeres en
lactancia por su alta capacidad de concentracién en
el SNC en desarrollo (6).

Respecto a lo esteroides e inmunoglobulina humana
intravenosa no hay evidencia que permita recomen-
dar su utilizacién ni siquiera en los casos mas graves
de la enfermedad. Algunos autores recomiendan
terapia antibidética empirica con betalactdmicos y
macrdélidos aunque tampoco hay evidencia que sus-
tente su utilidad (5).

Hay algunos grupos, en especial europeos, que se
encuentran trabajando en vacunas con antigenos del
virus unidos a virus mutantes como adenovirus con
porcentajes aceptables de inmunogenicidad.

24 SEMILLEROS [{fgd



PEREZ C., PINO L., PINZON M.

MEDIDAS DE PREVENCION
EN HUMANOS

Precauciones de aislamiento en cuidados
sanitarios

- Aislamiento respiratorio del paciente

- Careta de alta eficacia (N-95), vestidos de manga
larga con guantes, proteccion facial o lentes pro-
tectores para los trabajadores de la salud.

- Limitar el nimero de trabajadores de salud a
cargo del paciente infectado, en lo posible que
sea un manejo exclusivo del paciente, no ver a
otros pacientes.

- Limitar el contacto del paciente con el medio
ambiente.

- Restringir al méximo las visitas.

Precauciones en Trabajadores de la salud

- Deben cuantificar la temperatura dos veces al dia
y reportar cualquier evento febril. Si ocurriera
tal evento sin relacién con contacto directo del
paciente deben ser sometidos a prueba diagnés-
tica. Si hay fiebre en relacion directa al contacto
iniciar tratamiento con Oseltamivir.

- Sise reporta contacto con secreciones, aerosoles
u otro tipo de fluido o excrecion del paciente debe
ser considerado para quimoprofilaxis postexposi-
cién con Oseltamivir 74mg/dia por 7-10 dias.

- El personal de salud involucrado en procedimien-
tos de alto riesgo, debe ser considerado para
profilaxis preexposicion.

Precauciones domeésticas y contactos
cercanos

- Apropiada higiene de manos, no compartir uten-
silios, evitar contacto cara-cara. Uso de caretas
de alta filtracion y proteccién ocular.

- Contactos que han compartido un ambiente de-
finido (ancianatos, hacinamiento, batallones) con
persona infectada o sospechosa de infeccién debe
monitorizar su temperatura 2 veces al dia y revisar
sintomas por 7 dias después de la tltima exposi-
cion. Se aconseja profilaxis postexposicion.

Precauciones para viajes

- Viajeros a zonas conocidas por presencia del virus
deben ser inmunizados con la vacuna trivalente 2
semanas antes del viaje.

- Los viajeros deben evitar todo contacto directo
con aves en apariencia sanos u enfermos, gran-
jas o tiendas de animales vivos, materia fecal o
secreciones de los mismos.

- Realizar frecuentemente lavado de manos, espe-
cialmente antes del contacto con aves que van
a ser cocinadas. No ingerir huevos ni alimentos
derivados de aves no cocidos.

Los viajeros deben ser alertados de consultar a cen-
tros de salud si se empieza a sentir enfermo con
fiebre y sintomas respiratorios dentro de los 10 dias
posteriores al retorno del area afectada.

La batalla contra la cepa H5N1 de Influenza A apenas
ha comenzado, hoy conocemos un poco mas sobre
sus complejas caracteristicas inmunogenéticas y
comportamiento clinico, sin embargo estamos ain
lejos de tener dominio sobre la pandemia y se teme
que la escasa disponibilidad de pruebas diagnésticas
y medicamentos facilite su diseminacion y cobre un
numero mayor de victimas en el futuro (7,8). Depen-
de de las instituciones mundiales de salud publica y
del personal de salud, la difusién del conocimiento
sobre el virus y la aplicacién ampliada de politicas de
tamizaje y prevencion apropiadas. Un esfuerzo que
debe empezar en cada uno de nosotros.
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MEDULA NEURAL:
Origen de la célula madre neural

NEsTOR OswALDO RUGE PENA!

“En los centros adultos las vias nerviosas son casi fijas, terminadas, inmutables. Todo puede
morir, nada puede ser regenerado. Queda para la ciencia futura cambiar, si es posible, este

severo decreto”.
Santiago Ramén y Cajal, 1928.

RESUMEN

Los avances cientificos en medicina durante las ultimas décadas han permitido desarrollar nuevas y
revolucionarias técnicas curativas o terapéuticas, tal es el caso de la regeneracion tisular o terapia
celular que permite la implantacién de células funcionales y compatibles en un tejido u 6rgano que
presenta algin tipo de disfuncién celular manifestada a través de una enfermedad. Dicho tratamiento
involucra una serie de objetivos como la obtencién de células con funcién especifica, aislamiento,
cultivo, multiplicacién y crecimiento de estas células en cantidad adecuada, modelo de experimen-
taciéon, protocolo de implante en el tejido blanco e implicaciones éticas correspondientes.

Las células madre adultas tienen capacidad de autorenovacion y diferenciacion a mdltiples tipos
celulares, tal es el caso de la célula madre neural que cuestiona el paradigma tradicional que postula
“el tejido cerebral no se regenera”. La génesis de nuevas células nerviosas en algunos mamiferos
incluyendo el humano es un hecho, con multiples localizaciones a lo largo del sistema nervioso,
unas mas estudiadas o discutidas que involucran mdltiples factores ambientales, fisicos y quimicos
tanto locales como distales que definen multiples vias de sefializaciéon celular.

Palabras clave: célula madre neural, autorenovacion, diferenciacion, génesis nerviosa, vias de
sefializaciéon celular.

ABSTRACT

The medical scientific advances during the last decades have allowed to develop new and revolu-
tionary techniques both curative and therapeutic, such is the case of tissue regeneration or cellular
therapy, that allow the implantation of compatible and functional cells either into tissues or organs
with any kind of cellular dysfunction manifested as a disease. This treatment involves a set of ob-
jectives such as obtaining cells having a specific function, isolation, multiplication and growing of
those cells in good quantities, experimental models, implant protocols in the target tissue and the
corresponding ethical implications.

The adult stem cells have the ability to self-renew and differentiate into multiple cell lines, like the
neural stem cells, these kind of cells question the traditional paradigm that says “the nervous tissue
does not regenerate”. The generation of neurons in mammals including humans, is a fact with

1 Estudiante X Semestre, Facultad de Medicina, Universidad Militar Nueva Granada, Bogota, D.C., Colombia.
Direccion electrénica para correspondencia: nestor_rugep@yahoo.es
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multiple locations throughout the nervous system; some of them more studied and discussed than
others that involve multiple environmental, physical and chemical factors acting both locally and at
a distance, and that define multiple cellular signalling pathways.

Key words: neural stem cell, self-renew, differentiation, nervous genesis, cellular signalling path-

ways.

CELULA MADRE NEURAL

Las células madre neurales (CMN) adultas son células
inmaduras e indiferenciadas del sistema nervioso
central (SNC), multipotentes con capacidad de au-
torenovarse, (1-2-10-12-24-29-30-31) que residen
entre células especializadas del tejido nervioso. La
multipotencialidad hace referencia a la capacidad
de dar origen a los principales tipos celulares espe-
cializados del SNC, neuronas, oligodendrocitos y
astrositos, ademas células ependimales y de Shwann
(28) durante todas las etapas de la vida, y el término
autorenovacion hace referencia a la capacidad de
generar una nueva CMN con propiedades idénticas
generacion tras generacion, dando origen a progeni-
tores neurales (neuronal o glial), discutido el microglial
(9-15-20), con morfologia, localizaciéon y marcadores
especificos para cada tipo celular e inclusive originar
células especializadas de otras capas germinales
cuando son sometidas a condiciones especificas in
vitro, in vivo, o ex vivo, proceso conocido como plas-
ticidad o transdiferenciacion celular v que se opone
al concepto tradicional de multipotencialidad para
ser, en la actualidad, células pluripotentes (3-16-19-
22) (Fig 1). Este concepto de célula multipotencial
o pluripotencial esta realmente determinado por el
nicho ambiental en que se encuentre inmersa (17-
28). Igualmente nuevos conceptos y caracteristicas
de las células madre tales como fusién celular estan
siendo estudiadas en la actualidad como muestra
de sus multiples capacidades hasta hace un tiempo
desconocidas (18-20).

LOCALIZACION DE LAS CMN

En el cerebro adulto de algunos mamiferos incluyendo
el humano, la génesis de nuevas células nerviosas se
ha localizado en la segunda v tercera capa de regiones
corticales (2-8-11-12), sustancia blanca subcortical
(principalmente progenitores gliales), capa germinal
externa del cerebelo (12-31) , neocorteza (30), capa
subgranular del giro dentado del hipocampo (2-3
26-8-11-12-17-24-25-29-30-31), hipotalamo (11),

FIG. 1. Desarrollo embrionario y tipo celular encontrado en cada
etapa utilizados en investigacién para generar distintos tipos de
células adultas especializadas (e).

sustancia nigra (11-30), zona subventricular de los
ventriculos laterales (2-3-4-8-11-12-17-24-25-26-
29-30-31), amigdala (26-30), astas de Ammon del
hipocampo, (30) y capa ependimal de la médula
espinal (8-12-30-31) bulbo olfatosio y retina, algu-
nos de estos refutados por otros estudios. La zona
subventricular (ZSV) del cerebro adulto es la regién
mas estudiada y con la mayor tasa de neurogenicidad
hasta ahora descrita, esta zona representa un rema-
nente de neuroepitelio germinal embrionario, cuya
actividad mitética persiste a lo largo de la vida (3).
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ZONA SUBVENTRICULAR

Al igual que la medula 6sea adulta, la ZSV contiene
células madre progenitoras en proliferaciéon, tipos
celulares con funcién de sostén o estroma y un nicho
microambiental (16) formado por compartimentos
celulares, células especializadas locales, y comparti-
mentos extracelulares tales como membrana basal,
matriz extracelular, y una variedad de moléculas
que estan modulando el gradiente electrolitico vy
proteico, proliferacion, adhesién y migracion de
sus células contenidas (3-6). Recientemente se ha
descrito que los astrositos de la ZSV pueden actuar
como elementos del estroma o sostén ya sea por
contacto célula-célula y/o produciendo y secretando
moléculas, proteinas morfogenéticas, citoquinas
y otros factores que afectan el destino glial versus
neuronal de la CMN, es decir jugando un rol en su
activaciéon y maduracion (28), punto clave en que los
expertos centran el importante e interesante papel
que estos astrositos tienen en la regeneracion del
tejido nervioso cerebral o espinal dafiados por trauma
o enfermedad, ya sea modificando los caracteres de
los progenitores o formando un ambiente que sefiale
su destino, conclusiones que hasta hace unos afios
eran desconocidas y hasta impensables ya que en
el cerebro en formacion las neuronas se comienzan
a desarrollar antes que las células gliales. Algo muy
importante que llama la atencion es la proximidad de
la ZSV con el LCR, el amplio espacio intercelular, el
reducido contacto célula-célula, moléculas disueltas y
caracteristicas del liquido cefalorraquideo LCR, que en
conjunto contribuyen a hacer de la ZSV un lugar con
citoarquitectura y nicho bioquimico tnico en el SNC
si se compara con el ambiente ofrecido por el resto
de parénquima cerebral (3). Otra regidn de creciente
interés cientifico donde nuevas neuronas son gene-
radas, es el giro dentado del hipocampo involucrado
en procesos de aprendizaje y memoria, cuya fuente
de CMN ha sido mas dificil de localizar, algunas
investigaciones afirman que la capa subgranular del
giro dentado del hipocampo contiene CMN durante
el desarrollo hasta el nacimiento, observandose una
restriccion de progenitores neurales en el cerebro
adulto (12). Estos resultados al parecer sugieren que
las CMN, y progenitores neurales localizados en el
hipocampo provienen de la regién periventricular
localizada cerca del giro dentado, las cuales migran y
se localizan en la zona subgranular. Por otro lado otras
investigaciones afirman la existencia del proceso de
neurogénesis en el hipocampo después del nacimien-
to inclusive observado en el cerebro humano adulto
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(11-26-30), cuyas evidencias sugieren que ciertos
tipos de astrositos en el giro dentado del hipocampo
(GDH) pueden dar origen a tipos celulares diferentes
a astrositos, de manera similar a la ZSV, pero méas
estudios son necesarios para confirmar la fuente real
de las CMN en el GDH (23) (figura 2).

FIG. 2. Representacién de un cerebro adulto de mamifero (Modelo
murino), donde se muestra las regiones donde ocurre continua-
mente neurogénesis en el cerebro adulto, Bulbo Olfatorio (BO) e
Hipocampo (H) (gris oscuro). Ademds dreas donde se han encon-
trado CMHs, Zona Subventricular (ZSV) y Ciro dentado (CD).
Cortes trasversos (A) ZSV en su extensién rostral dentro del cual
se encuentra las cadenas de neuroblastos (punteado).

(B) ZSV en el vetriculo lateral (V). Monocapa de células ependimales
(ME). Corte Sagital (C) donde se observa las dos partes de la ZSV,
la extensién anterior o rostral (lineado) v la extensién posterior o
del VL (puntos). (D) Amplificacién de extension rostral de ZSV a su
llegada a BO, donde se muestra el tubo astoglial (TA), dentro del cual
se encuentran los neuroblastos dispuestos como cadenas de células,
presentando un flujo tangencial (FT) y que una vez salen, migran
a través de un flujo de caracteristicas radiales (FR) hacia diferentes
capas del BO donde se diferencia a céulas adultas; AP Area que
contine progenitores migratorios donde no se encuentran CMHs; AC
Area en la cual son encontradas las CMHs (CC) Cuerpo calloso.
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ORIGEN DE LA CMN

En la ZSV las CMN viajan por una ruta bien
establecida a través de un tubo astroglial que lleva a
bulbo olfatorio (3-4-21-25-27-30) mediante un flujo
migratorio rostral; una vez salen del tubo glial, los nue-
vos neuroblastos llegan a las capas mas superficiales
del bulbo olfatorio para terminar diferenciandose en
neuronas glomerulares, periglomerulares o interneu-
ronas, lugar del que han sido aisladas y caracterizadas
ademas de observarse su alta capacidad de transfor-
marse en células no neurales (transdiferenciacion).
Se ha descrito poblaciones de CMN marcadas con
analogos de timidina en la ZSV que presentan tasas
de proliferacion variables con duracion de ciclo ce-
lulares que oscilan entre 12 horas hasta 28 dias, no
se tiene muy clara el porque dicha conducta, ademés
se evidenci6 que alrededor de 30.000 nuevos pre-
cursores neuronales (neuroblastos) son producidos
diariamente migrando a bulbo olfatorio (3).

El origen real de la CMN es aun desconocido, sin
embargo fuentes potenciales de CMN han sido iden-
tificadas, los estudios incluyen la glia radial (27-30),
astrositos (2-8-12-23), células ependimales (12), e
inclusive medula 6sea (30). Cuatro principales tipos
celulares han sido identificadas en la ZSV (12).

Tipo A que corresponden a precursores neuronales,
que migran hacia el bulbo olfatorio.

Tipo B que corresponden a astrositos nestin y pro-
teina acida fibrilar glial positivas con capacidades
similares a la CMN.

Tipo C que corresponden a células multipotentes
solo nestin positivas, con propiedades de CMN tanto
in vivo como in vitro (12).

Un cuarto tipo celular que corresponde a células
ependimales que limitan los ventriculos y médula
espinal que pueden tener propiedades similares a las
CMN. Ademaés se encuentran células progenitoras de
oligodendrocitos identificados por marcadores como
gangliosido. GD3, marcador de superficie celular
A2Bb5, antigeno 04, por el anticuerpo monoclonal
14F7, factor de trascripcion Oligl, Olig2, Nkx2.2,
DIx2, y el proteoglicano de membrana NG2 que
ademas puede ser expresado por macrofagos y cé-
lulas endoteliales, los marcadores mencionados y su
morfologia determinan la correcta diferenciacion e
identificacién de la CPOs (12).

Los primeros estudios en roedores mostraron que
CMN adultas y progenitoras con receptores para
factor de crecimiento basico de fibroblastos, en
presencia de este (del inglés TGFb) (3-13-22-24-
31) mostraron que previene la diferenciacién y
maduracion de estas células pero interesantemente,
promueve su proliferacion, demostrandose de esta
manera que existe capacidad de autorenovacioén de
estas células en el cerebro adulto, se han reportado
otras moléculas involucradas en la proliferacién,
ademas procesos de diferenciaciéon y maduracion
a células adultas. Esto demuestra ser ante todo un
proceso de multiples factores ambientales, fisicos y
quimicos tanto locales como distales que interacttian y
definen muiltiples rutas de sefalizacion celular (28-30)
que llevan a su diferenciacion, transdeterminacion
transdiferenciacion, dediferenciacion, fusion nuclear,
autorregulacién o autorenovacion terreno en el que
se esta investigando, como paso fundamental en el
desarrollo de la terapia celular y su potencial, para
el tratamiento de multiples enfermedades.

Se ha observado que durante el desarrollo cerebral o
tras una lesion externa al SNC, las CMN proliferan
(30) por dos mecanismos (14), por divisién simétrica
donde cada divisién celular da origen a dos CMN, o
por divisién asimétrica dando origen a una nueva
CMN y a un progenitor celular (12). Cuando impera
la divisidbn asimétrica un gran nimero de progenitores
predominan rapidamente migrando hacia su destino
final, mecanismo que impera en los sistemas repara-
dores del dafio neural.

Muchas preguntas quedan por responder sobre las
CMN, su comportamiento y multiples caracteristicas,
cuyos limites hasta ahora se esta empezando a identifi-
car, sus posibles aplicaciones para el tratamiento y por
que no curacién de algunas enfermedades cuyo sufri-
miento no es solo para quien la padece sino ademaés
para la familia, la ciencia avanza a gran paso pero falta
mucho por investigar, los secretos de la CMN estan sien-
do revelados sutil y cuidadosamente sin generar falsas
expectativas, cuya busqueda seguira siendo el motor de
los avances que depara su esperanzador futuro.
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GENERALIDADES E IMPLICACIONES CLINICAS
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RESUMEN

El descubrimiento de los Toll-like receptors en los Gltimos cinco afios ha abierto los horizontes en
la comprension de los eventos moleculares que inician la respuesta inflamatoria. Adicionalmente
a sus efectos en la activacion de células de importancia inmune y el reconocimiento de secuencias
de gran variedad de microorganismos potencialmente patdgenos, los Toll-like receptors también
interactan con un amplio espectro de ligandos humanos endégenos y de esta forma influencia la
actividad y los procesos celulares de varios tejidos. Dentro de los procesos comunes e importantes
en los cuales los Toll-like receptors participan se destacan el asma, el sindrome respiratorio agudo,
isquemia cardiaca, enfermedades coronarias, necrosis tubular aguda, remodelamiento ventricular,
colapso vascular, cistitis, artritis reumatoide, nacimientos prematuros, fertilidad, angiogénesis debida
a cancer y rechazo a transplantes.

En la presente revisiéon se pretende dar al lector una breve resenia del descubrimiento de los Toll-like
receptors, sus generalidades funcionales y quimicas y por ultimo brindar una aproximacion a las
investigaciones actuales que se realizan con ellos mostrando su participacion y futura relevancia
clinica en varios de los desordenes mencionados anteriormente.

Palabras clave: toll-like receptors, Drosophila melanogaster, inmunidad innata, defensinas.

Abreviaturas:

TLR Toll-like receptors

PAMPS Patrones moleculares asociados al patégeno
TNF Factor de necrosis tumoral

ELISA  Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay

ABSTRACT

The discovery of the Toll-like receptors in the last five years has opened new horizons in the compre-
hension of the molecular events that initiate the inflammatory response. In addition to their effects
in the activation of immune cells and the recognition of a variety of sequences found in potentially
pathogen microbes, Toll-like receptors also interact with a broad range of human endogenous ligands
and this way they influence the cellular processes in many tissues. Examples of important processes
in which Toll-like receptors participate include asthma, acute respiratory syndrome, cardiac ischemia,
coronary diseases, acute tubular necrosis, ventricular rearrangement, vascular collapse, bladder
inflammation, rheumatic arthritis, premature birth, fertility, angiogenesis in cancer and transplant
rejection.
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The following review gives the reader a brief description of the discovery of Toll-like receptors,
their main functional and chemical features. Last of all, the review shows current investigations that
demonstrate the participation and future relevance of Toll-like receptors in the clinical disorders

mentioned above.

Key words: toll-like receptors, drosophila melanogaster, innate immunity, defensins.

Abbreviations
TLR  Toll-like receptors

PAMPS Pathogen associated molecular patterns

TNF  Tumor necrosis factor

ELISA Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay

El medio en el cual se desarrolla la vida es muy hostil
y ha llevado a que los seres vivos desarrollen estrate-
gias que les permitan crecer y sobrevivir. Dentro de
estos mecanismos se destaca el sistema inmune carac-
teristico de la evolucién de los vertebrados, cuyo fin
es combuatir infecciones causadas por virus, bacterias,
protozoos, hongos, gusanos y demés patdgenos.

El sistema inmune tiene dos tipos de mecanismos
para reconocer y montar la respuesta frente al agente
agresor: innatos y adaptativos. Los primeros son de
hecho los mas primitivos en términos evolutivos, de
accion inespecifica en el reconocimiento del pato-
geno y carentes de memoria inmunolbdgica. En sus
manos esta combatir la infeccién desde el momento
de su inicio y durante sus primeras fases, es decir
hasta aproximadamente el quinto dia.

En los tltimos treinta afios las investigaciones de rigor
cientifico en inmunologia tendieron a los mecanis-
mos adaptativos, por considerarse superiores y méas
complejos, sin embargo la evolucién filogenética del
sistema inmune revela la necesidad de unos meca-
nismos innatos.

Los mecanismos innatos son variados, desde evitar
infecciones impidiendo el acceso de los microorga-
nismos al cuerpo por barreras externas, piel y muco-
sas, hasta respuestas celulares a través de fagocitos
e inflamocitos, como por ejemplo los neutréfilos,
basofilos, entre otros. Se menciond anteriormente
que la respuesta innata se relacionaba con el antige-
no inespecificamente, sin embargo con la reciente
identificaciéon de los receptores Toll y su familia, se
ha llegado a comprender mejor la asociacién entre el
patégeno v los ligandos humorales y celulares de la
respuesta inmune, hecho que ha derribado el antiguo
paradigma de la respuesta no especifica (1).

Se conoce como receptor Toll, a una familia de recep-
tores que se comportan como un puente entre los
estimulos inmunes de los microorganismos agresores
y el inicio de la respuesta de defensa por parte del
hospedero. Su activacion conlleva a la liberacion de
péptidos antimicrobianos y citoquinas pro-inflama-
torias (2).

Los receptores Toll fueron identificados por primera
vez en Drosophila melanogaster. Constituian un
receptor transmembranal necesario para mantener la
polaridad dorso ventral en el embrién en desarrollo.
Fue posible observar como el factor Spatzle esti-
mula al receptor, activando el sistema de la quinasa
citoplasmatica Pelle, la cual suscita la degradacion
de proteinas especificas, que luego son capaces de
asociarse con el factor de trascripcion Dorsal en el
citoplasma. El factor libre viaja al nticleo y controla la
trascripciéon de genes concretos. La via de transduc-
ci6n de los receptores Toll en Drosophila se asemeja
ala via de la interleuquina 1 (IL 1) en los mamiferos, la
cual tiene una participacién importante en respuestas
inmunes e inflamatorias, a través de la trascripcion de
NF-KAPPAq. Parte de esta semejanza radica en el
dominio intra-citoplasmatico que comparten ambos
receptores, denominado consecuentemente como
dominio Toll/receptor de IL-1 (TIR). La participaciéon
de los receptores Toll en la respuesta inmune se hizo
evidente al descubrir que las moscas de la fruta (Dro-
sophila) que presentaban algiin tipo de mutacién en
los genes de la via Toll eran susceptibles a la infeccién
por hongos y bacterias.(3)

Receptores anélogos a los encontrados en Droso-
phila han sido identificados en mamiferos y se les
ha dado el nombre de ‘Toll-like receptor’ (TLR), es
decir receptores similar Toll.
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Los TLR reconocen patrones moleculares asocia-
dos al patégeno (Pathogen associated molecular
patterns PAMPS). Se consideran glicoproteinas
transmembrana tipo 1, las cuales se caracterizan
por presentar secuencias repetitivas de leucina en el
dominio extracelular, al igual que una o dos regiones
ricas en cisteina. Dichas secuencias se disponen en
forma de herradura, lo que parece estar directamente
relacionado con la identificacion de los PAMPS. El
ya mencionado dominio intracelular brinda la inicial
internalizacion de la sefial mediante una definida
cascada de senalizacion (3).

Los receptores Toll fueron identificados en el ser
humano por Medzhitov, quien reporté que la trans-
ferencia de Toll humano clonado a lineas celulares
humanas inducia la activacion de TNF-a y la ex-
presion de los genes que son controlados por este
mensajero. De igual forma el Toll humano activado
inducia la expresién de la molécula coestimuladora
B7, la cual es requerida en la activacién de linfoci-
tos T inmaduros. Se debe tener en cuenta que solo
diez tipos de receptores Toll se han descubierto en
el ser humano. Es impresionante como esta familia
de receptores ha sido conservada a lo largo de toda
la evolucién, apareciendo en insectos, vertebrados
e incluso plantas.

Los TLR humanos han sido clasificados en cinco
subfamilias debido a sus semejanzas en la secuencia
de aminoéacidos v la estructura genémica. Han sido
denominadas familia del TLR3, la del TLR4, la del
TLR5, ladel TLR2 y la del TLRO. El TLR3 es en parte
Unico ya que esta codificado por 5 exones, mientras
que los representantes de las otras familias solo estan
codificados por uno o dos exones (3).

A pesar de las similitudes estructurales de la familia de
TLR cada subtipo de ellos e incluso un mismo TLR
varia su sefalizacion intracelular dependiendo de la
célula en la cual se localice. Por ejemplo estudios con
ratones han revelado que los TLR4 en macréfagos
responden a LPS por medio de dos vias de senaliza-
cion intracelular, ya sea por Trif o la via dependiente
de MyD8S8. Por otro lado las células endoteliales estan
limitadas a desarrollar un cascada dependiente de
MyD88 unicamente. Estas diferencias de un mismo
tipo de TLR pueden ser la explicaciéon a varios pro-
cesos inmunoldgicos normales o patolégicos (4).

Los patrones de los TLR durante la diferenciacién
celular mieloide a célula madura, por ejemplo en ma-

crofagos es desconocida. Se han comenzado a realizar
estudios detallados para cada tipo de TLR en especial
TLR2 y TLR4, con el fin de identificar los agentes y las
citoquinas implicadas en la aparicién y diferenciacion
de cada TLR. Algunos resultados incluyen el hecho
que PMA o phorbol 12-myristate 13-acetate induce
la expresiéon de CD14 y TLR2, proporcional a la dosis
administrada. La vitamina D3 solo promueve la expre-
sién de CD14 pero no de TLR2. Tras manipular varias
variables se dilucid6 que la coexpresion CD14/TLR2
o CD14/TLR4 puede ser un hecho en los estadios
tempranos de una célula inmune, no obstante se evalud
la produccién de citoquinas por parte de estos com-
plejos y se observd que es insuficiente para responder
a ataques microbianos, lo cual pone en duda que los
hechos observados sean los tnicos que tienen lugar
en la diferenciacion temprana de TLR (5).

El descubrimiento de los TLR en los dltimos cinco
anos ha abierto los horizontes en la comprension de
los eventos moleculares que inician la respuesta infla-
matoria. Adicionalmente a sus efectos en la activacion
de células de importancia inmune y el reconocimiento
de secuencias de gran variedad de microorganismos
potencialmente patégenos, los TLR también interac-
tian con un amplio espectro de ligandos humanos
endogenos y de esta forma influencia la actividad y
los procesos celulares de varios tejidos. Dentro de
los procesos comunes e importantes en los cuales
los TLR participan se destacan el asma, el sindrome
respiratorio agudo, isquemia cardiaca, enfermedades
coronarias, necrosis tubular aguda, el remodelamiento
ventricular, el colapso vascular, cistitis, artritis reuma-
toide, nacimientos prematuros, fertilidad, angiogénesis
debida a cancer y rechazo a transplantes (6).

Precisamente por su roll en muchos procesos fisiologi-
cos y patoldgicos es logico imaginar que en un futuro
y tras intensa investigacion sea posible modificar
enfermedades a través de la manipulacién de TLR. A
continuacion se presentan resultados de algunas inves-
tigaciones que muestran su participaciébn en procesos
patolégicos. La utilizacion terapéutica de los TLR
hasta ahora esta comenzando a ser apreciada y por
tanto resultados certeros todavia estéan en estudio.

Es parte de la vida cotidiana de todo ser humano
enfrentarse a bacterias. Estudios actuales han querido
dilucidar la forma de potenciar la respuesta inmune
frente a estos tipos de agresores amplificando los
TLR. Uno de estos estudios utiliz6 ratas con heridas
térmicas. Su objetivo era observar si infusiones de
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solucién salina hiperténica potenciaban de alguna
forma la respuesta mediada por TLR a una agresion
bacteriana. Tras la lesién térmica, la inoculacion de
Escherichia coli y el tratamiento con la soluciéon
de interés se cuantificaron TLR2, TLR4, MIP2,
CXCR2, pp38, ERK y agentes reactivos de oxigeno.
Los investigadores concluyeron que la reposiciéon de
liquido extracelular en lesiones térmicas con soluciéon
hiperténica disminuye la translocacién bacterial cau-
sadas en las quemaduras. De igual forma la soluciéon
hipertonica incrementa la actividad fagocitica y la
expresion de TLR2 y TLR4, al igual que citoquinas
vy mediadores de la repuesta inmune. A pesar que la
solucién hiperténica disminuyo los niveles de especies
reactivas de oxigeno, la actividad de los neutroéfilos y
su expresion de TLR en meédula 6sea aumentd. En
otras palabras la solucién salina hiperténica amplifica
la respuesta del hospedero frente a una infeccion
bacteriana al aumentar los TLR en las células infla-
matorias. Aunque los experimentos fueron realizados
en roedores, las conclusiones arrojadas podrian extra-
polarse al ser humano y colaborar en el tratamiento
de pacientes inmuno-susceptibles como por ejemplo
aquellos que padecieron quemaduras en su superficie
corporal, entre otras entidades clinicas (7).

Los TLR se encuentran distribuidos en todas los tipos
celulares del cuerpo humano, sin embargo con el fin de
profundizar en los procesos inmunes en los cuales par-
ticipan se han llevado a acabo estudios de su expresion
y papel en 6rganos vy lugares anatémicos concretos.
Las células epiteliales que revisten el lumen uterino
por ejemplo son de gran importancia pues constituyen
la primera linea de defensa frente a microorganismos
patogénicos que ingresen al organismo por el aparato
reproductor. Soboll y colaboradores realizaron un
estudio cuyo objetivo era examinar la expresion de
TLR y defensinas en el ttero y vagina de roedores y
determinar si un agonista de TLR induce la expresion
de TLR vy defensinas en el tracto reproductor. Me-
diante Reaccién en cadena polimerasa transcriptasa
reversa (RT-PCR) v técnicas de ELISA se determiné
la expresion de mRNA para alfa y beta defensinas y
TLR. Los resultados llevaron a concluir que las células
epiteliales responden a patdégenos bacterianos y virales
de una forma mas eficaz con la administraciéon de un
agonista de TLR. Las células responden al agonista
por un lado liberando la proteina quimotéctica de
macréfagos 1 (MCP-1) la cual promueve la respuesta
inflamatoria; por otro, impulsando la expresién de
genes seleccionados de TLR que permiten disparar
la proteccién inmune innata (8).
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Intentar recoger las implicaciones clinicas de todas
las subfamilias daria lugar a un trabajo disperso y
muy extenso. Ahora se dirige la atencién del lector a
familias especificas de los TLR concretamente TLR4
y TLR3, detallando en la importancia y el papel que
juegan los TLR4 en la inmunidad del ser humano.

Desde un enfoque genético se descubri6 que el TLR4
humano se encuentra codificado en el cromosoma
nueve, especificamente en el locus 9932-q33. La
unién del TLR4 a su ligando Lipopolisacarido (LPS)
requiere de otras moléculas adicionales. El mecanis-
mo de unién TLR4-LPS inicia mediante la union del
ligando con una proteina de unién a LPS presente en
el suero. Este complejo es reconocido por el receptor
CD14, una molécula anclada por glucosilfosfatidili-
nositol que se expresa preferencialmente en los
monocitos, macrofagos y neutréfilos. A continuacion
se produce una aproximacion fisica entre el CD14 y
el TLR4. Una molécula adyuvante, MD-2, optimiza
la respuesta al LPS. Este hecho ha sido comprobado
experimentalmente al observar una menor respuesta
frente al LPS en ratones con deficiencia de MD-2,
cuyos macrofagos, células dendriticas y linfocitos B
escasamente responden al LPS. Més aun, los ratones
con deficiencia son resistentes a la induccion de sepsis
por LPS y se ha visto que la proteina es crucial para la
distribucion intracelular del TLR4. (3) En humanos se
ha observado que la expresién de TLR4 esta intima-
mente relacionada con exposicién a bacterias in vivo e
in vitro. Investigaciones han revelado que la expresion
de TLR4 en membranas de monocitos de pacientes
sépticos es superior a pacientes sanos. Sin embargo
no se observa un incremento en la respuesta a LPS.
Los resultados permitieron concluir que en algunas
infecciones severas los TLR4 son ineficaces en la iden-
tificacién de LPS sin embargo el organismo aumenta
su expresion. Se debe destacar que este incremento
en TLR4 se observo Unicamente en la superficie de
los monocitos, no en los granulocitos (9).

Otra proteina de superficie -RP105- también esta
involucrada en el reconocimiento de LPS. La RP105
contiene un dominio LRR estructuralmente relaciona-
do con la porcién extracelular de los TLR y se expresa
fundamentalmente en linfocitos B (3).

La intervencién de los TLR4 en la respuesta inmune
es muy variada. Por ejemplo se han involucrado en
los procesos inflamatorios como mediadores de la
proteina de shock térmico HSP60, la cual activa las
células de musculo liso vascular y macréfagos. Sin
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embargo, la evidencia experimental que se tiene
hasta el momento no sugiere que el TLR4 reconozca
directamente la HSP60. Un ejemplo de esta funcion
del TLR4 se observa en la inflamacion que acompana
la arteriosclerosis relacionada con la infeccion por
Chlamydia pneumoniae. Asi mismo marcadores
de la inflamacion como depésitos de fibrina extra-
vascular alertan de la existencia de un dafio tisular,
infeccion o trastornos inmunologicos. La capacidad
del fibrindgeno de inducir produccién de quimoquinas
por los macréfagos estd mediada por el TLR4.

Estudios en busca de la relacion de TLR4 y la infla-
macién han sido utiles para vislumbrar hechos de gran
utilidad en la clinica actual; un ejemplo de ello es la
investigacion de Gutiérrez Canias y col. en Espania,
quienes encontraron una relacién entre los TLR4
y la producciéon de quimoquinas pro-inflamatorias
por parte de los fibroblastos reumatoides del liquido
sinovial. La investigacion concluyé que la utilizacion
del péptido intestinal vasoactivo (VIP) era eficaz en
el tratamiento terapéutico de pacientes con artritis
reumatoide. Esto se debe a su capacidad de inhibir la
activaciéon y sefializacion del TLR4 y consecuentemen-
te disminuir la secrecién de TNF, en otras palabras
regular la inflamacién (10).

Sin embargo los efectos pro-inflamatorios media-
dos por TLR4 no son siempre benéficos para el
organismo. Un estudio reciente mostré6 como los
TLR4 participan en disfuncion del ventriculo izquier-
do inducido por LPS de Escherichia coli. Aunque
no se revel6 las vias de senalizacién por las cuales los
TLR4 son responsables de la disfunciéon miocardica,
se pudo observar que en ratones deficientes en TLR4
se presenta una disminucién y retraso en la produc-
cion de mediadores pro-infamatorios que incluyen
TNF, IL-1 y 6xido nitrico. Por tanto dado que estas
moléculas producen depresion miocérdica en varios
modelos su déficit explica la ausencia de disfuncion del
ventriculo izquierdo en ratones con TLR4 disminuido.
(11, 12, 13). La investigacion también revelo concen-
traciones disminuidas de cGMP y disminucién en la
expresion de la enzima oxido nitrico sintasa (NOS) en
los ratones deficientes en TLR4. Teniendo en cuenta
los hechos observados se sugirié que TLR4 juega un
papel importante mediando los efectos nocivos del
LPS en la funcién miocardica del ventriculo izquierdo.
La interrupcién de la sefializacion mediada por TLR4
podria resultar una estrategia efectiva en la prevenciéon
o la detencion de los efectos perjudiciales del LPS en
la estructura y funciéon del corazon (14).

Investigaciones han revelado otros efectos adversos de
la activacion de TLR4 en circunstancias determinadas.
Por ejemplo Katherine A. Barsness y col. estudiaron
los efectos de TLR4 en hemorragias severas con in-
feccion bacteriana sobreanadida. El LPS de bacterias
sumadas a la hemorragia activa los TLR4 los que a
su vez inducen la produccion de IFNa, TNF y quimo-
quinas que estimulan la activaciéon y reclutamiento
de polimorfonucleares. El depésito de estos tltimos
en 6rganos sistémicos conlleva a dano tisular, por
ejemplo infiltraciones en pulmones que resultan en
abscesos y aumento de la permeabilidad vascular que
se traduce en edema (15).

La inflamacion crénica y alteraciones en el meta-
bolismo lipidico constituyen sellos caracteristicos y
colaboradores de aterosclerosis. Se han venido acu-
mulando evidencias experimentales que sugieren que
los mecanismos de defensa de la inmunidad innata
podrian interactuar con las vias pro-inflamatorias y
quizas exacerbar o incluso iniciar el desarrollo de las
placas lipidicas en las arterias. Resultados recientes
implican a los TLR4 y las moléculas MyD88 en la
patogénesis de la arteriosclerosis como mediadores
de la inflamacion frente a patdégenos extrarios al igual
que a ligandos enddgenos pro-inflamatorios (16).

Los TLR4 también participan en la vision. Se observé
que su presencia en las células epiteliales de pigmento
en la retina colabora en el desecho de segmentos ex-
ternos del fotorreceptor (POS) que son defectuosos.
Los estudios revelaron que precisamente estos POS
son los que inducen cambios metabdlicos, sefaliza-
cién a través de calcio y produccion de metabolitos
reactivos de oxigeno en las células epiteliales men-
cionadas, mecanismos mediados todos por TLR4. Se
especula que la acumulacion de TLR4 en el ojo partici-
pe en fisiopatologia de procesos inflamatorios en este
6rgano como son la uveitis, degeneracién macular
relacionada con la edad y retinopatia proliferativa Se
cree que la unién TLR4-POS crea un ambiente local
pro-inflamatorio que podria ser activado por pequerias
perturbaciones del medio ocular, como por ejemplo
la presencia de quimoquinas, LPS, etc. (17).

Los TLR4 también estéan relacionados con otros ligan-
dos distintos al LPS, pero que conservan similitudes
bioquimicas y estructurales a este. En respuesta al
dano tisular se producen diversos componentes de
la matriz extracelular: fibronectina, acido hialurénico
y heparin sulfato, que parecen importantes en el
proceso de remodelamiento tisular. El dominio A de
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la fibronectina tiene actividades inmuno-estimulantes
similares a las ocasionadas por LPS; en la respuesta a
dicho dominio esté involucrado el TLR4. Asi mismo,
la activacion de células dendriticas por acido hialuré-
nico estad mediada por TLR4 (3).

Ademas se ha visto que el TLR4 reconoce algunos
ligandos endbégenos. Varios estresantes, como
shock térmico, radiacion ultravioleta e infecciéon por
bacterias y virus aumentan la sintesis de proteinas de
shock térmico. Estas proteinas inducen macroéfagos
y células dendriticas a secretar citoquinas pro-infla-
matorias y expresar moléculas coestimuladoras. Por
este motivo se considera que las proteinas de shock
téermico podrian representar una sefial endégena de
peligro cuyo mecanismo esta mediado por TLR4.

Dentro del campo de la terapéutica el estudio de los
TLR4 ha explicado respuestas del organismo que
en el pasado eran desconocidas. En el &mbito de las
vacunas se observa que algunas provocan respuestas
endot6xicas mas severas en comparacién a otras.
La sensibilidad de los TLR4 a secuencias de LPS
determinadas han explicado por ejemplo porque las
vacunas de indculo vivo de la Francisella tularensis
generan reacciones inflamatorias y bajas respuestas
endotoéxicas en comparacion con Escherichia coli.
La explicacion es que la IVS (vacuna de inoculo vivo)
de tularensis activa la sefializacion via TLR4 a con-
centraciones superiores a las requeridas por el LPS
de Escherichia coli. En otras palabras TLR4 es mas
sensible a antigenos de Escherichia coli y consecuen-
temente se observa su reaccion inmune ain cuando
las concentraciones del antigeno sean bajas (18).

Otro ejemplo de los horizontes clinicos que se han
comenzado a alcanzar gracias a los TLR es la lucha
contra el cancer. En la respuesta inmune normal de
un individuo se ha observado que los TLR pueden
inducir la apoptosis celular, por ejemplo cuando se
trata de una infeccién viral. En un estudio reciente se
pretendi6 inducir la via apoptética de células malignas
de mama a través de un via dependiente de TLR3,
utilizando dsRNA sintético que asemeja el dsRNA
viral. A nivel molecular se detallé6 que el proceso
pro-apoptético involucra un adaptador molecular
Toll/IL-1R el cual contiene adaptadores para IFN
tipo 1. El papel pro-apoptotico de IL-1R asociaba la
quinasa-4 y NF-a., activando de esta forma las caspa-
sas extrinsecas. Estos resultados pueden abrir incluso
mas posibilidades terapéuticas utilizando TLR3 como
agentes citotoxicos en determinados canceres. (19)

Los Toll-like receptors han revolucionado la compren-
sibn molecular de los procesos inmunolégicos. En la
actualidad se esta extrapolando este conocimiento al
tratamiento y la prevencion clinica de varios desor-
denes. No es descabellado pensar que en un futuro
muchas enfermedades sean curadas o prevenidas
mediante la manipulacién molecular de los protago-
nistas inmunes, entre ellos los TLR.
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RESPUESTA TH1 Y TH2 EN LA GESTACION

CLARA STELLA MARTINEZ OTALORA!, DIANA PACHON?

Resumen

La placenta produce hormonas y proteinas asociadas al embarazo que suprimen la respuesta inmune
y favorecen la tolerancia fetal, hay una reduccién de los niveles de citoquinas Th1 y un incremento
de Th2. El Aborto Recurrente Espontéaneo (ARE) afecta a las mujeres entre la cuarta y décimo-
segunda semana de gestacion. Los citotrofoblastos expresan un antigeno denominado Antigeno
Leucocitario Humano G (HLA-G), importante para la proteccion fetal pues parece que el contacto
directo del trofoblasto que expresa HLA-G con linfocitos y macroéfagos maternos es esencial para
el establecimiento y mantenimiento del embarazo. Durante la gestacion la IgG asimétrica aumenta
con respecto a los niveles de IgG simétrica, cuando esto no sucede se presenta el aborto.

Palabras clave: aborto recurrente espontaneo, MHC, HLA-G, citoquinas Th1, citoquinas Th2,
citoquinas Th3.

Abstract

Hormones and plasmatic proteins associated to pregnancy take place in the placenta, all of them
suppress the immune answer in order to favor fetal tolerance, this implies a reduction of the Th1
cytokines levels and an increment of Th2. Recurrent Spontaneous Abortion (ARE) affects the wo-
men between the fourth and twelfth week of pregnancy. The cytotrophoblast expresses an antigen
denominate Human Lymphocyte Antigen G (HLA-G), it develops an important function in fetal
protection; it seems that direct contact of trophoblast expressing HLA-G (regulated for IL-6) with
maternal lymphocytes / macrophages is essential for establishment and maintenance of pregnancy.
During pregnancy asymmetric IgG must have an important increase on the levels of symmetrical
IgG; when it doesn’t happen abortion takes place.

Key words: recurrent spontaneous abortion, human lymphocyte antigen G, MHC, Th1 cytokines,
Th2 cytokines, Th3 cytokines.

[NTRODUCC[()N humana, estrbgenos y progesterona, todas ellas

supresoras de la respuesta inmune que favorecen la
tolerancia fetal. Dada la estructura de la placenta,

En la placenta se producen hormonas y proteinas , .
las células inmunes maternas presentes en la sangre

plasméticas asociadas al embarazo que pueden alterar . - .
estarian en condiciones de reconocer y destruir a

la respuesta inmune, estas incluyen globulinas a.), , . ]
. ) , 2 las células fetoplacentarias portadoras de antigenos
glucoproteina R., especifica del embarazo, lactdge- . .
! extrafios de origen paterno y a pesar de ello no son

no placentario humano y gonadotropina coriénica atacadas (1).
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Existe una entidad clinica denominada Aborto Re-
currente Espontaneo (ARE) adaptado a parejas que
sufren dos o mas abortos consecutivos. El ARE es
una complicacién del embarazo que afecta aproxi-
madamente al 2% de las mujeres entre la cuarta y
décimo-segunda semana de gestacion. Existen dos
grandes grupos de problemas inmunolégicos que
pueden causar la pérdida de un embarazo, fallas en
fertilizaciones in vitro e infertilidad. Estos grupos se
definen segun la presencia o ausencia de un factor
autoinmune asociado (2). El ARE se presenta en
parejas sin antecedentes genéticos, hormonales o
anatémicos que expliquen la interrupcion del emba-
razo. Durante el ciclo menstrual y en el embarazo,
el endometrio muestra un infiltrado de macréfagos,
células NK y linfocitos By T (3).

Teniendo en cuenta el importante papel que realizan
los antigenos de Complejo Mayor de Histocompatibi-
lidad (CMH) que desempeiian un rechazo de los
injertos, el éxito del embarazo se atribuye a que los
trofoblastos placentarios carecen de estos antigenos,
por lo que la placenta podria actuar como una barrera
neutra entre el feto y la madre. Los citotrofoblastos
expresan un antigeno denomino Antigeno Leucoci-
tario Humano G (HLA-G), este cumple una funcién
importante en la proteccion fetal (4).

Se ha mostrado que las células que expresan HLA- G
modulan la capacidad de las células mononucleares
para incrementar la producciéon de IL-1 y de IL-3 y
la disminucion de TNFa. La IL-3 e IL-1 favorecen
el crecimiento placentario y el TNFa induce aborto.
Por lo tanto, parece que el contacto directo de tro-
foblasto expresando HLA-G con linfocitos/macrofa-
gos maternos es esencial para el establecimiento y
mantenimiento del embarazo (1).

Se considera que un perfil de citocinas Th1 proinfla-
matorias v citoliticas (IL-2, IFN-a,, TNF-a v TNF-a)
inductoras de respuesta de hipersensibilidad retarda-
da y de linfocitos T citotéxicos (CD8), esta asociada
con el fenébmeno de rechazo , en tanto que un perfil
de citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13),
inductor de linfocitos B y algunos linfocitos T colabo-
radores (CD4) esta asociado con la tolerancia inmuno-
légica v promueve respuestas humorales (4).

Th1 debe estar suprimida durante el embarazo y esta
supresion se acomparia por una expresion de citocinas
de tipo Th2. Una respuesta de tipo Th1 ocasionaria
la reabsorcién fetal durante el embarazo mediada por

células NK (activadas por INFy) o células LAK (células
NK activadas por IL-2). La respuesta Th2 podria ser
perpetuada por la presencia de IL-6 e IL-10. La pobla-
cion Th3 secreta altos niveles de TGF-a con funciones
reguladoras de la respuesta inmune, especialmente
asociadas con un efecto supresor.(2,4,5)

Durante la década de 1970 se demostro, para diferen-
tes antigenos y diferentes especies animales, que una
respuesta inmune caracterizada por la produccién de
anticuerpos IgG precipitantes, fijadores del comple-
mento, depuradores antigénicos, se acomparia de
una poblacion adicional de ceélulas IgG del mismo
isotipo que los anticuerpos precipitantes, pero con
un comportamiento inmunoquimico y bioldgico
muy distinto de aquellos. Ambos anticuerpos IgG,
simétricos y asimétricos, compiten por el antigeno
y ello depende de la masa de anticuerpo disponible.
El comportamiento de un suero dependera de la
proporciéon en que ambos anticuerpos se encuentren
en la mezcla (4).

Durante la gestacién una repuesta de tipo Th2 es
beneficiosa, estaria condicionada por la calidad de los
anticuerpos que se sintetizan y que en esta regulaciéon
intervendria fundamentalmente la IL-6 placentaria, la
que al actuar a nivel sistémico sobre las células sinte-
tizadoras de IgG condiciona la glucosilacién asime-
trica de estas moléculas. En las mujeres embarazadas
sanas y en modelos animales, durante la prefiez de
ratas y ratones no abortadores se ha observado un
incremento importante de la IgG asimétrica sérica,
en tanto que no hubo modificaciones en el suero de
mujeres con abortos recurrentes respecto de mujeres
no embarazadas. Al estudiar placentas humanas
provenientes de mujeres que presentaban abortos
recurrentes espontaneos (ARE), se ha observado un
incremento significativo en la expresiéon de IL-6 que
no se correlaciond con un aumento en la proporcién
de moléculas IgG asimétricas, originandose una res-
puesta humoral con predominio de anticuerpos IgG
simétricos precipitantes. Esto contribuiria a explicar
una de las posibles causas de abortos (4).

Un aumento en la tasa de pérdidas fetales se ha obser-
vado en parejas compartiendo halotipos HLA. Estos
hallazgos v la presencia de anticuerpos anti-HLA en
mujeres normales embarazadas sugieren que el recono-
cimiento materno de aloantigenos paternos en etapas
muy tempranas del embarazo debe ser necesario para
la induccion de la tolerancia de las células T periféricas
o para el establecimiento del embarazo (1).
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Mecanismos citotéxicos de agresidon son puestos
en marcha cuando la células NK interactan con su
“blanco” especifico, la proteina R80K, cuya presen-
cia ha sido mostrada en trofoblastos placentarios:
no obstante, en el embarazo no se observo agresion
en la placenta por células NK. Recientemente se ha
observado que esto se deberia a que ese receptor esta
unido a IgG, la cual inhibiria la interacciéon células
NK/receptor (4).

Existen al menos cuatro sitios potenciales en donde
puede desarrollarse un rechazo inmunitario fetal: el
primer sitio es el feto, el segundo es el constituido
por la circulacion fetoplacentaria, el tercer blanco
potencial de ataque es el trofoblasto y el cuarto sitio
donde puede inducirse el rechazo es la vasculatura
materna (4).

Hay tres posibles mecanismos por medio de los
cuales el embrién evita el ataque materno:

- Laseparacion anatémica entre la madre y el feto:
la placenta también tiene como funcién mante-
ner un ambiente inmunolégico adecuado. En la
decidua materna hay células del sistema inmune
como NK que producen TNF-a. e IFN-y, linfocitos
T que producen también IFN-y y macréfagos; todos
ellos tienen un papel inmunoregulador (5).

- La inmadurez antigénica del feto: la ausencia de
moléculas HLA-I en el Trofoblasto Vellositario
(TV) implica la ausencia de respuesta inducida por
la interaccion HLA-1y el receptor CD8. Por ende,
no existira activacion, division, diferenciacion ni
actividad efectora de los linfocitos Tc, por lo que la
actividad citotoxica de estos frente al TV quedaria
suprimida (5).

- Latolerancia inmunitaria materna: las células de la
placenta fabrican (o expresan) una proteina IDO,
que degrada el aminoacido triptéfano, esencial
para la supervivencia de las células T. Este es el
mecanismo de mayor relevancia (5).

Los leucocitos son un constituyente importante del
endometrio humano. Durante la fase proliferativa del
ciclo menstrual llegan a formar el 10% de las células
del estroma, en los momentos previos a la implanta-
cién constituyen el 20% y en las etapas tempranas
del embarazo, cuando el endometrio se convierte en
decidua, llegan a constituir el 30% de las células deci-
duales. La poblacion celular presente en la decidua

40  SEMILLEROS fifod

esta formada por macrofagos, células NK, linfocitos
By linfocitos T. En particular los linfocitos T y las célu-
las NK constituyen poblaciones heterogéneas, ya que
pueden identificarse subpoblaciones de acuerdo con
el patrén de citocinas que secreten. La placenta es un
6rgano inmunoabsorbente que disminuye la respuesta
contra el feto; los anticuerpos producidos por el sis-
tema inmune de la madre contra antigenos de origen
paterno son atrapados por este 6rgano (1,2).

La produccién de citocinas en la decidua no se limita
a los leucocitos, el trofoblasto constituye la fuente
principal de IL-4 e [L-10; estas citocinas determinan
la diferenciacion de los linfocitos precursores hacia
un patrén tipo Th2. En la generacion de la tolerancia
materna participa también la poblaciéon Th3, estas
son activas productoras de TGF-a.2, una citocina que
participa en la induccién de tolerancia a nivel de las
mucosas hacia los antigenos ingeridos oralmente y
que también es producida por la subpoblacion linfoci-
taria tipo v & (1).

La pérdida de expresion de moléculas clase [ puede
ser revertida por estimulacion con citocinas inflama-
torias e IFN-y. El trofoblasto expresa las moléculas
clase I clasicas tanto maternas como paternas de ma-
nera codominante. Aunque el IFN-y no puede inducir
la expresion de moléculas clase Il en el trofoblasto se
ha observado expresion aberrante de estas moléculas
sobre el trofoblasto en procesos inflamatorios cro-
nicos de etiologia desconocida, induciendo abortos
espontaneos recurrentes (1).

Hay varios tipos de abortos recurrentes de origen
autoinmune, como lo son:

- Presencia de anticuerpos antifosfolipidos.

- Presencia de anticuerpos anticomponentes del
nucleo celular.

- Anticuerpos antiespermatozoides.

El tratamiento de estos abortos se realiza mediante el
empleo de aspirina como anti-agregante, heparina,
glucocorticoides o IgG intravenosa (4).

Y también hay tipos de abortos recurrentes esponta-
neos de origen no autoinmune los cuales se tratan con
inmunizacién con leucocitos paternos. El fundamento
del tratamiento en este caso radica en estimular el
sistema inmune materno para generar una respuesta
adecuada hacia antigenos semialogénicos fetales.
Para tratar estos casos hay técnicas que se utilizan en
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el seguimiento de pacientes con abortos recurrentes
esponténeos y estos son: el cultivo mixto linfocitario
y el Cross-match por citometria de flujo (4).

Es indispensable que la madre tenga un sistema
inmune que se adapte al feto alogénico, ya que es a
falta de éste que se presentan los ARE; en caso de
que el mismo falle por cualquiera de los factores antes
mencionados, es conveniente que la madre reciba un
tratamiento que contrarreste esta falencia.
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RESUMEN

El cancer de seno es la causa fundamental de fallecimiento en las mujeres entre los 40 y los 55 afios.
Se presenta por la mutacion en los genes BCRA1, BCRA2 y Tp53, implicados en la replicacién,
transcripcion y reparacion del DNA; llevando al desarrollo de células tumorales y su progresiva
metéstasis. Esta predisposicion genética unida a factores como: edad, dieta, alcohol, factores hor-
monales y reproductivos, aborto, embarazo, raza, entre otros; pueden producir la muerte.

Debido a la magnitud que se esconde detras de un cancer, se ha visto en la terapia génica una oportunidad
para que la mujer supere o conlleve dicho mal. Esta consiste en producir un nivel mas alto de actividad
antitumoral, mayor selectividad tisular y menos efectos colaterales que la terapéutica convencional; por
medio de la implantacién de material genético en la célula para afiadir o modificar sus funciones.

Es por esto, que nuestra revision busca proporcionar los conceptos necesarios para que una mujer
que padezca o no de dicho problema, ademas de conocer el trasfondo de la enfermedad, vea una
oportunidad de vida.

Palabras claves: genes BRCA1, BRCA2 y Tp53

ABSTRACT

Breast cancer is the main cause of death in woman between 40 and 55 years. It could appear by
the mutation in BCRA1, BCRAZ2 and Tp53 genes which are implied in replication, transcription
and repair of the DNA, taking to the development of tumor cells and its progressive metastasis.

This genetic predisposition together with factors like: age, diet, alcohol, hormonal and reproduc-
tive factors, abortion, pregnancy, race, others; they could carry to death. The consequences hide
behind a cancer, an opportunity has been seen in the genic therapy so that the woman surpasses
this illness. This consists of producing a higher level of antitumoral activity, greater tissue selectivity
and less collateral effects than conventional therapeutic; by means of the implantation of genic
material in the cell to add or to modify its functions. It is by this, that our review looks for to pro-
vide the necessary concepts so that a woman who suffers or not of this problem, besides to know
consequences of this disease, sees a life opportunity.

Key words: BRCA1, BRCA2 and Tp53 gene
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INTRODUCCION

Entendible o no el cancer de mama crea dudas en las
muijeres. ;Por qué?, tal vez porque golpea sentimientos
de feminidad; o porque ataca mujeres en momentos
muy poco esperados?. Independiente de cual sea la
respuesta, las estadisticas hablan por si solas:

1 de cada 9 mujeres padece dicha enfermedad. Cada
afio 100.000 casos son reportados, atacando entre
los 40 y los 70 afos de edad principalmente. Es la
fundamental causa de fallecimiento en las mujeres
entre los 40 y los 55, y es el mas frecuente a partir
de los 15. Pero aln asi un diagnostico temprano,
lleva a que el 95% de los casos tenga esperanzas
de vida (1).

FACTORES DE RIESGO

La incidencia del cancer de seno aumenta con la edad,
aunque se retarda en la menopausia. Las mujeres que
tuvieron una menarquia temprana, menopausia tardia
y/0 son nuliparas tienen un mayor riesgo de contraer
cancer de seno. Otros factores de riesgo son la terapia
con reemplazo de estrogenos, radiacién prematura, y
el alcoholismo. El méas importante es el antecedente
familiar de cancer de seno. Aproximadamente el
10% de estos canceres ocurren por trascendencia
genética, y hay varios sindromes familiares que lo
incluyen como: seno-ovarico del cancer, sindrome de
li-Fraumeni y enfermedad de Cowden (2).

PAPEL HEREDITARIO
EN CANCER DE SENO

La predisposicioén de una mujer a padecer cancer de
seno esté asociado a mutaciones en los genes BCRA1
y BCRA2. A su vez, hay diferencias entre los dos
tipos de cancer (BCRA1 y BCRAZ2) (3).

BCRA1

A la mutacién directa o la alteracién en la expresion
de la proteina BCRAL1 se le atribuye el 45% de los
canceres de mama hereditarios y también esta im-
plicado en céncer de ovario, carcinoma papilar del
peritoneo y cancer de prostata (3,4).

Funciones

Acttia como un regulador negativo del crecimiento y
proliferacion de las células epiteliales del ovario y la

mama en respuesta a los niveles de estrégenos (sin
embargo no tiene efecto directo sobre el desarrollo
posterior de las ya células cancerigenas mamarias),
ademés participa en los procesos de replicacion,
trascripcién y reparacién del DNA a través del com-
plejo formado con la proteina BRCA2, los cuales
intervienen en la reparaciéon de la doble cadena y
recombinacién homéloga. Dicho dafio, estd mediado
por el complejo RAD50-MRE11-p95 que codifica
productos supresores tumorales controlados por el
influjo hormonal (3).

La reparacién del DNA se da gracias a que el BCRA1
se separa de la CHK2 por medio de una fosforilacion
de un residuo de serina (3).

Se encontré que el MRNA de BCRA1 esta marcada-
mente disminuido durante la transicién de carcinoma
in situ a cancer invasivo; llevando asi a acelerar el
crecimiento normal, facilitando la malignidad de las
células epiteliales del tejido mamario (3).

BRCA 1 actiia como supresor de la proliferacion del
epitelio mamario dependiente de estrogeno, inhibien-
do el ER-alfa que media caminos transcripcionales
relacionados con la proliferaciéon celular, llevando a
tumorigénesis (3).

Finalmente esta implicado en mecanismos de secre-
cion de factores autocrinos y paracrinos que inducen
la diferenciacion del epitelio mamario en respuesta a
sefiales que se generan en la matriz extracelular (3).

Estructura

Se encuentra en el cromosoma 17q12-21. Contiene 24
exones de los cuales 22 son codificantes, distribuidos a
lo largo de unos 100 kb de ADN genémico (5).

Dominios

1. Dedos de Zinc: Caracteristico de muchos factores
de trascripcién y esta implicado en la interacciéon
de proteinas con el DNA y en la unién proteina-
proteina. BRAD1 interactta con la regién amino
terminal de BRCA1 (5).

2. Dominio C terminal (BRCT): en las proteinas de los
puntos de chequeo del DNA dafiado del ciclo celular,
formado por 100 aminoacidos repetidos en tandem.
Los dominios BRCT probablemente se asocian en
pares formando homo y heterodimeros que actiian
como sitio de unién de fosfoproteinas (6).
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Interactta con 1t15 una proteina antitumoral que
forma un complejo con la region fosforilada de la heli-
casa Bach 1. (7). Este dominio se interrelaciona con la
proteina supresora tumoral p53 formando el complejo
1gzh implicado en la regulacién génica (6).

BRCA2

Compuesta por 28 exones y 27 intrones. Sus
alteraciones estan relacionadas con una mayor
susceptibilidad de padecer canceres esporadicos y
familiares (3,8).

Funciones

Reparacion del DNA, mantenimiento de la estabili-
dad cromosémica, regulacién de la proliferacion y
la diferenciacion de las células epiteliales mamarias
en uniétn con BRCA1. Se comporta como un gen
supresor tumoral cuya expresién maxima es durante
la fase S del ciclo celular, lo cual sugiere que participa
en su regulaciéon (3).

BRCA 1 y BRCAZ2 hace parte de los genes “careta-
ker”: relacionados con mantenimiento de la inte-
gridad gendmica; su inhibiciébn promoveria la ines-
tabilidad y mutacién de muchos genes incluidos los
“gatekeeper”, relacionados con el desarrollo de la
neoplasia. Una vez se inactiva los genes “careteker”
se incrementa la tasa de mutacién en genes implica-
dos en el crecimiento o muerte celular (3).

Se ha identificado una interaccion entre BRCA2 y la
proteina de reparo del DNA: Rad51, en mecanismos
por rompimiento de cadena. BRCAZ2 se encarga de
controlar la ubicacién intracelular y la union al DNA
de Rad51 (3).

El papel de BRCA2 frente a dafios celulares se
ha evidenciado al incrementarse por exposicion a
agentes genotoxicos, luz ultravioleta y metilaciones;
funcionando como un punto de ajuste en mecanismos
de activaciéon e inducciéon de apoptosis celular. Por
el contrario hay una disminucién del mismo en la
fase G1 y G2/M del ciclo celular en las que hay un
aumento de P53 y P21 (3).

En los canceres de mama familiares se han identi-
ficado 6 diferentes mutaciones en la linea germinal
de BRCAZ2, causando una importante alteracién en
el marco de lectura porque se trastorna la unidad

transcripcional: microinserciones y mutaciones en
un solo punto en BRCA1 y microdelecciones en
BRCAZ (3).

Dominios

Esta proteina contiene 39 aminoéacidos repetidos
necesarios para la union de RAD51, proteina clave
en la reparacién del DNA por recombinacién y la
resistencia a la metilacién. Existen ocho regiones
repetitivas en BRCAZ2, de las cuales BRC8, BRC1,
BRC2, BRC3, BRC4 y BRC7 tienen las regiones mas
altamente conservadas de union a Rad 51 (9).

Tp53

Encontrado en el cromosoma 17, codifica para una
proteina involucrada en la division vy la viabilidad
celular. La proteina p53 funciona para prevenir el
crecimiento celular descontrolado; interactia direc-
tamente con el ADN y otras proteinas. Cuando hay
dano del ADN causa muerte celular o apoptosis
(10).

La proteina se encuentra en el ncleo donde funciona
como un factor de transcripcion. Activa la transcrip-
ciéon de p21: un inhibidor de las quinasas actuantes
por medio de ciclinas, enzimas indispensables para
la divisién celular. Evitando asi la replicacion celular
(10).

Una célula que carece del p53 tiene probabilidad de vol-
verse cancerosa. Alrededor del 37% de los casos tienen
represion de esta proteina al citoplasma con ausencia
en el nicleo, y en el 30% hay sobre expresion (10).

Las mutaciones que inactivan p53 pueden ser ad-
quiridas durante la vida del individuo (mutaciones
esporéadicas) o pueden ser heredadas (10):

1. Mutacién de tipo germinal: sindrome de Li-Frau-
meni, incrementando el riesgo de contraer cancer
de mama (11).

2. Pérdida de heterocigocidad (LOH) (11,12).

3. Daiio de proteinas encargadas de activar a Tp53
cuando el DNA sufre; es asi el caso de ATM, Chk2
(proteinas que fosforilan a Tp53, activandolo), y
defecto en el promotor HOXA5 del gen Tp53
(12,13).

4. Alteracién de proteinas coativadoras: ASPP: pro-
mueve la apoptosis (11,12).
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5. Algunos virus como hepatitis B, Epstein-Barr
(VEB) y oncogenes hacen que la proteina Tp53
deje de funcionar (12).

SIGNOS Y SINTOMAS

Aproximadamente 5 a 10% de las pacientes con historia
familiar de cancer de seno pueden ser parte de sindrome
de cancer heredo-familiar. La presentacion clinica es de
espectro amplio: desde la ausencia de signos y sintomas,
hasta cuadros clinicos evidentes que caracteriza los
estados avanzados, como masa firme e indolora, alte-
raciones de la piel (retraccion, enrojecimiento, edema,
ulceracion o retraccion del pezon) (4).

La masa que no causa dolor, que es dura y que tiene
bordes irregulares tiene méas probabilidades de ser
cancer. Los ganglios palpables pueden ser méviles
o fijos, o ser palpables como un conglomerado.
Algunas pacientes pueden presentar la adenopatia
axilar como primera manifestacion clinica, sin que
se pueda palpar una masa mamaria (4).

La secrecién por el pezon debe conducir a la sos-
pecha de neoplasia, especialmente en telorragia
(secrecion sanguinolenta por el pezén) (4).

Inflamacién de alguna parte del seno, irritacion o
fisuras en la piel, molestia en el pezén o que el pezon
se invierta, enrojecimiento o descamaciéon de la piel
del seno o del pezén (4).

Si se llega a un cancer avanzado se presentara in-
flamacion de un brazo, dolor 6seo, pérdida de peso,
y aparicién de Ulceras cutaneas (14).

DIAGNOSTICO

En primer lugar se debe llevar a cabo la anamnesis
que es importante para identificar los pacientes que
pueden presentar cancer. En el caso de cancer de
seno hereditario, se debe realizar un estudio cuida-
doso de la historia familiar y se debe observar si las
lesiones que se presentan son bilaterales como suele
presentarse en los canceres hereditarios. (15)

Posteriormente se realiza la exploracién fisica en la
que se puede observar la presencia de tumoraciones
arriba o debajo de la clavicula o en la axila, aspecto y
coloracion del pezén y de la piel subyacente (15).

Si en el examen fisico se sospecha un céancer, debe
ordenarse una mamografia o cualquier otra técnica
de diagnéstico (15).

Mamografia

Detecta anormalidades en el seno antes de que éstas
puedan sentirse. Se recomienda la mamografia anual
para mujeres mayores de 40 anos. Aquellas mujeres
que presentan un patréon hereditario especialmente
las que presentan mutaciones en BCRA1 y BCRAZ2,
los controles deben empezar a partir de los 25 afios
de edad o 5 afios antes de la edad a la cual se le fue
diagnosticado cancer de seno a un miembro de la
familia (2,16).

La mamografia puede presentar algunos riesgos
tales como: falsos positivos que conllevan a biopsias
y cirugias innecesarias, pero esos riesgos disminuyen
a medida que la mujer es madura (16).

Cuando se observa en el mamograma un area sos-
pechosa, se indica una biopsia para confirmar el
resultado (16).

Ecografia del seno

Junto con la mamografia se han convertido en un
recurso valioso para el diagnéstico (17).

Por lo general, se usa en un area especifica del seno
que se encontrd en el mamograma. La ecografia
también ayuda a diferenciar entre los quistes y masas
soélidas, evitando de esta manera el uso de aguja para
extraer liquido (17).

Ductograma

Es similar a una radiografia y ayuda a encontrar la
causa de alguna secrecién del pezon. En la abertura
del conducto del pezén se coloca un tubo de plastico
delgado; una sustancia es inyectada para delinear la
forma del conducto y en la radiografia se observara
si hay alguna masa dentro del conducto. En caso de
que exista alguna secrecion, esta sera analizada en un
examen para determinar si existen células cancerosas

(17).
Imagenes por Resonancia Magnética

Hay tipos especiales de Resonancia Magnética (MR)
para el estudio de los canceres hallados en mamo-
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grafias o en aquellas mujeres que presentan un alto
riesgo. Se desconoce si detecta canceres pequeriios
(17).

Biopsia

Es una prueba confirmatoria y existen varios tipos
(17):

1. Aspiraciéon con Aguja Fina (FNAB): se utiliza
una aguja muy delgada para extraer fluido de
la masa. Una ecografia ayuda a guiar la aguja
hacia la masa. Un liquido transparente indica
que se trata de un quiste benigno. Un liquido
sanguinolento o turbio indica o un quiste o en
raras ocasiones un cancer. Se extraen pequenos
fragmentos de tejido si la masa es solida. Estos
fragmentos seran estudiados para determinar si
son cancerosos (17).

2. Biopsia estereotéxica de nucleo: se utiliza una
aguja mas grande que la que es utilizada en
FNAB. Extrae varios fragmentos de tejido (17).

3. Biopsia quirtrgica: se extirpa toda o parte de la
masa para analizarla en el microscopio (17).

TRATAMIENTO

El tipo de tratamiento depende de factores tales
como (16):

Edad

Estado de salud

Tamario vy lugar del tumor
Clase de céancer

Depende de donde se encuentre y si es invasivo o
matastasico. Existen dos tipos de tratamiento: el local
y el sistémico (16).

Tratamiento local: remueve o destruye el cancer en
areas especificas. Lo mas comu(n es la cirugia. Las
opciones quirtirgicas son la mastectomia, y algunos
tratamientos que conservan el seno como mastecto-
mia parcial o lumpectomia (extirpaciéon del tumor y
tejido que lo rodea) (16).

Tratamientos sistémicos afectan a las células de todo

el cuerpo. Puede ser utilizado antes de una terapia
local para reducir un tumor. También se utiliza depués
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de otros tratamientos para evitar una recaida o que
el cancer se extienda. Entre este tipo de tratamiento
se encuentra la quimioterapia y la terapia hormonal
(16).

Radioterapia

Es importante como tratamiento para la conservacion
del seno. La administracién previa de quimioterapia
optimiza la tasa de supervivencia (2).

Se indica a mujeres que tienen un alto riesgo de
padecer una recurrencia local o regional luego de
una mastectomia (2).

Destruye o reduce las células. La radiacion es aplicada
por fuera del cuerpo o desde materiales radiactivos
colocados directamente en el tumor (17).

Los efectos secundarios principales de la radioterapia
son inflamacion y pesadez en el seno, quemaduras
en el area tratada y cansancio. Estos cambios suelen
desaparecer en 6 a 12 meses. El seno puede volverse
mas pequefio y firme después de la radioterapia
(17).

Quimioterapia

Es el uso de medicamentos contra el cancer y la
metastasis. Puede causar efectos secundarios ya
que afecta también a las células normales, causando
efectos secundarios (17).

La quimioterapia administrada después de la cirugia
reduce las probabilidades de reincidencia. También es
el principal tratamiento para la metéastasis (17).

Terapia hormonal

Evita el crecimiento, propagacion y recurrencia del
cancer de seno. Los estrégenos pueden aumentar el
crecimiento de las células cancerigenas del seno en
algunas mujeres. Los efectos de los estrogenos en el
crecimiento de las células malignas son bloqueados
por Tamoxifen. La terapia hormonal es indicada para
aquellas mujeres que obtuvieron resultados positivos
en el examen para los receptores de estrogenos o de
progesterona (18).

La ooforectomia es indicada para mujeres que no
han sobrepasado la menopausia, ya que detiene la
produccién de estrégenos (18).
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Administrada antes de la cirugia puede reducir el
tumor haciendo mas facil su extirpacion (17).

En raras ocasiones, ciertos medicamentos pueden
causar leucemia mieloide aguda. Pero es mucho
més benéfico tratar el cancer de seno, ademas las
posibilidades de padecer leucemia mieloide aguda
son minimas (17).

TERAPIA GENICA:
NUEVA EXPECTATIVA

La aplicacion de la terapia génica como fuente de
combate contra el cancer de seno se centra en la
mutaciéon de genes BRCA1 y BRCAZ como cau-
santes de esta patologia; utilizando la combinacién
de nuevas estrategias en procesos de reparacion del
DNA (19).

La terapia génica toma estos genes, debido a su
importancia en la reparaciéon del DNA dafiado en
la recombinacién homologa, ya que defectos en
una secuencia de DNA es reparada cuando se da el
intercambio de dichas secciones por otra que cuenta
con las mismas caracteristicas pero poniendo en
manifiesto su forma sana (19).

En este momento es que toma importancia el pa-
pel que desemperia una enzima denominada poli
ADP- ribosa polimerasa (PARP) como componente
principal en aquellas células que carecen de genes
BRCA1 y BRCAZ, donde de cierto modo suple en
efecto o accidn de estos sobre la reparacion del DNA,
va que las células donde se atenta la accién de la
PARP y que son carentes de los genes mencionados
se notan rupturas en el DNA (19).

Se observd que la supresion de PARP lentifica el
crecimiento tumoral de células carentes de BRCAZ2,
lo cual indica que la deficiencia de estos genes son
las que marcan la eliminacion de las células causantes
de la patologia cancerigena (19).

Actualmente se ha comenzado a indagar sobre los
efectos de un anticuerpo monoclonal para el trata-
miento del cancer mamario metastasico denominado
herceptina (20).

La herceptina es un anticuerpo antiHER2, que retira
el HERZ2 de la superficie de las células y previene la

unién de los factores de crecimiento que promueven
la proliferacion celular de los tumores. El anticuerpo
HERZ2 también inhibe la duplicacién del DNA celular
(20).

CONCLUSIONES

Detréas del llanto de una mujer, se puede esconder
la magnitud de un problema genético de BRCA1,
BRCA2 y Tp53, los cuales quedan atados frente al
dano irreparable del ADN; llevandola a padecer un
mal de alcance fisico y psicologico, como el cancer
de seno.

La afluencia de nuevas técnicas para el tratamiento de
cancer de mama pone a la vanguardia el tratamiento
de patologias, facilitando por medio de la terapia
génica una herramienta efectiva de supresion de
genes defectuosos que llevan a la manifestacion del
cancer de mama.
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Vibrio cholerae

ANGELICA V. FLETCHER!, IVAN A. MENDEZ?

RESUMEN

La diarrea de causa infecciosa es la enfermedad més comun, la primera causa de muerte en nifios
y la segunda en adultos a nivel mundial. El adquirir la infeccién depende tanto de la integridad del
sistema inmune de cada individuo como de factores ambientales. La diarrea infecciosa por Vibrio
cholerae es una entidad que refleja las inadecuadas condiciones sanitarias de los paises en los que
se presenta, con altas tasas de mortalidad por deshidratacion cuando no se trata adecuadamente.
Vibrio cholerae es un bacilo gram negativo que posee en su estructura factores de virulencia que
favorecen el desarrollo de la infeccién, el mas importante es la toxina colérica. Los serotipos de
mayor importancia son el Vibrio cholerae O1 y 0139, responsables de las pandemias y epidemias
reportadas en la historia de la humanidad. El control y erradicacion del colera depende principal-
mente del mejoramiento de las condiciones sanitarias.

Palabras clave: Vibrio cholerae, diarrea, toxina colérica, factores de virulencia, deshidratacion.
Abstract

The infectious diarrhea is the most common disease, the first cause of death in children and the
second in adults worldwide. To acquire the infection depends on both, the integrity of the immune
system of each individual as well as the environmental factors. The infectious diarrhea caused by
Vibrio cholerae is an entity that reflects the inadequate sanitary conditions of the countries where it
arises with high rates of mortality by dehydration when it is not adequately treated. Vibrio cholerae
is a gram negative rod that has in its structure virulence factors that promote the development of
the infection, of which the most important is the cholera toxin. The main serotypes are Vibrio
cholerae O1 and 0139, responsible for the pandemics and epidemics reported on the human
history. The control and eradication of the cholera depends mostly on the improvement of the
sanitary conditions.

Keywords: Vibrio cholerae, diarrhea, choleric toxin, virulence factors, dehydration.

Desde la antigiiedad, la enfermedad del célera ha
sido descrita, entre otros, por Hipocrates (Siglo IV
AC), Celso (Siglo I AC), Areteo (Siglo II) y Sydenham
(Siglo XVII). Sin embargo, la primera descripcion
epidémica documentada, data de 1498 en Malabar
por Vasco de Gama, aunque hay evidencia de la
existencia de epidemias aun mas antiguas en la India.
El término colera se origina del latin choleram vy del
griego knoie+que significa “bilis”.(1) La epidemia

del célera no se present6 en Europa antes del Siglo
XIX, la primera gran pandemia se originé en la In-
dia en 1817 y posteriormente se presentaron mas
pandemias significativas causando gran morbi-mor-
talidad. La historia moderna del colera inici6 desde
entonces, donde Thomas Sydenham fue el primero
en distinguir la enfermedad del colera del estado de
ira, por lo cual, propuso el termino cholera morbus
para la enfermedad (2,3).

1 Estudiante IX Semestre, Facultad de Medicina, Universidad Militar Nueva Granada, Bogotéa D.C., Colombia.
2 Docente Facultad de Medicina, Universidad Militar Nueva Granada, Bogota D.C, Colombia.
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En Londres, en 1849, el médico John Snow conclu-
yo, tras numerosos estudios, que la transmisién del
cOlera se hacia a través del agua y comida contami-
nada. Argumenté que no podia ser aerotransportada
porque no afectaba a los pulmones. Sin embargo,
su teorfa fue ignorada y s6lo hasta 1854 sus argu-
mentos fueron comprobados y aceptados, con lo
que se redujo la transmisiéon de la entidad durante la
segunda pandemia en Londres. Durante esa misma
época, Filippo Pacini public6 sus observaciones
del descubrimiento de un bacilo curvo en las heces
de victimas del colera en Italia. En 1883, Robert
Koch hizo el mismo descubrimiento, describiendo
el agente causal del colera, durante la epidemia en
Egipto (2,3,4).

El célera es una enfermedad infecciosa aguda y
transmisible que se puede presentar tanto en forma
endémica como epidémica v el agente causal es el
Vibrio cholerae (2).

Vibrio choleare

El Vibrio cholerae es un bacilo gram negativo,
curvo, en forma de coma, que mide de 0,5 a 0,8
um de didmetro y 2 a 4 pm de longitud (2,7). Perte-
nece a la familia Vibrionaceae y comparte muchas
caracteristicas con la familia Enterobacteriaceae.
Presenta movilidad activa gracias a un flagelo polar.
Es un microorganismo anaerobio facultativo capaz
de realizar un metabolismo oxidativo o fermentador
(1,2,3,7). Puede crecer en una gran variedad de
medios y tolera un rango amplio de temperaturas
que oscilan entre los 18 a 37 °C, lo que indica que la
temperatura corporal es adecuada para su desarrollo,
y su crecimiento se favorece en condiciones alcalinas,
tolerando un pH de 10. Los requerimientos nutricio-
nales del microorganismo son sencillos ya que no es
halofilico, como la mayoria de las especies patégenas
para el ser humano, pero si puede ser halotolerante
e inclusive, su crecimiento se ve estimulado por el
cloruro de sodio (2,5).

Se reconocen muchas sero y biovariedades de Vibrio
cholerae y todas comparten el antigeno flagelar H.
De maés de 150 serogrupos conocidos de Vibrio
cholerae, solo los serogrupos O1 y 0139 se han
encontrado como responsables del colera clasico y
causan tanto célera epidémico como pandémico. El
primero a su vez, segin sus caracteristicas fenoti-
picas se subdivide en el biotipo El Tor y clésico. La
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serovariedad O1 también puede dividirse, basandose
en determinantes antigénicos especificos, en Inaba,
Ogawa e Hikojima (2,5,6).

El lipopolisacarido (LPS), es un componente integral
de la membrana externa de las bacterias gram nega-
tivas, formado por tres secciones estructurales: lipido
A, la region central del polisacéarido y el antigeno O.
El antigeno O de Vibrio cholerae O1 consiste en
un homopolimero de aproximadamente 18 residuos
de perosamina que son sustituidos con tetronato. Se
encuentra codificado por un grupo de genes rfb. La
biosintesis de la regién central del polisacérido, se
encuentra codificada por genes cromosomales en el
locus waa (rfa), que codifica transferasas especificas y
enzimas envueltas en la sintesis de carbohidratos ac-
tivados; UDP-glucosa y UDP-galactosa, participando
con frecuencia en la sintesis de diferentes estructuras
de superficie de Vibrio cholerae. Las enzimas corres-
ponden a UDP-glucosa-pirofosforilasa, codificada
por galu y UDP-glucosa-4-epimerasa, codificada
por gale. La principal diferencia entre gale y galu
se evidencia bajo deficiencia de los mismos; el LPS
de las cepas deficientes de gale es aparentemente
normal, mientras que las cepas deficientes de galu
tienen alterada la regiéon central del polisacéarido
y el efecto de esto es una mayor susceptibilidad a
detergentes anidnicos y acidos orgéanicos cortos
protonados (5,6).

El Vibrio cholerae 0139 es similar al Vibrio cholerae
O1 biotipo El Tor, pero no produce lipopolisacarido
O1, puesto que no posee todos los genes para ela-
borar dicho antigeno. Por medio de estudios experi-
mentales, utilizando electroforesis de campo pulsado,
se encontrd, segiin los patrones de bandas entre los
serogrupos O1 y 0139 de Vibrio cholerae, que hay
una divergencia en la organizacién genémica que
pudo haber surgido del reorganizamiento genético
llevado a cabo a través del tiempo en el entorno. Por
otro lado, Vibrio cholerae elabora un polisacarido
capsular mientras que Vibrio cholerae O1 no elabora
capsula alguna (7,8).

Vibrio cholerae es un habitante natural de ecosiste-
mas acuéaticos como riveras y aguas costeras de todo
el mundo y se adhiere a superficies tales como plantas,
algas largas filamentosas, zooplancton, crustaceos
copépodos (con los cuales vive en asociacion, tal
como Acartia tonsa y Gerris spinolae) o insectos; lo
cual logra por medio de la formacion de biofilm. Para
acelerar la union a las superficies acuaticas, Vibrio
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cholerae necesita un flagelo funcional, asi como un
pili tipo IV hemaglutinina manosa-sensible (6,8).

La formacién de biofilm en superficies abi6ticas por
parte de variantes de Vibrio cholerae es posible
gracias a que estas se encuentran constitutivamente
sintetizando un exopolisacérido (VPS). La composi-
ci6on de VPS no ha podido ser dilucidada del todo,
sin embargo, se propone que bien, puede estar
constituido por N-acetil-D-glucosamina, D-manosa,
6-deoxy-D-galactosa v D-galactosa o por glucosa,
galactosa, N-acetil glucosamina, manosa y xilosa.
Estos hallazgos y resultados experimentales adiciona-
les, demuestran que alguno de los dos, UDP-glucosa
o UDP-galactosa, es necesario para la biosintesis
de VPS. Adicionalmente, la produccion de VPS es
responsable de la resistencia contra fagos, posible-
mente porque el fago no puede penetrar los VPS lo
suficiente como para unirse al antigeno O que es el
receptor (6).

La formaciéon de biofilm puede ser importante en el
ciclo de vida de cepas patégenas de Vibrio cholerae,
porque estas residen en habitats acuaticos naturales
durante periodos interepidémicos. El hecho de que
las bacterias se encuentren organizadas en un biofilm
tridimensional en superficies acuaticas, puede pro-
porcionar una ventaja para las mismas, ya que, asi se
encuentran mejor protegidas contra los agentes bacte-
ricidas y hay mayor disponibilidad de nutrientes.

Recientemente se encontré, que la expresion de VPS
por Vibrio cholerae O1 El Tor, conlleva a un fenotipo
de colonias rugosas y que estas células son capaces
de formar biofilm sin la necesidad de una cascada
reguladora; en contraste a otras cepas de Vibrio
cholerae. Ademas, dichas variantes son resistentes
a la cloracién y son completamente virulentas para
el ser humano (6).

EPIDEMIOLOGIA

Todas las especies de Vibrio cholerae viven y crecen
de forma natural en los rios y mares de todo el mun-
do. Inclusive, este microorganismo sobrevive mejor
en aguas contaminadas, ya que se ha evidenciado
que el recuento bacteriano aumenta, en especial en
los meses célidos (temperaturas entre 10°C a 30°C),
en donde las aguas tienen una salinidad aumentada.
Vibrio cholerae, también vive y se replica dentro de
crustaceos quitinosos, siendo el consumo de estos

Gltimos un mecanismo de transmisién de la enfer-
medad. Sin embargo, los crustaceos no son el Ginico
reservorio del bacilo, ya que el hombre, también
puede convertirse en un reservorio de gran impor-
tancia, cuando la infeccién cursa como un estado
asintomatico; esto es de primordial importancia en
las zonas donde el célera es endémico.

Debido a lo anterior, el colera se propaga por medio
del agua o alimentos contaminados. Por otro lado,
la transmision persona a persona es infrecuente,
debido a que el inéculo necesario para la infeccién es
elevado. Sin embargo, es importante tener en cuenta
que los individuos infectados por Vibrio cholerae
pueden eliminar los bacilos por las heces durante
los primeros dias de la enfermedad aguda y por
tanto, son focos importantes de nuevas infecciones,
aunque el estado de portador no es prolongado.
Por lo general, el colera se produce en lugares con
deficientes condiciones sanitarias. Otros factores de
riesgo ecologicos determinantes de la enfermedad
son el hacinamiento vy la alta densidad de poblacién,
la temperatura célida y la humedad relativa. Entre los
factores de riesgo personales se encuentran los malos
hébitos higiénicos, las migraciones, la edad (donde
los mas susceptibles son los nifios de dos a cinco
aros), el estado inmunitario y nutricional y el grupo
sanguineo O, que parece ser un factor protector
contra la enfermedad. Se ha sugerido también, que
los heterocigotos para fibrosis quistica pudieran tener
una ventaja selectiva de resistencia al colera. Por lo
anterior, aunque no es una regla, se puede decir, que
el riesgo de contraer colera tiene relacion directa con
la pobreza y la marginalidad (5,7,9).

Las cepas de Vibrio cholerae no-O1, no-O139 son
reconocidas como agentes causantes de brotes espo-
radicos v localizados y la diarrea causada por estas
cepas, algunas veces se encuentra caracterizada por
moco y sangre. A pesar de que carecen del cassette
de genes de virulencia, producen otros productos
extracelulares, tales como la toxina termoestable
Nag-especifica, hemolisina termoestable directa,
toxina Shiga y una hemaglutinina que permiten que
se desarrolle el proceso diarreico. Sin embargo, estas
cepas continGian considerandose de poca significan-
cia, ya que se han asociado con enfermedad en un
muy bajo porcentaje de pacientes hospitalizados que
cursan con diarrea secretora (8).

El colera, en su forma epidémica, se origin6 en la
India, mas concretamente, en el sur de la peninsula
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de Bengala, en el Delta del Ganges; esta zona y el
valle de Yang Tse, en la China, han sido los focos
de donde la enfermedad se ha diseminado a otras
regiones de la tierra (2).

Existen tres rutas principales por las cuales se disemi-
noé el foco de Bengala, rutas que fueron las mismas
por las cuales los humanos lograron trasladarse de
un continente a otro: una ruta terrestre que toma
hacia el norte de la India, Afganistan, Iran, Rusia,
Europa y Norteameérica, las otras dos son rutas ma-
ritimas; la primera por el Golfo Pérsico, Siria, Asia
menor, Turquia y Europa; v la segunda, por el Mar
Rojo, Egipto, Norte del Africa y costas europeas del
Mediterraneo (2).

El célera es una enfermedad que ha cobrado miles de
vidas, con una mortalidad substancialmente impor-
tante en los paises subdesarrollados, especialmente
cuando han ocurrido pandemias, lo que ha sucedido
en siete ocasiones desde el siglo XIX, debido a los
viajes intercontinentales, que se convirtieron en un
punto esencial para la diseminacién mundial a través
de las rutas ya descritas. Se puede resefiar, que la
primera pandemia se originé en Jessore, India en
1817, cobrando millones de vidas a través de Asia,
Europa y Africa, cesando 20 arios después, en 1837.
La primera ocurrencia de célera en América, data de
1832 cuando se present6 una epidemia en Québec y
posteriormente en Nueva York. Se encuentra docu-
mentado que durante la década de 1830 se presen-
taron varias epidemias en Norte y Centro América,
ademas, se ha mencionado la ocurrencia de una
epidemia en Cartagena (Colombia) que se expandi6é
por el ri6 Magdalena en 1849. Nada mas, en el afio
1891, en la India, el colera causdé 600 mil muertes
y el afio siguiente, fuera de la India se produjeron
alrededor de 380 mil decesos (2,5).

Las primeras seis pandemias de célera, incluyendo
la anteriormente descrita, se suscitaron entre 1817 y
1923, causadas principalmente por Vibrio cholerae
biotipo clasico y originadas en Asia en la mayoria
de los casos, generalmente en el subcontinente Indio
(2,5,7).

La enfermedad endémica puede ser producida tanto
por el biotipo clasico como El Tor; sin embargo,
este Ultimo presenta una mayor problematica, pues
produce un espectro mas amplio de manifestaciones
clinicas, siendo leves o asintomaticas en un 80%
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pero con el agravante de eliminacién constante del
bacilo, ya que la infeccién se perpetua. El colera es
endémico en la India, el sureste de Asia y Africa, lo
cual convierte a estos paises en focos de disemina-
cién pues a partir de estos centros, la enfermedad se
desplaza a lo largo de las rutas de los navegantes, vias
de comercio y de migracion de peregrinos (2,7).

Mediante analisis epidemioldgicos se ha podido esta-
blecer que las cepas de Vibrio cholerae O1 pueden
sufrir conversion de serotipo entre Ogawa e Inaba lo
que indica una relacién genética muy estrecha entre
los mismos. La importancia de lo anterior radica prin-
cipalmente en la determinacién de comportamientos
epidemioldgicos (10).

Las cepas de Vibrio cholerae clasicas y El Tor estan
muy relacionadas pero no son directamente derivadas
la una de la otra. Se cree, que se derivan de cepas
ambientales no toxigénicas parecidas al biotipo El
Tor. Se ha identificado una nueva variedad de Vi-
brio cholerae O1 que parece ser un hibrido de los
biotipos, clasico y El Tor de pacientes hospitalizados
con diarrea aguda en Bangladesh. Se cree que estas
cepas existentes en la naturaleza y se asocian a casos
esporadicos y presumiblemente a endemias en otras
areas del mundo. Al parecer, estas cepas se generan
a partir de varios intercambios genéticos entre linajes
bacterianos divergentes. El reconocimiento de esto
hibridos, el rastreo de su prevalencia y distribuciéon
global, asi como la definicién del mecanismo invo-
lucrado en la generaciéon de las mismas, tiene una
importancia tanto evolutiva como epidemioldgica,
va que estas cepas pueden representar precursores
de otros clones que pueden llevar a una propaga-
ci6én de una pandemia dado que poseen todos los
rasgos genéticos necesarios para generar una cepa
pandémica de Vibrio cholerae. Inclusive, estas cepas
pueden también representar recombinantes naturales
Ginicos que podrian ser empleados en la construcciéon
de una vacuna de microorganismos vivos atenuados,
desde que tienen una combinacién de los atributos de
virulencia de ambos biotipos O1, lo que se traduciria
en inmunidad de alta cobertura (11).

En Colombia el tltimo caso confirmado de célera
se presentd en 1999 desde entonces, casos sospe-
chosos en la Costa Pacifica han sido descritos pero
ninguno confirmado por el laboratorio de referencia
del Instituto Nacional de Salud.
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PATOGENIA Y FACTORES
DE VIRULENCIA

El riesgo de adquirir una infecciéon gastrointestinal
como el célera, obedece en gran medida, a factores
como la edad, las condiciones de vida, especialmente
las sanitarias, las fuentes de agua, los habitos perso-
nales y culturales y la exposicion grupal (12). Después
de haber ingerido el microorganismo, el destino del
mismo puede ser, su eliminacién inmediata a través
de las heces o bien su establecimiento, colonizacién
e infeccién en el individuo.

Para que el Vibrio cholerae pueda producir enferme-
dad, debe en primera instancia sobrepasar el ambiente
acido gastrico. La habilidad para sobrevivir a dicho
medio hostil parece estar ligada a una respuesta
adaptativa al acido, conocida como la respuesta de
tolerancia al acido (ATR). Asi se ha identificado en
estudios realizados en ratones que las bacterias Vibrio
cholerae adaptadas a pesar de que no tienen una
supervivencia aumentada durante el pasaje por el
estbmago como se creia anteriormente, si parecen
aumentar la supervivencia en estadios posteriores de
la infeccién y también permite que la replicacion inicie
de una manera mas temprana y rapida (13).

Normalmente, para que se dé el colera, se debe
ingerir un in6culo de 10% a 10'° microorganismos,
bien sea en alimentos o en agua contaminada; sin
embargo, existen factores predisponentes como el
empleo de antiacidos o bloqueadores H2, la hipo
o aclorhidria, gastritis crénica inducida por Helico-
bacter pylori, la gastrectomia parcial, entre otros,
que favorecen la infeccion por cuanto disminuyen la
acidez géstrica haciendo que la dosis necesaria para
ocasionar la enfermedad sea tan baja como de 103
a 10° microorganismos. El pH éacido, inferior a 2.4

es vibriocidad (2,3,5,7).

Después de que se supera la primera barrera natural,
las bacterias alcanzan el intestino delgado y coloni-
zan, aunque en este punto, los bacilos también se
encuentran expuestos a la inmunidad entérica que
depende de elementos fagociticos, humorales y celu-
lares. Cada uno de estos componentes desemperia un
papel especifico en la resistencia del huésped; en la
lamina propia de la mucosa intestinal, se encuentran
numerosos neutréfilos, macrofagos, células plasma-
ticas vy linfocitos que constantemente combaten las
agresiones luminares a fin de preservar la integridad

de la mucosa. Por otro lado, la inmunidad intesti-
nal humoral activa especifica, es consecuencia de
inmunoglobulinas séricas como IgG e IgM o de la
formacién de IgA secretoria por las células plasma-
ticas localizadas principalmente en la lamina propia,
donde el efecto es la neutralizacion, opsonizacion y
activacion del complemento para combatir los micro-
organismos. Ademas, los vibriones son atacados
por componentes antimicrobianos de la respuesta
innata del sistema inmune, tal como las defensinas
producidas por las células de Paneth. La resistencia
por parte de Vibrio cholerae a estos bactericidas
esta dada por las estructuras del LPS, como la region
central del polisacéarido y el antigeno O; proporcio-
nan resistencia contra la accién perturbadora sobre
la membrana externa por parte de los péptidos
catiénicos (dependiente de varios factores, como la
carga de las moléculas de LPS o la concentracién
del mismo en la membrana) y resistencia al sistema
del complemento respectivamente, aunque para
este ultimo efecto se ha comprobado que también es
necesario que la regioén central del polisacarido se en-
cuentre intacta. De esta manera, el microorganismo
se mantiene viable y gracias al ambiente alcalino del
intestino se facilita su supervivencia y multiplicacion.
Es entonces, cuando los microorganismos inician la
produccién de enterotoxina y en algunas cepas de
Vibrio cholerae El Tor, una citotoxina, por medio
de las cuales el colera ocasiona un proceso diarréico
agudo de caréacter secretor (2,5,6,12).

La citotoxina liberada por ciertas cepas de El Tor,
muestra semejanza tanto estructural como funcional a
la producida por Shigella spp. Esta, es la responsable
de algunas de las manifestaciones, poco frecuentes
del célera, como son la presencia de moco y sangre
abundante en las heces (2).

La enterotoxina colérica (CTX) es el factor de viru-
lencia mas importante y mejor estudiado de todos,
fue purificada por Finkelstein y LoSpalluto en 1969.
Es una proteina heterodimérica termolabil parecida
a la enterotoxina de Escherichia coli y posee un
peso molecular de casi 84000 Da. Consta de una
Unica subunidad A, enziméaticamente activa (con dos
porciones; Al y A2) asociada no covalentemente con
cinco subunidades B. El lipido gangliésido GM1 de
la mucosa intestinal, sirve como receptor de la subu-
nidad B de la enterotoxina. Esta interacciéon facilita
la internalizacién de la subunidad A al enterocito, la
cual, por medio de su porcién activa Al produce la
activaciéon de la adenilatociclasa, lo que se traduce
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en el incremento de los niveles intracelulares de
adenosin 3’5’ monofosfato ciclico (AMPc) con la
consecuente acumulaciéon del mismo a lo largo de la
membrana celular del eritrocito. El AMPc produce la
secrecion activa de agua v electrolitos como el sodio
(Na+), el cloro (Cl-) —secrecién dependiente de sodio-
, el potasio (K+) y el bicarbonato (HCO3), desde la
célula hasta la luz intestinal; una tipica diarrea aguda
de tipo secretor. Ademas de la secrecion, se inhibe
también la absorcién de agua, sodio y cloro, lo que
complica aun mas la perdida hidroelectrolitica. Todo
esto sucede en el intestino delgado, principalmente
a nivel del duodeno y yeyuno. El colon también toma
parte en el proceso secretando potasio y bicarbonato
adicional y fallando en la absorcién de las secreciones
aumentadas del intestino delgado (2,3,5,7,12,14).

La enterotoxina del Vibrio cholerae se encuentra
codificada por genes bacterianos cromosémicos,
que codifican para las dos subunidades y son el ctxa
y el ctxb. Los genes para las subunidades A y B de
la toxina del célera estan contenidos en un operén
dentro de un bacteri6fago filamentoso que lisogenisa
a Vibrio cholerae; el fago CTX¢ transmisible. En las
cepas clasicas de Vibrio cholerae, la expresion de la
toxina colérica in vitro esta fuertemente regulada por
condiciones ambientales de crecimiento, tales como
pH, temperatura y osmolaridad (5,14,15).

Debido a todo este proceso, aparece la diarrea
que puede llegar a ser muy grave en pacientes con
infecciones severas, con pérdidas de 1L/h o 20 a
30 L/d, con la resultante deshidratacion que debe
ser tratada de manera temprana y eficaz o de lo
contrario el cuadro clinico puede progresar a choque
hipovolémico, acidosis metabélica, caida del potasio
intracelular y finalmente la muerte (2,5,7).

Si se compara el plasma con las heces, se puede
observar que en éstas, la concentraciéon de NaCl
es ligeramente inferior, la de bicarbonato 2 veces
mayor y la de potasio esta 1 a 5 veces por encima
de la plasmética (2).

La respuesta del organismo al contexto clinico del
cblera es la produccién de anticuerpos neutralizantes,
debido a la estimulacion derivada de la enterotoxina;
se ha podido establecer, que un ataque de colera
va seguido de inmunidad a la reinfeccién aunque
se desconoce la duraciéon y el grado de inmunidad
producido. En experimentos hechos en animales, se
ha identificado la aparicién de anticuerpos IgA espe-
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cificos en la luz del intestino. Ademas, anticuerpos
séricos similares, se desarrollan después de la infec-
cién, pero duran tan solo unos cuantos meses. Se ha
determinado que los titulos mayores o iguales a 1:20
de anticuerpos vibriocidas en suero indican proteccion
contra la colonizacién v la enfermedad (7).

Se ha reportado también, que se producen anticuer-
pos anti-MSHA (Hemaglutinina Manosa-Sensible) en
el suero o en las heces después de la infeccién por
cblera y que la mayor parte de la respuesta inmune
anti-toxina del célera va dirigida contra la subunidad
B no téxica. Aunque, tras una infeccion por célera los
niveles de anticuerpos séricos anti-CTX y anti-CTXB
incrementan substancialmente, no se ha demostrado
que esta respuesta confiera inmunidad protectora y
muy probablemente, para que se desarrolle esta res-
puesta inmune se requiere una exposicion intestinal
repetida (16).

Por mucho tiempo, el paradigma clasico del colera
era considerarlo como una diarrea toxigénica no
inflamatoria, hasta que estudios ultraestructurales
mostraron que en realidad, células inflamatorias
tales como polimorfonucleares (PMN), eosinofilos y
células mastociticas se encontraban incrementadas
en infecciones por Vibrio cholerae O1 en la fase
aguda de la enfermedad en el intestino. La respuesta
inmune innata revela un incremento de la secrecion
de mediadores inflamatorios con propiedades bacteri-
cidas, bacteriostaticas y de inmunorregulacion. Estos
incrementos son identificables tanto en heces, como
en intestino e inclusive en la circulacién sistémica.
Por ejemplo, es posible observar el aumento de los
niveles de proteinas de fase aguda proteina c reactiva
(CRP), que normalmente aumentan rapidamente bajo
un estimulo inflamatorio (17).

Las infecciones mediadas por CTX inducen una
respuesta de citoquinas tipo Th2, reflejada por la
producciéon de inmunoglobulinas especificas IgG1,
IgG4 y anticuerpos IgE, asi como interleuquina (IL-6)
producida por células mastociticas. Se ha demostrado
también, que los niveles de un agente altamente anti-
microbiano como el 6xido nitrico (NO=) aumentan a
nivel plasmatico en la infeccion por Vibrio cholerae
01, asi como la actividad 6xido nitrico sintetasa
(INOS) en la mucosa. Los metabolitos del 6xido
nitrico son necesarios ya que brindan protecciéon al
intestino matando las bacterias. Ademas, el incre-
mento del NO puede resultar en potenciacion de la
peristalsis en el intestino, debido a sus efectos en el
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musculo liso y en las neuronas. De manera intere-
sante, la CTX puede estimular la expresion génica
de iINOS en el intestino. Adicionalmente, es posible
que a partir de este metabolito, se de la formacion
de peroxinitrito toxico, el cual, también puede estar
involucrado en las actividades bactericidas en el
intestino y por lo tanto ayude en la recuperacion de
la enfermedad (17). El aumento de las secreciones
intestinales es una respuesta protectora del huésped
a infecciones entéricas que pueden estar mediadas
por prostaglandinas como la PGE, que muestra in-
cremento en los pacientes con cdlera y participa en
la resolucién de la enfermedad, debido a que tiene un
efecto anti-inflamatorio e inmunorregulador. También
se encuentran elevadas proteinas bactericidas como
lactoferrina (con propiedades bactericidas definidas
para Vibrio cholerae O1), mieloperoxidasa y a-
defensina que resaltan el rol funcional de los PMN.
Ademas, los niveles de superdxido dismutasa (SOD)
aumentan concomitantemente con los niveles de 8-
iso-prostaglandina F2 (17,18).

Es importante tener en cuenta que a pesar de que la
colonizacién se da a nivel del intestino delgado como
se describié anteriormente, se han visto cambios
morfolégicos en tejido rectal distal lo que se basa en
la nocién de “un sistema mucosal inmune comn”;
por lo que el dafio mediado por la respuesta infla-
matoria inmune descrita, no solo se ve a nivel del
deposito de antigenos sino en lugares remotos de la
mucosa (18).

A pesar del gran impacto y la importancia que tiene
la toxina para el desarrollo de la fisiopatologia del c6-
lera, ésta no es la tnica que contribuye a la enferme-
dad, por el contrario, existen varios factores virulencia
implicados en el proceso, que hacen sinergismo y
agudizan el cuadro clinico del paciente (5).

Un segundo factor de virulencia mayor de Vibrio
cholerae es el pilus corregulado por la toxina (TCP),
esencial para la colonizacién y la virulencia de las
cepas. La mayor subunidad estructural, TCPA de
20,5-kDa, tiene homologia al pili tipo IV de otras
varias especies patbgenas. Ademés, el TCPA de El
Tor y de la cepa clésica de Vibrio cholerae muestran
alrededor de 80% de homologia en la proteina, no
obstante, los anticuerpos monoclonales demuestran
epitopes diferentes entre estas proteinas para los dos
biotipos y se ha descrito que difieren inmunolégica-
mente (16). Se ha documentado que existen otros
genes envueltos en la biosintesis, procesamiento y

ensamblaje de TCPA dentro de la estructura del pili
madura y que se encuentran localizados corriente
abajo de TCPA en el cromosoma de Vibrio cholerae.
Recientemente, se ha encontrado que estos y genes
adyacentes se encuentran localizados en una isla de
patogenicidad de Vibrio cholerae dentro de otro
bacteri6fago filamentoso, designado VPIf (14).

El VIP$ es de gran tamario (aproximadamente 40
kilobases) y contiene genes asociados con virulencia,
regulacion y movilidad, insertados dentro de un tinico
sitio en el cromosomas adyacente a genes tRNA, vy
tiene un contenido diferente de G+C comparado con
el cromosoma huésped (19).

Las bacterias no patbgenas, pueden convertirse en
patégenas. Muchos patdgenos bacterianos contienen
grupos de genes que codifican factores de virulencia
responsables de inducir enfermedad. Los grupos
grandes de genes esenciales para las propiedades
epidémicas de Vibrio cholerae originados de DNA
viral que se incorpora al cromosoma bacteriano y
la transferencia de VIP¢ confiere nueva virulencia
al receptor. Sin embargo, se ha establecido, que no
todas las cepas de Vibrio cholerae pueden actuar
como donadores o receptores de VIP¢ (19).

El complejo génico del pilus corregulado por la toxina
(tcp) v los genes del factor de colonizacion accesoria
(acf) son factores importantes para la infeccion, va
que median la adherencia del Vibrio cholerae a la
mucosa intestinal v por tanto no permiten que el
bacilo sea eliminado del intestino a pesar del gran
flujo acuoso que fluye por el intestino, a raiz de la
diarrea secretora. Tal es la importancia de estas
moléculas mediadoras de adhesién, que se ha esta-
blecido que las cepas no adherentes, son incapaces
de causar infeccién en el hombre (5). El TCP, no solo
media la adherencia a la mucosa intestinal, sino que
adicionalmente media la adherencia interbacterial,
asi, la interaccion VPIf/pili TCP puede contribuir
a la colonizacién sirviendo como un puente entre
fago/pili para la unién a otras bacterias. Ademas, el
TCP también es receptor de CTXf, creando asi una
situacion, en la que un fago sirve como receptor de un
segundo fago en un proceso secuencial de infeccion
que resulta en virulencia bacteriana (19).

El genoma de Vibrio cholerae también codifica otros
dos pili tipo IV; la MSHA y PILA (con su secretina de
membrana externa, PILQ). MSHA es un pili flexible
y delgado, compuesto por una subunidad de 17-kDa.
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Por medio de experimentos en humanos voluntarios,
se ha demostrado que si se suprime a una cepa de
Vibrio cholerae de MSHA, se conduce a defectos
en la colonizacion. Por el contrario, una deleccion de
PILA no tiene efecto en la colonizacion de ratones
infantes, y por tanto su papel en la infeccién humana
no ha podido ser dilucidado (16).

Adicionalmente, se ha descrito un grupo de cuatro ge-
nes, pilabcd, que codifican un tercer pili tipo IV (16).

Por medio de nuevas técnicas como RIVET (Recombi-
nase in vivo Expresién Technology) se han identifi-
cado un gran nimero de genes adicionales en Vibrio
cholerae que especificamente se expresan durante
la infecciéon en ratones infantes. Entre estos grupos
de genes se incluye una proteina quimiotactica
aceptadora de metilos y viesab, que codifica para
un sensor de quinasa y dos proteinas reguladoras
de distinta respuesta. También, se han descrito otros
genes como capk (involucrado en la sintesis de biofilm
asociado a exopolisacarido), rtxb (que codifica al gen
transportador para la toxina RTX de Vibrio chole-
rae El Tor), mfrha (hemaglutinina manosa/mucosa
resistente) y otros genes que son importantes en la
regulacion de la colonizaciéon en ratones. Adicional-
mente, por medio de marcadores de mutagénesis se
han reconocido otros genes importantes necesarios
para la colonizacién y el crecimiento de Vibrio
cholerae en ratones infantes, donde se encuentran
genes del grupo tcp, pta, ptla y genes envueltos en
la biosintesis de purinas (16).

A pesar de que las técnicas descritas anteriormente
han permitido la identificacién de muchos elementos
importantes del microorganismo, existe la limitacién
de que los dos sistemas (RIVAT y marcador de muta-
génesis) requieren un modelo animal que imite la
infeccién humana. Esto acarrea un problema, ya que,
el tnico hospedero natural de Vibrio cholerae es el
hombre y por lo tanto, la determinaciéon de genes
expresados durante la infeccion en modelos animales
puede no identificar genes exclusivos, que se requie-
ran Unicamente para la infeccién en humanos. Por
este motivo, se ha creado una nueva técnica que evita
esta limitacion; IVIAT (In Vivo-Induced Antigen Tech-
nology) permite la identificacién directa de las pro-
teinas microbianas expresadas en niveles suficientes
para ser inmunogénicas durante la infeccién humana.
A través de esta técnica, se describieron varios genes
no identificados anteriormente como msho, mshp,
chea, cher, luxp (proteina periplasmética; que es un
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componente de uno de los tres sistemas sensadores
de quérum recientemente descritos) y cuatro ORFs
hipotéticos.

De estos tltimos cuatro ORFs, tres (VCA0536, VCA
0884 y VCA0931) al parecer codifican proteinas
citoplasmaticas y se encuentran en el brazo corto del
cromosoma Il de Vibrio cholerae y el ORF restante
(VC1431) tiene un péptido sefial y una porcion
homéloga a un sensor transductor bacteriano de qui-
miotaxis. Algo interesante es que el cromosoma Il
contiene relativamente pocos genes requeridos para
el crecimiento de Vibrio cholerae en los medios de
laboratorio, pero contienen muchos genes necesa-
rios para la adaptaciéon y crecimiento del mismo en
ambientes Ginicos. El hecho de que tres de los cuatro
OREFs identificados por IVIAT sean codificados en el
cromosoma II, plantea la posibilidad de que estos ge-
nes puedan codificar funciones especificas requeridas
para el crecimiento y desarrollo de Vibrio cholerae
en el intestino humano (16).

Las variantes “no toxigénicas” de Vibrio cholerae
que no cargan el profago CTXf+ integrado también
pueden causar enfermedad, ya que por medio de
estudios epidemioldgicos se han identificado cepas
de Vibrio cholerae no-O1 y no-O139 que producen
una enterotoxina que es antigénicamente identifi-
cable, como una nueva toxina colérica causante de
enfermedad (8). Se presentan asi episodios espora-
dicos de diarrea acuosa, infecciones extraintestinales,
septicemia e inflamacion enterocolitica (15).

La lactoferrina, es un marcador fisiolégico, de la pre-
sencia de neutrofilos y ha sido demostrada la presen-
cia de altos niveles de la misma en heces de humanos
voluntarios a los cuales se les ha administrado las
cepas de Vibrio cholerae ctx deficientes, comparados
con voluntarios a los cuales se les administré cepas
de control productoras de toxina colérica. Estos re-
sultados sugieren que el mecanismo de los dos tipos
de cepas de Vibrio cholerae es diferente, ya que las
cepas de Vibrio cholerae que no producen toxina
colérica inducen una diarrea inflamatoria, mas que
una enfermedad poco inflamatoria asociada a las ce-
pas productoras de CTX. El desarrollo de una diarrea
inflamatoria en la ausencia de CTX puede deberse
a la perdida de las sefiales inmunomoduladoras por
parte de CTX. In vitro, se ha encontrado que CTX
bloquea la produccion de citoquinas proinflamatorias
como TNFa, IL-1e IL-12 producidas por monocitos y
células dendriticas estimulados por el LPS (15,17).
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Estudios in vitro han identificado otros factores cito-
téxicos a parte de ctx secretados por Vibrio cholerae
que son capaces de causar dafio del tejido, v que ade-
mas, pueden contribuir a la induccién de la respuesta
proinflamatoria. Estas “toxinas accesorias” de Vibrio
cholerae incluyen la toxina RTX (repeats-in-toxin), la
cual causa redondeamiento celular e incremento de la
permeabilidad a través de las uniones estrechas pa-
racelulares debido a la depolimerizacion de las fibras
de actina; hemaglutinina/proteasa (HAP), que es la
responsable de producir la diarrea leve o moderada.
El mecanismo de accién de HAP (mucinasa) puede
dividirse en dos partes; una es la estimulacién por
parte de este gen para que se produzca IL8 y en
segundo lugar, se da una degradacién de las uniones
estrechas de la mucosa intestinal. Estos dos procesos,
conllevan a una inflamacién y una diarrea pero que
en este caso, seria de caracter osmotica debido a la
no absorcion. Se encuentra codificada por el gen
de hemaglutinacion-proteasa (hapa). Finalmente, la
hemolisina (codificada por el gen hlya presente en
todas las cepas, que puede o no expresarse y de eso
dependera que la cepa sea hemolitica o no), causa
necrosis de las células epiteliales intestinales, creci-
miento de vacuolas ligeramente acidas, y hemolisis
dependiente del tipo de célula y la concentracion
de la toxina. Se ha descrito, que la hemolisina no
juega un papel en el inicio de la respuesta secretora
(5,8,15).

Ademas de los factores de virulencia ya mencionados,
el Vibrio cholerae posee una neuraminidasa que
aumenta los receptores de la toxina y con ello hace
que la evolucién de la enfermedad se desarrolle de
una manera mucho mas rapida. También cuenta
con sideréforos, los cuales son importantes para el
secuestro del hierro (5).

Todos estos factores de virulencia se encuentran en
genes cromosdmicos y adicionalmente, se encuen-
tran regulados por una serie de genes reguladores que
controlan su expresion. Entre estos genes reguladores
se encuentra toxr, que especificamente controla la
expresion de la toxina colérica y TCP, por medio de
la codificacién de una proteina transmembranal con
un dominio citoplasmaético de DNA de unién ami-
no-terminal que actiia como un activador transcrip-
cional. Un segundo gen regulador es toxs, que es
trascrito en un operoén junto con toxr y codifica una
proteina periplasmatica que facilita la dimerizacion
y activacién de TOXR como una proteina ligadora
de DNA. Sin embargo, toxr no es capaz de activar

la trascripcion del promotor de ctxab o tcpa directa-
mente en Vibrio cholerae. Por el contrario, TOXR
activa la trascripciéon de un gen regulador adicional,
toxt, que codifica un activador transcripcional en la
familia arac. Posteriormente toxt activa directamente
la trascripcion en los promotores de tcpa y ctxab,
asi como otros genes que hacen parte del regulén
toxr, siendo todo una cascada de eventos. El gen que
codifica TOXT esta localizado en el grupo de genes
tcp corriente abajo de tcpa, entre tepf y tepj. En la
cepa clasica de Vibrio cholerae hay varias secuencias
repetidas corriente arriba del promotor de toxt, vy
estas repeticiones han mostrado ser necesarias para
la unién de TOXR v la activaciéon de la trascripcion
del gen toxt. Investigadores han identificado genes
adicionales corriente arriba de tcpa, que incluyen
tepp v teph los cuales potencian la expresion de toxt.
Experimentalmente se ha demostrado que existe
poca diferencia con respecto a la actividad de las
proteinas TCPP y TCPH en los dos biotipos (clasico
y El Tor) cuando se encuentran bajo condiciones del
biotipo clasico (5,14).

La produccién de la toxina del célera y TCP esta
regulada de manera diferente entre los dos biotipos
de Vibrio cholerae O1. Las cepas clasicas de Vibrio
cholerae expresan los factores de virulencia bajo
condiciones inductoras de toxr y condiciones AKI
(condiciones de crecimiento muy limitadas), mientras
que las cepas Tor expresan niveles detectables solo
bajo condiciones AKI in vitro. Toxr es requerido en
ambos biotipos para la expresion de los factores de
virulencia, aunque la expresion de toxr es indepen-
diente de las condiciones ambientales de crecimiento.
toxt también es necesario para la expresion de los
factores de virulencia en los dos biotipos, y la expre-
sibn de toxt, en respuesta a condiciones ambienta-
les, difiere entre los dos biotipos, siendo favorables
ambas condiciones (AKI e inductoras de toxr) para
las cepas clésicas y solamente las condiciones AKI
para El Tor. Sin embargo, la expresién de toxt a
partir de un promotor inducible, hace innecesarias
las condiciones AKI en el biotipo El Tor, para que se
genere la toxina del célera y TCP. Estas diferencias
en el control de la producciéon de la toxina del colera
por parte de los dos biotipos, pueden contribuir a las
diferencias en su patogenicidad (14).

Por otro lado, la trascripciéon de toxt en las cepas
clasicas requiere tcph vy la trascripcion del operdn
de tcph esta regulada por el pH y la temperatura en
Vibrio cholerae clésico. Esto hallazgos sugieren que
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tcpp vy tcph pueden aparear las sefiales ambientales
de temperatura y pH a la trascripcion de toxt y expre-
sion del reguldn toxr en las cepas clasicas de Vibrio
cholerae. En las cepas clasicas de Vibrio cholerae,
tanto tcpp como tcph, en coordinaciéon con toxr y
toxe, se requieren para la activacion optima de la
trascripcion del promotor toxt (14).

Recientemente, una proteina designada apha, fue
encontrada ser requerida para activar la expresion de
tcpph en el biotipo clasico, aunque los mecanismo
de esta activacion son desconocidos. La expresion
de aphaa no parece estar influenciada por condi-
ciones ambientales. Todavia no se ha establecido si
aphajuega un papel en la expresion diferencial de
tcpphentre los biotipos clésicos y El Tor. Un modelo
de la regulacién de la expresion génica de factores de
virulencia de Vibrio cholerae se revisa ampliamente
en el trabajo de Murley y Carrol (14).

MANIFESTACIONES CLINICAS

El periodo de incubacion de la enfermedad es variable
y oscila entre seis horas y seis dias. En promedio,
transcurren 2 o 3 dias entre la entrada de la bacteria
al organismo y el inicio de las manifestaciones en los
cuadros sintomaticos, ya que se puede presentar una
colonizacion asintomética. El Vibrio cholera clasico
muestra una proporcién aproximada de 4 casos asin-
tomaticos por 1 sintomético, mientras que el Vibrio
cholera El Tor alrededor de 10:1 o mas (2,5,12).

Es importante tener en cuenta que el colera no es
una enfermedad invasora; los microorganismos no
alcanzan el torrente circulatorio, sino que se limitan
a causar la patologia en el intestino. Los bacilos
virulentos se unen a las microvellosidades del borde
en cepillo de las células epiteliales, donde se mul-
tiplican y liberan las toxinas coléricas ya descritas,
mucinasas y endotoxinas que dan comienzo a la sin-
tomatologia. Se da un inicio stibito de diarrea acuosa
y emesis. El cuadro clinico se va haciendo cada vez
mas agudo y conforme hay pérdida de liquido, las
heces se van volviendo inodoras e incoloras, libres
de proteinas, con células epiteliales, gran nimero
de vibriones y con puntos de moco, las cuales se
describen comtnmente con el nombre de heces en
agua de arroz (2,5,7).

Como se describi6 ya anteriormente en este articulo,
el colera es una enfermedad que causa grados impor-
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tantes de deshidratacion, especialmente cuando no se
trata pronta y adecuadamente. Aparte de la pérdida
de agua, se pierden también cantidades importantes
de electrolitos lo cual puede ocasionar un desorden
hidroelectrolitico que al principio se presenta asin-
tomaético pero que posteriormente desarrolla clinica
caracteristica. En este momento se hacen evidentes
los signos clasicos de deshidratacién progresando
desde polidipsia, pliegues cutaneos positivos y de-
presiéon ocular hasta que con el tiempo, aparecen
calambres, principalmente de las extremidades. Los
musculos afectados muestran una rigidez extrema,
debido al agotamiento de cloruros y potasio, que
afecta la funciébn neuromuscular (2).

El cuadro clinico puede empeorar cada vez maés y
se puede observar, como la temperatura superficial,
se encuentra varios grados por debajo de lo normal
(34°C) mientras que la temperatura rectal puede
estar elevada (39°C). El paciente empieza a mostrar
oliguria y posteriormente un estado de anuria abso-
luto, que puede estar acompariado de congestién de
las membranas mucosas y conjuntivas, rubor malar
y delirio; todo conforme avanza la deshidratacién.
Se presenta taquipnea con respiraciones muy pro-
fundas, debilidad generalizada, pulso filiforme, que
desaparece a intervalos. Puede haber hipotension
y en casos graves la tension arterial puede llegar a
ser irregistrable. En estos casos el paciente puede
ingresar a un estado de acidosis metabdlica severa,
hipocalemia severa y shock hipovolémico con arrit-
mias cardiacas y falla renal (12).

Es posible que sobrevenga la muerte entre 2 y 30
horas después del comienzo de los sintomas, en los
pacientes que no son rehidratados, con un promedio
de 10 a 12 horas y con una tasa de mortalidad del
60%. La tasa de mortalidad de los pacientes rehi-
dratados con liquidos y electrolitos es menor a un 1%.
Por lo cual esta es la base del tratamiento (2,3).

El periodo de recuperacion empieza a evidenciarse
con el retorno del pulso, la ausencia de emesis y
disminucién de la diarrea, el incremento de la tensiéon
arterial y el registro de un adecuado gasto urinario.
Esporadicamente, se presenta la reacciéon hipertér-
mica o “célera tifoidea”, donde la temperatura axilar
seelevaa41.7°Cylarectal a 42.8°C; esta condicion
es invariablemente fatal (2).

La enfermedad causada por Vibrio cholerae 0139
es muy similar en evolucién y gravedad a la producida
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por Vibrio cholerae O1, por el contrario, la gastroen-
teritis producida por otras cepas de Vibrio cholerae
tiende a ser mas leve (5).

DIAGNOSTICO

El diagnostico rapido del colera, es clave para dar
inicio a terapias efectivas y para instituir medidas
epidemiolégicas apropiadas evitando la propagacién
y complicacién de la enfermedad.

El diagnéstico del Vibrio cholerae puede realizarse
observando los bacilos méviles en muestras de heces
(especialmente en el moco) directamente, mediante
un microscopio de campo oscuro. No se recomienda
realizar tincién de Gram, ya que no se suelen obser-
varse los microorganismos provenientes de materia
fecal o heridas por esta técnica (5,7).

Para realizar un cultivo, las muestras deben tomarse al
inicio de la enfermedad e inocularse rapidamente en
los medios especificos. Los vibrios crecen en la ma-
yoria de los medios de cultivo que se utilizan para los
coprocultivos, donde se incluyen el agar sangre y el
agar MacConkey. Sin embargo, también existen cal-
dos enriquecidos como el medio alcalino enriquecido
con agua de peptona (pH 8.6) y medios especiales,
que son selectivos para los vibrios, entre los cuales se
encuentra el agar de tiosulfato-citrato-sales biliares-
sacarosa (TCBS) el cual produce colonias de color
amarillo. Se requieren alrededor de diez y ocho horas
de cultivo para observar las colonias tipicas; colonias
convexas lisas, redondas, opacas, granulares con luz
transmitida y de color amarillo (5,7,20).

A diferencia del biotipo clasico, que no es hemolitico,
las cepas del biotipo El Tor producen y secretan una
hemolisina en el medio de cultivo. Este principio ha
sido utilizado para distinguir los dos biotipos. Sin
embargo, la actividad hemolitica no siempre se corre-
laciona con el biotipo El Tor y muchas de las cepas
El Tor han sido reportadas como no productoras de
hemolisina (8).

Adicionalmente, debido a que el Vibrio cholerae es un
bacilo gram negativo, se le pueden realizar pruebas
bioquimicas selectivas, que permiten establecer carac-
teristicas especiales de la bacteria. Especificamente,
el Vibrio cholerae fermenta la sacarosa y la manosa
pero no la arbinosa. Los vibriones son oxidasa-positi-
vos, lo cual los diferencia de bacterias entericas gram

negativas que crecen sobre agar Sangre. Ademas,
las especies de Vibrio cholerae son susceptibles al
compuesto O/129 (fosfato de 2,4-diamino- 6,7 dii-
sopropil-pteridina), lo que ayuda a diferenciarlas de
especies de Aeromonas; por el contrario resistentes
a esta substancia (5,7).

De la misma forma, es posible identificar el Vibrio
cholerae por medio de pruebas seroldgicas. En 1930
se reconoci6 que la gran mayoria de los vibrios aisla-
dos de casos de colera aglutinaban con un solo anti-
suero, y por tanto, hoy en dia es posible establecer
el serotipo, utilizando el antisuero polivalente O1 de
Vibrio cholerae, mediante pruebas de aglutinacién
en laminilla. Actualmente, con base en la prueba de
aglutinacién, se aceptan dos serogrupos de Vibrio
cholerae; serogrupo O1 y serogrupo no O1. Para
la sub-tipificacion se emplean antisueros anti-Inaba
y anti-Ogawa (1,12,21).

Asi mismo, pueden realizarse pruebas para identificar
las especies halofilicas, para lo cual, el medio se debe
suplementar con cloruro sédico al 1% (5).

Es necesario tener en cuenta las condiciones que
dificultan el crecimiento del microorganismo, como
los son, un ambiente &cido y seco. Ademas, es impor-
tante tener en cuenta que si el estudio del microorga-
nismo va a tomar un tiempo, o debe ser transportado,
es necesario mezclar la muestra con el medio de
transporte de Cary-Blair y refrigerarse, y no utilizar
el tampén de glicerol salino, que es utilizado como
medio de transporte de la mayoria de los patdégenos
entéricos, debido a que Vibrio cholerae a diferencia
de los demas microorganismos no sobrevive bien en
ese medio (7). En estudios recientes, se ha demos-
trado, que las muestras aisladas de ecosistemas de
agua fresca a temperatura ambiente que oscile entre
31°C y 35°C por un periodo de 20 horas no tiene
efectos deletéreos sobre la muestra como se pensaba
anteriormente, por el contrario facilita el crecimiento
bacteriano. Sugiriendo asi, que basados en un proto-
colo similar podria mejorarse el aislamiento de Vibrio
cholerae de muestras ambientales (22).

Varias pruebas diagnosticas rapidas para el colera
han sido descritas. Algunas detectan la toxina del
colera mientras que otras detectan el antigeno LPS
de Vibrio cholerae O1. Se ha desarrollado un inmu-
noensayo SMART (Multistep Colloidal Gold-based
Colorimetric Inmunoassay) para la deteccion directa
de Vibrio cholerae O1 o Vibrio cholerae 0139 en
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especimenes de materia fecal y han demostrado 95%
de sensibilidad y 100% de especificidad para las cepas
01 y 100% de sensibilidad y 97% de especificidad
para las cepas 0139 (23).

Se han desarrollado también estudios que se dirigen
a detectar la actividad lysyl aminopeptidasa presen-
te en la isomerasa de fosfoglucosa producida por
miembros de la familia Vibrionaceae. Aunque estas
pruebas abarcan otros patégenos han demostrado
una actividad fuertemente positiva por parte de las ce-
pas O1, 0139, 022 y O155 de Vibrio cholerae. El
“Colony Overlay Procedure for Peptidases (COPP)”
es una prueba que permite una detecciéon fluoroge-
nica rapida, simple y poco costosa de miembros de
la familia Vibrionaceae en la comida, el ambiente y
muestras clinicas que aunque no de elecciéon es una
herramienta diagnéstica que puede ayudar a enfocar
la etiologica de la enfermedad diarreica aguda (24).

Recientemente, investigadores en el Intituto Pasteur,
Paris, Francia desarrollaron una prueba de un paso
con un indicador inmunocromatografico para la
deteccion rapida de Vibrio cholerae O1 y 0139 de
muestras de materia fecal utilizando particulas de oro.
Los umbrales de deteccién con LPS purificado son
de 10ng/ml para Vibrio cholerae O1 y 50ng/ml
para Vibrio cholerae O139. El método del indica-
dor requiere aptitudes técnicas minimas y la prueba
puede ser leida en aproximadamente 10 minutos.
Un resultado positivo aparece como dos lineas ro-
sadas y un resultado negativo como una Unica linea
rosada superior, correspondiente a la linea control.
Adicionalmente, los indicadores pueden ser guarda-
dos a temperatura ambiente en una bolsa a prueba
de humedad, haciéndolos faciles de transportar. La
sensibilidad y especificidad de los indicadores para la
deteccion de Vibrio cholerae O1 y 0139 a partir de
tapones rectales fueron excelentes; 96% y 92%-93%
vy 98% respectivamente. Los indicadores muestran
ser mas eficientes para la deteccién de colera a
partir de tapones rectales enriquecidos que a partir
de muestras de heces directamente. Los indicadores
también fueron utiles para identificar un caso de
infeccion mixta causada por O1 y 0139, lo cual no
hubiera sido reconocido en un cultivo bacteriolégico,
debido a que usualmente solo una de las dos colonias
es tomada para serotipificacion. La introduccién de
indicadores ayudara a la identificacion de los casos
de colera en las regiones mas remotas afectadas, por-
que la prueba es muy simple y no requiere ninguna
infraestructura especial. El indicador en su formato
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actual, no puede detectar especificamente cepas
toxigénicas de Vibrio cholerae O1 u 0139 v por lo
tanto un paso adicional seria requerido para detectar
la producciéon de la toxina colérica. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que mas del 95% de las cepas
01 y 0139 son toxigénicas. Esfuerzos para integrar
a 01y 0139y la habilidad de detectar la produccién
de la toxina colérica en un solo indicador estan siendo
realizados. Esto simplificaria aun mas la prueba y la
haria mas informativa, por lo que podria convertirse
en un método de eleccién diagnéstico (25).

La importancia de un sistema de vigilancia eficiente
para la deteccién temprana del colera continta siendo
desarrollada por la Organizacién Mundial de la Salud
con la consideracion de mejorar la evaluacion del
riesgo potencial de brotes de colera. Adicionalmente,
cuando ya se ha establecido el brote, un diagnostico
rapido del célera es esencial para la movilizacion de
recursos para tratamiento y contenciéon del brote.
Por lo tanto, la necesidad de pruebas diagnoésticas
sensibles y especificas que puedan ser utilizadas por
personal con minima capacitacion y que requiera in-
fraestructura de laboratorio insignificante es evidente
e importante a nivel mundial.

TRATAMIENTO

Debido a que la deshidratacion es el mayor problema
que presenta la infeccion por Vibrio cholerae, es
esencial la reposicion de liquidos y electrolitos para
evitar que la pérdida masiva de liquido provoque
consecuencias graves para el paciente como lo es
un shock hipovolémico (5).

En los casos leves y moderados de la enfermedad se
puede tratar al paciente con sales rehidratantes orales
y debe vigilarse que no haya emesis y que la pérdida
de liquido por las heces no supere la ingesta del suero
oral. Si se presenta emesis profusa, debe canalizarse
la vena para dar una terapia rehidratante parenteral.
El Lactato de Ringer, o solucién de Hartman, resulta
el més idéneo en el manejo del colera severo. Se
necesitan entre 50 y 100ml/min inicialmente, hasta
que el pulso del paciente se normalice (en los caos
graves), y posteriormente se administran liquidos
endovenosos a razén de 500 ml por encima de las
pérdidas en 24 horas, hasta la recuperacion. Los
pacientes severamente deshidratados deben recibir
inicialmente un bolo del 10%-20% de su peso cor-
poral en Lactato de Ringer (2).
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A diferencia de los adultos, los nifios eliminan heces
con una concentraciéon de sodio muy inferior a la
plasmética y presentan hipoglicemia, por lo cual
es recomendable para la rehidratacion, utilizar una
soluciéon que contenga 95mEq de Na, 65mEq de
cloro, 15mEq de potasio, 45mEq de bicarbonato y
20grs de glucosa por litro (2).

El tratamiento antibidtico puede ser una ayuda se-
cundaria para reducir la produccién de exotoxina
y eliminar al microorganismo rapidamente. Los
antibiéticos de eleccién son la doxiciclina y la tetra-
ciclina (500 mg cada seis horas) para los adultos,
el trimetropin-sulfametoxasol (8 mg de trimetropin
v 40 mg de sulfametoxasol por kg/dia dividido en
dos tomas durante 72 horas) y la eritromicina (30
mg/kg/dia dividida en tres tomas diarias, durante 72
horas) para los nifios. Teniendo en cuenta los efectos
teratogénicos de la tetraciclina se recomienda utilizar
furazodilina en mujeres embarazadas. El efecto de la
tetraciclina, es reducir la cantidad de materia fecal
expulsada y acortar el periodo de excreciéon de vi-
briones. También es posible utilizar el cloramfenicol
que es igualmente efectivo vy se utiliza a las mismas
dosis y durante el mismo tiempo que las tetraciclinas.
Lamentablemente, se ha observado que algunas ce-
pas de Vibrio cholerae pueden ser resistentes a la
tetraciclina (resistencia transportada por plasmidos),
al trimetropin/sulfametoxasol y al cloramfenicol, por
lo cual en estos casos deben buscarse otras alterna-
tivas de farmacos con una cinética similar a los de
eleccién (2,5,7).

Lo anterior, fue evidenciado entre 1993 y el 2000,
cuando ocurrié un cambio en los patrones de sensi-
bilidad en cepas de Vibrio cholerae O1 aisladas de la
Republica Democratica de la Gente de Lao. A pesar
de que los patbgenos eran sensibles a los tratamien-
tos antimicrobianos, se observd que cepas aisladas
después 1997 fueron encontradas moderadamente
resistentes a las tetraciclinas y el cloramfenicol y
altamente resistentes al trimetroprim-sulfametaxol.
Recientemente, se ha descrito que el integran clase |
ha estado asociados con la resistencia para agentes
antimicrobianos. Los genes de resistencia incluidos
en el SXT son flor, teta, strab y sulii, que codifican
la resistencia a cloranfenicol, tetraciclina, estreptomi-
cina y sulfametoxazol, respectivamente (26).

Muiltiples resistencias antibi6ticas en V. cholerae han
sido descritas, frecuentemente tras la adquisicion de
plasmidos R provenientes del grupo C conjugado.

Anélisis de SXT (LAOS) mostraron que hay un
continuo flujo de genes entre Vibrio cholerae SXT,
lo que debe ser monitoreado cuidadosamente, pues
puede generar cepas multiresistentes que no dejen
alternativa alguna de tratamiento y haria que se com-
plicara el control de una enfermedad tan facilmente
difusible como el colera (27).

PREVENCION

La mejor manera de poder prevenir la enfermedad es
por medio de la educaciéon y mejorando las condicio-
nes sanitarias; lo que incluye el manejo de excretas,
aguas residuales, el uso de sistemas de purificacion
y evitar la contaminacién de alimentos por parte de
las industrias alimenticias. Debe también aislarse a los
pacientes, desinfectar sus excretas y adicionalmente
efectuar el seguimiento de los contactos para evitar
que la infeccion se siga propagando (5,7).

El estado convaleciente del célera conlleva a una
fuerte y duradera inmunidad dirigida principalmente
contra el antigeno O del LPS. De esta manera, la
vacunacion pareceria ser una estrategia poderosa de
prevencion contra la enfermedad. El reconocimiento
de que la proteccion depende de la estimulacién efi-
ciente del sistema inmune mucosal ha favorecido el
concepto de una vacuna oral viva atenuada de dosis
Unica. Bajo este concepto se desarrollo una vacuna
segura y con pocos efectos adversos, de dosis Gnica
que contiene 10 UFC de Vibrio cholerae 638, con
una buena respuesta inmunogénica y capaz de pro-
porcionar proteccién por un tiempo corto de aproxi-
madamente un mes contra el célera. Debido a este
corto tiempo de inmunidad, se podria pensar en esta
estrategia como una alternativa para viajeros a zonas
endémicas cuya estadia vaya a ser corta creando asi
un impacto a nivel de la salud publica, reduciendo la
expansion y generacion de epidemias o pandemias.
Sin embargo aun se encuentra sujeta a investigaciéon
especialmente la evaluaciéon de respuesta en areas
endémicas (28).

Se tienen disponibles algunas otras presentaciones
de vacunas. Existe una vacuna parenteral del célera a
partir de microorganismos inactivados para las cepas
01, sin embargo, hay muchas razones que demuestran
la ineficacia de la vacuna entre las cuales cabe nom-
brar: la proteccién que esta vacuna proporciona es de
poca duracion (de tres a seis meses) y solo protege al
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50% de los vacunados, no altera favorablemente la
severidad de la enfermedad, no reduce la proporcion
de infeccién asintomatica, no previene el ingreso de
la enfermedad a un pais, no previene la diseminacion
de la enfermedad, debe ser aplicada en dos dosis (con
28 dias de intervalo), toma de ocho a diez dias para
inducir inmunidad cuando lo hace y da un falso sen-
tido de seguridad a los vacunados y a las autoridades
sanitarias (2,5).

Se encuentran disponibles dos nuevas vacunas ora-
les que se utilizan para la proteccion de los viajeros
a paises con colera endémico y que poseen una
preparacién diferente; la primera es una vacuna
de un microorganismo muerto con la combinacién
de la subunidad CTXB del toxoide. La segunda, es
una vacuna a la cual se le suprimen los genes que
codifican la sub-unidad A téxica (ctxA) de la toxina
colérica, dejando indemnes aquellos que codifican
la sub-unidad B no téxica (CTXB); esta vacuna se
produce en una nueva cepa de Vibrio, la CUD 130
atenuada; todo este procedimiento se efectiia por
medio de ingenieria genética. La eficacia de la vacuna
produce protecciéon limitada en nifilos mayores de
cinco afios y ademéas multiples dosis son requeridas
debido a la falta de colonizacion en el intestino de
estos pacientes. La vacuna con la CTX defectuosa
muestra eficacia entre el 50-52% en los nifios de tres
afios, siendo solo de 26% en personas menores de
cinco afnos (2,5,29).

Comparada con la vacuna del microorganismo
muerto, una vacuna oral atenuada ofrece una gran
promesa para prevenir el colera debido a que se
requiere una Unica dosis para causar colonizacién
activa, provocar altos titulos de anticuerpos séricos
y estimular la inmunidad mucosal, que es capaz de
bloquear la adherencia bacteriana, matar las bac-
terias y neutralizar la toxina, proveyendo asi una
excelente proteccién. Varias vacunas candidatas
orales atenuadas han sido desarrolladas, incluyendo
CVD101, CVS103, CVD 103-HgR, CVD111,
Peru-14 y Peru-15 y algunas han sido utilizadas en
ensayos clinicos (29).

Sin embargo, el descubrimiento de CTXAB como
parte del fago lisogénico CTX¢ y de la transferencia
del mismo desde cepas toxigénicas a cepas no toxi-
génicas cuestion6 la seguridad del uso de vacunas
atenuadas orales construidas genéticamente, ya que,
las cepas de la vacuna atenuada podrian potencial-
mente recobrar la virulencia adquiriendo el gen de la
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enterotoxina horizontalmente de cepas toxigénicas
en el intestino de los individuos. De esta manera, el
desarrollo de una vacuna oral atenuada protectora y
segura, inmune a la infeccion por CTX¢ se convirtié
en un problema por resolver.(29)

El genoma de CTX¢ puede ser dividido en la region
del core, que carga a ctxab y a genes requeridos
para la morfogénesis del virion, y la region RS2, que
carga rsta y rstb, que son requeridos para la replica-
ciébn e integracién del genoma, vy un gen represor,
rstr. Basados en la secuencia de rstr y los huespedes
bacterianos, se estableci6 que CTX¢ tiene varios
alelos. Ensayos de transduccion intraintestinal de
CTX¢ mostraron que cepas El Tor son inmunes a la
infeccién con CTX¢ derivados de otras cepas El Tor
(CTXET), mientras que las cepas clésicas de Vibrio
cholerae no lo son. Este tipo de inmunidad a CTX¢ es
especifica de biotipo y esta mediada por el represor,
rstr, a través de la represion de la expresion génica
de rsta y rstb. Con base en esta informacién, se
desarroll6 recientemente una vacuna oral, [IEM108
de cepas El Tor naturalmente no toxigénicas y se
le introdujo un gen rstr de una cepa Bin-43 El Tor
con el fin de conferir proteccion contra la infeccion
con CTXET. Los resultados de este proceso fueron
exitosos, pues el gen rstR fue expresado activamente
y asi se logro disminuir la posibilidad de reversion
toxigénica de la vacuna. Adicionalmente a rstR,
ctxB fue introducida simultineamente para provocar
una respuesta inmunolégica antitoxina. IEM108 fue
probada en animales y demostré inducir altos niveles
de anticuerpos vibriocidas y anti-CTXB y confirio
proteccion total por lo menos contra 4mg de CTX
y cuatro cepas de Vibrio cholerae. Esto sugiere que
hay un efecto sinergista entre la inmunidad antitoxina
y antibacteriana de IEM108. Asi, se pudo concluir
que la vacuna viva atenuada [EM108 resulta tanto
inmunogénica como protectora siendo una excelen-
te candidata para establecerse como vacuna oficial
contra el colera. Sin embargo, estudios posteriores
en humanos seran necesarios para dicho estableci-
miento y para comprobar su verdadera efectividad
y seguridad (22).

Hasta el momento no se dispone de ninguna vacuna
contra las cepas 0139 (5).

Como alternativa, es posible utilizar la profilaxis
antibiética con tetraciclina para reducir el riesgo de
infeccion, especialmente en los individuos que viajan
a zonas endémicas, aunque se prefiere no utilizarla
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en personas que tienen buena higiene. No obstante,
es importante tener en cuenta que de esta manera
no se previene la propagaciéon del colera. En general,
la quimio-profilaxis no ha resultado efectiva debido
a que la enfermedad se disemina a una velocidad
mayor que la que permite la distribucién y actuacion
del medicamento, el efecto del medicamento dura
pocos dias, se requeriria tratar simultineamente a la
totalidad de la poblacion para prevenir la infeccion y
la logistica implicita es casi imposible (2,5).

La Organizacion Mundial de la Salud ha propuesto
una serie de medidas para controlar la enfermedad,
que pueden dividirse en fases: 1). Medidas de control
ante el riesgo de una epidemia, donde se, incluyen
la creacion de un Comité de control (nacional, re-
gional y local) que coordina todas las actividades,
vigilancia de la ocurrencia de Enfermedad Diarreica
Aguda (EDA), saneamiento ambiental, preparacion
para el manejo clinico, preparacién de una red de
laboratorios y preparacion de equipos moviles de
respuesta inmediata; 2). Medidas de control durante
la fase epidémica, entre las que se encuentran, la
deteccién precoz de casos, la organizacion de centros
de tratamiento, la investigacién epidemiolégica (iden-
tificacion del modo v los vehiculos de transmision,
caracterizacién del agente causal) y organizaciéon
de una infraestructura de laboratorio; 3). Medidas
de control en la fase post-epidémica, que encierra
todo lo que es control de laboratorio (casos de EDA
y monitoreo ambiental), saneamiento ambiental a
largo plazo (agua potable, alcantarillado v vigilancia)
y educacién a la comunidad (2).

CONCLUSIONES

El célera es una entidad que cursa con cuadros de
diarrea secretora aguda, que conllevan a la deshidra-
tacién y que de no ser tratada rapida y apropiada-
mente puede generar un shock en el paciente con
consecuencias desastrosas. El agente etiologico de
dicha enfermedad es el Vibrio cholerae, un bacilo
gram negativo que posee un alto grado de patogeni-
cidad ya que contiene multiples factores de virulencia
que le confieren la capacidad de infectar y a la vez
evadir la respuesta inmune del hospedero. El factor
de virulencia mas importante del Vibrio cholerae
es la toxina colérica que es en si la causante de la
disenteria. El célera, se ha presentado en muiltiples
ocasiones como pandemias y epidemias y es inclusive
endémico en algunos paises. Los serotipos de mayor

importancia son el Vibrio cholerae O1 y el Vibrio
cholerae 0139. El diagnéstico e identificacion del
microorganismo es posible por diferentes métodos
convencionales de laboratorio y recientemente se
estan elaborando herramientas simples y de diag-
nostico rapido que faciliten la caracterizacion del
microorganismo como causante de un cuadro clinico
diarreico. El tratamiento se basa principalmente en la
reposicion de liquidos v electrolitos, aunque existen
algunos farmacos Utiles que pueden utilizarse como
coadyuvantes. No se encuentra disponible hasta el
momento una vacuna como medio profilactico ante
el colera, sin embargo se han venido desarrollando
vacunas orales atenuadas que parecen ser buenas
candidatas para la proteccién e inmunizacién contra
Vibrio cholerae. El control y erradicacién de una
enfermedad tan seria como el colera radica prin-
cipalmente en el mejoramiento de las condiciones
sanitarias, lo cual sin duda no podréa ser posible hasta
que no exista una buena educacién, lo que convierte
al colera en un problema de mayor importancia en
los paises subdesarrollados.
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TRICOMONIASIS

CrLaupiA GARcial, MARria PauLa MEJial, MicCHELA MORENO!,
DiaNa Munoz!, CARMEN MORLAS?

RESUMEN

La tricomoniasis, una de las enfermedades de transmisién sexual de mas amplia distribucién mundial
y, de una relativa buena respuesta a los tratamientos farmacolégicos, también puede relacionarse
con complicaciones de mayor gravedad como son la enfermedad pélvica inflamatoria atipica, la
esterilidad y el desarrollo de infecciones por los virus del papiloma humano v el sida. Su agente
etiologico, Trichomonas vaginalis, se puede detectar en las secreciones genitales de las personas
infectadas y, aunque su diagnostico es sencillo, con mucha frecuencia no se reporta y son escasos
los programas de salud orientados a su control. El conocimiento de los mecanismos que utiliza el
parésito para instaurarse en el ser humano, su Gnico huésped natural, asi como la relacién directa
que tiene con el virus del sida nos motivaron a profundizar en los mecanismos con los cuales
produce enfermedad y en las consecuencias de su infeccion.

Palabras clave: tricomoniasis, enfermedad pélvica inflamatoria, papiloma virus humano, esteri-

lidad, sida.

ABSTRACT

Trichomoniasis is one of the most common worldwide sexually transmitted disease (STD) that
responds effectively to pharmacological treatments. However, it can be associated with major
complications such as pelvic inflammatory disease (PID) inflammation, sterility and may trigger
the development of infections due to human papilloma virus (HPV) and human immunodeficiency
virus (HIV). Trichomoniasis caused by Trichomonas vaginalis, can be detected in genital fluids of
infected patients. However, although the diagnosis of this disease is simple, frequently is ruled out
or no reported mostly due to the lack of health programs oriented to control the disease factor that
increase the risk of disease spread. The acknowledgment of the mechanisms used by the parasite
to invade the human body, as well as its relationship with HIV infection, lead us to explore in detail
the mechanisms underlying the course of the infection and the progression of the disease.

Keywords: trichomoniasis, pelvic inflammatory disease, human papilloma virus, sterility, AIDS.

INTRODUCCION

La tricomoniasis es una de las enfermedades de trans-
mision sexual (ETS) més frecuentes a nivel mundial y
que compromete con maés frecuencia a mujeres que
a hombres (1). Suele ser sintomética en la mayoria
de los casos, especialmente cuando se trata del sexo
femenino y aunque no compromete gravemente el

estado general de salud de los pacientes, si puede
relacionarse con graves complicaciones. Su tnico
agente etiolégico es Trichomonas vaginalis, un proto-
zoo flagelado que solo infecta de manera natural a la
especie humana y que en los hombres tiende a hacer
infecciones asintomaticas o subclinicas, obligando a
que el tratamiento deba administrarse tanto al infec-
tado, como a sus comparieros de actividad sexual.
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En la mujer produce vulvovaginitis de diferentes grados
de intensidad y en los hombres, cuando es sintomética,
ocasiona uretritis y prostatitis cronica, pudiendo pre-
sentarse complicaciones en ambos sexos. T. vaginalis
también se relaciona con un incremento del riesgo de
transmision del virus de la inmunodeficiencia humana
y eventualmente la literatura ha reportado infecciones
oculares y respiratorias en neonatos, adquiridas por
el canal del parto en el momento del nacimiento (1-
5). Estas ultimas, junto con un pequefio porcentaje
aislado y eventual de infecciones adquiridas a travées
de objetos de aseo personal contaminados, son los
Ginicos casos en los que el contacto sexual no es la
causa de la infeccién (1,2,6).

Aunque no hay evidencia de susceptibilidad relacio-
nada con la raza o con la edad, si hay factores que
facilitan la instauracion de la enfermedad, como son
el desaseo, la promiscuidad sexual, los altos niveles
de estrogenos y glucdégeno vaginal v las alteraciones
de la flora vaginal normal, entre otros (1, 2,6).

En los tltimos afios las revisiones sobre T. vaginalis
se han centrado en los analisis de sus factores de
adhesién, en los mecanismos desarrollados para
resistir el efecto de los medicamentos con que tra-
dicionalmente se erradicaba, en las proteinas de
membrana involucradas en los cambios de su mor-
fologia y en la formacion de vesiculas que pueden
servir como vehiculo para otros microorganismos
de menor tamafio como virus y bacterias (3-5,7).

AGENTE ETIOLOGICO

T. vaginalis fue descrito por primera vez por Alfred
Donné en 1836. Es un protozoo flagelado de forma
ovalada que mide 9 por 7 pm, que tiene un Gnico
y prominente niicleo, una estructura rigida llamada
axostilo que se extiende desde su parte anterior
hasta la posterior, cinco flagelos, cuatro en la por-
cién anterior y otro conformando la membrana
ondulante y un hidrogenosoma, su unica fuente de
energia y organelo que le resulta indispensable para
su metabolismo anaerobico. Se alimenta de células
epiteliales, hematies y bacterias, los cuales ingresa a
su citoplasma por fagocitosis (2,3,6,8).

Ciclo de vida

Como no forma estadios de quiste, su ciclo de vida
es sencillo, limitado a fisiones binarias en su estadio
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de trofozoito, que a su vez es la forma infectiva. No
requiere de huéspedes intermediarios y de su forma
piriforme tipica, suele pasar a una forma ameboide
en su proceso de adhesion al epitelio urogenital
(2,6-8).

Especies de Trichomonas no patogenas

En el ser humano se han reportado tres especies
de Trichomonas, cada una con un tropismo especi-
fico, pero solo T. vaginalis se considera patbgena
para los humanos. Trichomonas ténax se encuentra
en las mucosas gingival y traqueobronquial y Penta-
trichomonas héminis en el tracto gastrointestinal

(2).

Trichomonas foetus, una especie no humana que
causa abortos y enfermedad de transmisién sexual
en bovinos, se ha aislado de la placenta, los pulmo-
nes fetales, el intestino y los nédulos linfaticos de
estos animales (2). Esta especie se usa mucho en es-
tudios experimentales sobre factores de virulencia y
proteinas de adhesion, pues ademas de la similitud
morfolégica con T. vaginalis, induce una respuesta
inmune similar en el epitelio de los bovinos (2).

FACTORES DE VIRULENCIA
Y PATOGENICIDAD

Los mecanismos involucrados en la patogénesis
de T. vaginalis no estan totalmente definidos y
las investigaciones maés recientes se han dirigido a
dilucidar los eventos de adherencia, un mecanismo
indispensable para que se establezca la infeccion.
Ademas de las moléculas involucradas en la adheren-
cia, también se estudian las responsables de la he-
molisis y el efecto de los factores solubles como son
las proteasas extracelulares (9).

Adherencia

La adherencia del trofozoito al epitelio es esencial
para iniciar y mantener la infeccién, asi como para
su supervivencia (10). En estudios experimentales
en cultivos celulares se ha podido demostrar que
el complejo de unién intercelular, responsable de
mantener la integridad tisular, es alterado por T.
vaginalis a través de sus complejos proteicos y
enzimaticos de diferentes maneras. Una de ellas es
la modificacién en la distribucion de las proteinas
que conforman el complejo de unién intercelular,
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como son las ocludinas, las claudinas y la proteina
de la membrana celular ZO-1, de quienes depende
la permeabilidad celular y la unién dependiente de
calcio entre células adyacentes (11).

Durante la adhesién y en presencia de una alta
concentraciéon de hierro, T. vaginalis induce una
disminucién progresiva, e incluso pérdida total, de
la resistencia eléctrica epitelial. En contraste, y con
bajas concentraciones de hierro, esta disminucién
es gradual v no se llega a pérdida total de ella,
hecho que indica el papel estimulante del hierro en
la patogenicidad de T. vaginalis (11,12).

Se ha sugerido que al disminuir la resistencia eléctrica
epitelial y al alterarse el complejo proteico de unién
intercelular, esta termina destruyéndose, de tal ma-
nera que se incrementa el area de contacto del
parasito con el epitelio, durante su transformacion
ameboide (11).

La adhesion de T. vaginalis es multifactorial y es-
ta mediada principalmente por cuatro proteinas
de superficie denominadas AP65, AP51, AP33 y
AP23, que se expresan alternativamente con una
glucoproteina inmunogénica llamada P-270, codifi-
cadas por al menos tres genes, de una gran fami-
lia de genes que son regulados por la presencia de
hierro (9,10). Una vez adherido, el trofozoito emite
pequerios seudépodos, cambio morfolégico que a
su vez induce la expresiéon de méas adhesinas, sugi-
riendo que el paso a la forma ameboide se relaciona
de alguna manera con la induccién de sefiales de
transduccion, que a su vez requiere de la produccién
de proteasas de cisteina parasitarias (CP) (9).

AP65, AP51 y AP33 tienen homologia con enzimas
metabdlicas y tienen la capacidad de intercambiar
funciones de acuerdo con su localizaciéon celular (9).
En un estudio en el que se hizo transfecciéon de T.
foetus para que expresara AP65 de T. vaginalis se
observoé su adherencia a células de epitelio vaginal,
la cual se inhibia parcialmente con un anticuerpo
anti-AP65, demostrandose asi que se trata una de
las varias moléculas implicadas en la adhesion (13).

Otra proteina de adhesién, la glucoproteina AP120
que tiene homologia con la enzima ferredoxin-oxi-
rreductasa, ausente en los mamiferos, se encuen-
tra distribuida en toda la superficie de los parasitos
Y su expresion, que también se relaciona con la
concentracién de hierro, refuerza la interacciéon para-

sitaria con el epitelio después de la adhesién inicial.
Es importante anotar que en un estudio realizado en
mujeres infectadas, se detectaron anticuerpos anti-
AP120, lo que evidencia su caracter inmunogénico
(10).

La enzima maélica, cuyos genes son similares a los
que codifican para las proteinas AP, interviene en el
secuestro de moléculas proteicas para la adhesién
por medio de una descarboxilacion (9,14).

Como T. vaginalis es capaz de incorporar y usar
el hierro del medio, la concentracién férrica del
medio ayuda a incrementar la expresiéon de los
genes que codifican las proteinas de adhesion, he-
cho que convierte a los eritrocitos en una impor-
tante fuente de nutriciébn para T. vaginalis (5,9).
Experimentalmente se ha evidenciado que los nive-
les de adherencia alcanzados en presencia de hemo-
globina y del grupo hemo son similares a los que se
presentan cuando se tiene lactoferrina como Unica
fuente de hierro (13).

La proteina de superficie TV44, compuesta por
438 aminoéacidos y regulada por mecanismos de
sefializacion independientes de hierro, también in-
terviene en la adhesion. En experimentos con rato-
nes se ha observado que anticuerpos de tipo IgA
especificos para TV44 y obtenidos de secreciones
de pacientes, les proporcionan defensa pasiva con-
tra las infecciones, inhibiendo la adhesion del trofo-
zoito a las células del epitelio vaginal (15).

Daiio celular

Una vez realizada la unién al epitelio, T. vaginalis
hace uso de un arsenal de méas de veinte CP pa-
ra causar lisis celular. Estas CP son a su vez las
moléculas méas abundantes del protozoario e inter-
vienen también en los procesos de adherencia.
Experimentalmente, utilizando inhibidores de CP,
se ha demostrado que son indispensables para la
supervivencia del parasito y para la destruccién de
los eritrocitos, los cuales, ademas de ser fuente de
hierro, proveen al parasito de los acidos grasos que
requiere para su metabolismo (2,9,16,17).

T. vaginalis interactia también con la matriz ex-
tracelular por medio de proteinas de unién a la
fibronectina y la laminina, concentradas en toda
la superficie parasitaria, contrario a las adhesinas,
que se concentran en sitios especificos del cuerpo
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del parasito. No esta claro si los receptores de fi-
bronectina estan asociados con la adquisicion de
nutrientes, con la adhesién, o con ambos y se pre-
sume que la laminina interviene directamente en la
adhesién, pues experimentalmente se ha visto que
los trofozoitos se adhieren a materiales cubiertos
con laminina (2,5).

A partir de extractos de cultivos de T. vaginalis se ha
obtenido un factor soluble llamado factor litico que
tiene la capacidad de hidrolizar lipidos y fosfolipidos
de células nucleadas y de eritrocitos, tal y como lo
hace la fosfolipasa A2, por lo cual se lo considera
también como factor de virulencia (16).

Paralalisis de los eritrocitos, actividad correlacionada
con la virulencia del parésito, son indispensables
las CP, proteasas similares a las perforinas y un
conjunto de adhesinas, tres de ellas idénticas a las
adhesinas de unién al epitelio vaginal. Ademés
de ello, T. vaginalis también es capaz de hacer
fagocitosis de eritrocitos (2,9,16).

En el proceso de dafio celular hay que mencionar
que ademas de sus propios mecanismos, el parasito
también induce dafio mediado por la generacién
de radicales libres, especificamente intermediarios
nitrégeno dependientes (17).

T. vaginalis es un paréasito que expresa genes antia-
poptdticos estimulados a su vez por la produccion
de citoquinas y por factores de crecimiento que se
incrementan durante el proceso de adhesion, de tal
forma que el parasito, al inhibir la apoptosis, esta
interfiriendo con un mecanismo natural del huésped
como es el de eliminar células dafiadas, en este caso
por la accién parasitaria (4).

Interaccion con la flora bacteriana vaginal

Las alteraciones de la flora vaginal en las que se
baja la cantidad de Lactobacillus acidophilus y se
incrementa la proporcién de otros microorganismos
anaerobios favorecen el crecimiento de este pa-
résito que por carecer de mitocondria, es tam-
bién anaerobio (2,6). El efecto protector de L.
acidophilus, habitante normal del epitelio vaginal y
que ayuda en el mantenimiento de un pH acido, poco
oOptimo para el desarrollo de T. vaginalis no esta
bien definido y se ha observado experimentalmente
que los trofozoitos tienen la capacidad de fagocitar
estas bacterias y de destruirlas a través de su arsenal
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de CP. Cuando se incrementa el pH vaginal,
por métodos independientes de los metabolitos
bacterianos, los trofozoitos pueden desarrollarse,
incluso en presencia Lactobacillus (6,9).

RESPUESTA INMUNE Y EVASION
A LA RESPUESTA INMUNE

Infecciones naturales permiten observar que la in-
munidad protege parcialmente y que se pueden
presentar varios episodios de tricomoniasis durante
lavida. La primera linea de defensa frente al parasito
es la activacion de la via alterna del complemento, el
aumento de los niveles locales de zinc y el de células
fagociticas, los cuales persisten, incluso después de
controlada la infeccién. Esta respuesta innata, que
se expresa con un flujo de neutroéfilos dirigido a eli-
minar los trofozoitos es mucho mas importante que
la respuesta adquirida, estando demostrado que los
anticuerpos especificos que se encuentran, tanto
en el tracto reproductivo como en el suero, no son
indispensables en la eliminaciéon de los parasitos

(2,9,17).

Llama la atencién que si bien las adhesinas deter-
minan el primer paso para el establecimiento de la
enfermedad, los anticuerpos anti-adhesinas y anti-
moléculas solubles parasitarias son insuficientes pa-
ra bloquear la infeccién, lo que lleva a pensar en
otros factores atin no esclarecidos en el control de
la trocomoniasis (2).

La gran mayoria de infecciones experimentales se
realizan en ratones, a los que también se les ino-
culan Lactobacillus, para crear un ambiente similar
al de la vagina humana; sinembargo, no siempre
se logran las infecciones intravaginales en estos
animales, lo que deja un margen de duda acerca
de la extrapolacion al humano de este tipo de
experimentos (8).

Desde las fases iniciales de la infeccion hay una
notoria migracién de neutrofilos que atraviesan
la barrera epitelial al sitio de infecciéon, asi como
de linfocitos y monocitos en menor grado. En ex-
perimentos en los que se estimulan cultivos de
neutrofilos y monocitos humanos con T. vaginalis se
ve incrementada la produccion de IL-8 y de proteina
quimiotactica de monocitos, independientemente
del tamarfio del indculo. También se observa que
los pacientes con infeccién sintomatica presentan
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un mayor aumento de IL-8, comparados con los
asintomaticos y que hay una importante migracién
de macrofagos para realizar fagocitosis del parasito,
tal y como sucede con otros protozoos, aunque
para ello T. vaginalis haya realizado estrategias de
evasion a este mecanismo (19).

Durante su adhesién, T. vaginalis induce inicial-
mente un aumento en la sintesis y actividad del
factor nuclear NF-kB que reduce transitoriamente la
apoptosis del macrofago, pero luego de una adhesion
prolongada, se inhibe la sintesis de NF-kp y con
ello la expresion de TNF-a e IL-12, que conduce
a una disminucion en la actividad del macréfago
y aunque este parasito no vive dentro de ellos, si
se altera la respuesta inflamatoria encargada de
abortar las infecciones. Ademas, T. vaginalis tiene
la habilidad de ingerir y metabolizar lipoproteinas
cuyos metabolitos inhiben la producciéon de IL-12,
citocina promotora de una respuesta inflamatoria
efectiva (20-22).

En estudios experimentales realizados con ratones se
ha demostrado que la concentracién en el epitelio
vaginal de reactivos intermediarios de nitrégeno
como respuesta a trofozoitos provenientes de muje-
res sintomaticas, es significativamente superior res-
pecto a los de asintomaticas y, que dependiendo
de la cepa de T. vaginalis, se genera una respuesta
inmune especifica que determina la aparicién o no de
los sintomas. De esta manera puede entenderse que
la sintomatologia de la trichomoniasis se relaciona
directamente con el grado de respuesta inflamatoria
generada por el huésped durante la infeccién (19).

La habilidad de de T. vaginalis para evadir la respues-
ta inmune se relaciona también con su tropismo por
el moco cervical, en el que es escasa la cantidad de
complemento, en contraste con la sangre menstrual,
querepresenta unaimportante fuente de complemento
citotoxico y que reduce su carga parasitaria sin impedir
su supervivencia. Hay que recordar que en la sangre
las Trichomonas encuentran en el hierro un factor
facilitado de la adhesion (9).

De otra parte, los anticuerpos especificos IgG e IgA
contra las adhesinas pueden ser degradados por el
arsenal de CP parasitarias, las cuales también de-
gradan la porcion C3 del complemento y la gran
cantidad de antigenos solubles secretados al medio,
neutralizan anticuerpos y los linfocitos T citotoxicos
(17).

Se sabe que uno de los factores que contribuyen
con la cronicidad de la infeccion por T. vaginalis
es la resistencia a la accion del 6xido nitrico (ON),
por medio de enzimas como la flavohemoglobina,
que intervienen en la degradacién del ON y en
la produccién proteinas de choque térmico que
protegen del estrés oxidativo. Esa degradacién del
ON se ve inhibida por concentraciones altas de
02, pero en el microambiente de la vagina, con
altas concentraciones de bacterias anaerobias, se
facilitan las condiciones de anaerobiosis que le son
necesarias (9,23).

EPIDEMIOLOGIA

A nivel mundial la trichomoniasis es la enfermedad
de transmisién sexual nimero uno y se estima que
cerca de 5 millones de casos nuevos aparecen
anualmente en los Estados Unidos, excediendo la
incidencia de infecciones por Chlamydia y gono-
coco. Prevalece méas en personas entre los 20 y
45 afos v la incidencia es mayor en mujeres con
multiples parejas sexuales, o en grupos con altos
indices de enfermedades de transmision sexual
(1,23-25).

El paréasito se recupera del 66% al 100% de las
parejas femeninas de hombres infectados y en el 22%
al 80% de los comparieros sexuales masculinos de
mujeres infectadas. Si bien es cierto que la infeccion
puede autolimitarse, esto sélo sucede en cerca del
20% de las mujeres y por lo menos en el 40% de
los hombres, quizas por la accién tricomonicida de
las secreciones prostéticas, o por la eliminacién
mecénica de los parasitos durante la micciéon. Co-
mo se trata de un parasito que puede sobrevivir
varias horas en ambientes hiimedos como sanitarios
y elementos de aseo personal, eventualmente no se
adquiere por contacto sexual. En los recién nacidos,
durante su paso por el canal de parto se pueden
presentar infecciones y se calcula que entre el 2%
y el 17% de los hijos de mujeres con tricomoniasis
adquieren la infeccién (1,24,25).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Cuando los sintomas aparecen, la manifestacion
clinica mas frecuente en la mujer es la vaginitis,
acompanada de prurito, eritema, dolor abdominal
bajo, disuria y una leucorrea maloliente cuyo pH
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estda generalmente por encima de 4,5. En las
paredes de la vagina se pueden observar microfocos
hemorragicos que cuando comprometen el cuello
del Utero le dan un “aspecto de fresa”, hallazgo
muy relacionado con esta infeccion. En el hombre
es infrecuente el desarrollo de sintomatologia y
cuando sucede, se manifiesta como uretritis con
disuria y eliminacion de flujo por la uretra. También,
aunque con menor frecuencia, se puede presentar
prostatitis crénica (1,2,9,16,26).

COMPLICACIONES ASOCIADAS
A T. VAGINALIS

Parto prematuro

En mujeres embarazas con tricomoniasis existe
un mayor riesgo de parto prematuro relacionado
con un incremento de los niveles de fosfolipasa
A2 en las secreciones vaginales. Se ha propuesto
que la destruccién de los parasitos por la terapia
farmacolégica podria generar un incremento de las
enzimas parasitarias y proteasas, las cuales podrian
mediar la destruccion celular y contribuir con el
parto pretéermino (5). También es reconocido el
incremento de los partos prematuros en asocio con
infecciones bacterianas por Gardenerlla vaginalis,
Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma héminis
y otra bacterias, aisladas en los cultivos de liquido
amnibtico; si se tiene en cuenta que Trichomonas
puede actuar como vehiculo de M. héminis, se
incrementa su relacién con esta complicacion del
embarazo (27).

Infertilidad

La salpingitis generada durante la tricomoniasis
aumenta el riesgo de infertilidad en mujeres. Las
reinfecciones con T. vaginalis aumentan la pro-
babilidad de desarrollar esta complicacion. Asi
mismo en hombres T. vaginalis afecta la motilidad,
viabilidad y viscosidad de los espermatozoides (1).

Aumento de la transmision del virus del sida

En la transformaciéon ameboide y después de la
adhesioén, T. vaginalis muestra un contorno irregular
que indica la remodelacién de su superficie celular
y forma. Durante este proceso las membranas que
contienen la subunidad alfa de la proteina G de T.
vaginalis (TvG-alfa) se diferencian en vesiculas bien
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definidas, que proliferan en nimero y ocupan un
mayor volumen celular. En una fase tardia estas
vesiculas se reagrupan hacia la periferia celular
dando lugar a la formacién de un pseudodpodo rela-
cionado con la secrecion (7).

Como en T. vaginalis las particulas del virus del
sida se encuentran en vesiculas TvG-alfa positivas,
es posible que se descargue el virus después del
contacto con el epitelio, como resultado de la trans-
formacién ameboide, contribuyendo a un incremen-
to en el riesgo de transmision (7).

Durante la coinfeccion de T. vaginalis con el virus del
sida la inmunidad innata inducida por la presencia
del parasito se convierte en una via facilitadora
para el establecimiento del virus debido a que la
produccion de citocinas proinflamatorias, dentro
de ellas el TNF-a y las quimiocinas llevan a una
acumulacion de leucocitos, dentro de ellos linfocitos
CD4 y al aumento en la expresion del receptor
TLR-4 que refuerzan la replicacion viral (9,28,29).
Hay estudios que revelan que la administracion de
un anticuerpo anti-TNF-a disminuye en casi un 50%
la replicacion del virus del sida en coinfeccién con T.
vaginalis y de la misma forma la administracion de
metronidazol por diez dias genera una disminucién
de las células infectadas por el virus en la secrecion
vaginal (28).

El tratamiento contra T. vaginalis en mujeres infec-
tadas con sida también ha demostrado una dismi-
nucién en los niveles de ARN viral y de la misma
manera mujeres tratadas durante diez dias con
metronidazol oral reducen 4,2 veces la cantidad de
virus en sus secreciones vaginales (28).

De otra parte, en los hombres seropositivos para sida
con uretritis sintomatica causada por T. vaginalis se
observa una concentracion de particulas virales en el
semen seis veces mayor, comparados con hombres
positivos para el virus del sida sin tricomoniasis
(1,28).

Adicionalmente, el nivel de inhibidores de las pro-
teasas secretadas por los leucocitos en pacientes
infectados por T. wvaginalis es significativamente
bajo durante la primoinfeccién, aumentandose de
esta manera el riesgo de infeccion por el virus del
sida (28).
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Infecciones por Mycoplasma hominis

M. hominis tiene la capacidad de entrar al citoplasma
de la Trichomona y multiplicarse dentro de ella, de
tal manera que esa localizacion intracelular le confiere
resistencia a las condiciones de estrés oxidativo gene-
rado por los mecanismos naturales de defensa y por
las terapias farmacologicas, dificultando su erradica-
cién. Sin embargo, no todas las bacterias poseen la
habilidad de invadir y sobrevivir dentro del trofozoito
y a su vez T. vaginalis posee diferentes grados de
capacidad para soportar ese crecimiento (29).

Neoplasia cervical

Alservir como vector del virus del papiloma humano,
la trichomoniasis duplica el riesgo de desarrollar la
neoplasia cervical atribuida a este virus (1).

DIAGNOSTICO

Para realizar un diagnéstico directo se debe tomar
orina, flujo vaginal, semen, descarga uretral o se-
creciones prostaticas como muestras de eleccion. La
visualizacién con microscopio de luz se debe hacer
con solucion salina al 0,85% entre diez y veinte
minutos después de tomada la muestra, evitando que
la pérdida de movilidad del parasito, o su distorsion,
antes de desintegrarse, impidan su deteccion. Esta es
una prueba rapida, econdémica y con una sensibilidad
del 60% al 70%, en la que un resultado negativo no
es suficiente para descartar la tricomoniasis y que
requiere ademés de personal experto (1,2,26).

El método de eleccion para el diagnostico es el
cultivo, teniendo en cuenta que su sensibilidad
esta entre el 85% y el 95% vy su especificidad es
superior al 95%; su desventaja es que los parasitos
tardan entre tres y siete dias para crecer y dentro
de los medios més conocidos esta el de Diamond.
En este punto es importante tener en cuenta que si
se trata de hombres, cuyas infecciones pueden ser
de escasa sintomatologia, la sensibilidad del cultivo
baja, mucho mas en ausencia de uretritis (31). La
tincion de Papanicolacau, aunque permite visua-
lizar los parésitos, no se recomienda como método
diagnéstico debido a su baja sensibilidad (1,2,26).

Un experimento con ratones demostrd que no es
recomendable diagnosticar la infeccion mediante
métodos indirectos, ya que la cantidad de

anticuerpos anti-Trichomona guarda una relacién
directamente proporcional a la presentacion clinica
de la enfermedad, lo que indicaria que en casos no
tan sintomaticos, los anticuerpos dificilmente se de-
tectarfan y se reportarian falsos negativos. De reali-
zarse en humanos, estos experimentos serian mas
concluyentes (32).

Hay publicaciones que reportan la deteccion de
antigenos parasitarios en las secreciones con sensi-
bilidad y especificidad similares a las del cultivo,
pero con la ventaja de tan solo diez minutos en
la obtencion del resultado (1,26). En un estudio
realizado en Cuba con 1.129 exudados vaginales se
demostré una sensibilidad del 98% para una prueba
rapida con anticuerpos adheridos a particulas de
latex, la cual se podia realizar en el momento de
la consulta, permitiendo iniciar de inmediato el
tratamiento (33).

Los métodos diagnésticos basados en métodos mole-
culares a pesar de su alta sensibilidad y especificidad
resultan poco adsequibles en nuestro medio, por los
altos costos vy la infraestructura técnica que requie-
ren. La detecciéon del DNA parasitario, usada tam-
bién en el diagnostico de vaginitis por Candida sp.
v Gardnerella vaginalis tienen alta especificidad y
sensibilidad y las mismas limitaciones que las pruebas
basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa
para detectar antigenos. En un estudio publicado
recientemente en el que se evaluaba tricomoniasis
en comparfieros sexuales de mujeres infectadas se
pudo establecer que la sensibilidad la PCR mostraba
una sensibilidad hasta del 98%, comparada con un
22% del cultivo v que para éste ultimo, en el que
muchas veces una sola muestra no es suficiente
para establecer el diagnostico, la sensibilidad se
incrementaba si habia uretritis (31).

TRATAMIENTO

El tratamiento recomendado para las infecciones por
T. vaginalis es el metronidazol (MNZ), medicamento
que cura mas del 90% de las infecciones, en un
régimen de siete dias o con una sola dosis de dos
gramos (1,3,25). Durante el embarazo no se reco-
mienda el uso de metronidazol por sus efectos
teratogénicos, sin embargo puede utilizarse en el
Gltimo trimestre, cuando la madre presente com-
plicaciones, o ante la posibilidad de infeccion peri-
natal para el bebé (24).

Volumen 1 ¢ No. 1-Enerode 2007 71




TRICOMONIASIS

El MNZ ingresa al trofozoito por difusién pasiva
y en el hidrogenosoma es reducido por accién de
la ferrodoxin-6xido-piruvato-reductasa (PFOR), for-
maéandose radicales citotéxicos que rompen el DNA
y promueven la salida de fosfatos de timidina. Sin
embargo, se estima que en el 2,5% al 5% de los
aislados de T. vaginalis ya ha desarrollado un nivel
de resistencia al MNZ, observado en la familia de los
5-nitroimidazoles, que utilizan vias metabdlicas simi-
lares. Esta resistencia suele deberse a inactivacion
de la PFOR, va sea por competencia del oxigeno
por el hidroégeno (en aerobiosis), o por activacién de
las oxidasas del hidrogenosoma (en anaerobiosis),
que impiden la activacion del farmaco (23).

Recientemente se ha planteado la posibilidad de que
la resistencia al metronidazol puede estar ligada a la
presenciade M. hominis pues en un estudio realizado
en China con muestras provenientes de pacientes y
a los que se les realiz6 ensayos de susceptibilidad al
medicamento, se encontré disminuida susceptibilidad
o alta resistencia a la dosis minima letal, en todos
los casos en que se demostraba la presencia de la
bacteria (34).

El tinidazol, un farmaco de segunda generacion
con actividad efectiva en dosis de dos gramos,
presenta el doble de vida media plasmatica que el
metronidazol y se ha utilizado con éxito en casos
de cepas resistentes, con pocos efectos colaterales
(1,24).

La administraciéon del farmaco elegido puede ser
por via oral, intravenosa o topica, aunque en esta
tltima se debe tener en cuenta que el moco cervical
no permite una adecuada penetraciéon, por lo cual
su efecto no es el mejor. En algunas ocasiones y
para obtener mejores resultados, se utiliza la via oral
o intravenosa conjugada con la tépica (1, 24).

Estudios recientes préximos a publicarse revelan
que la nitazoxanida, un farmaco antiparasitario de
amplio espectro, actia como inhibidor de la piru-
vato ferrodoxin-flavodoxin oxidorreductasa de T.
vaginalis y de otros protozoos anaerobios, pero
utilizando una via diferente a la del metronidazol,
lo que implicaria ausencia de los mecanismos de
resistencia descritos hasta la fecha, hecho que per-
mitirfa proponer este medicamento como posible
alternativa de tratamiento (35).

CONCLUSIONES

La tricomoniasis no ha tenido la relevancia suficiente
en el ambito de la salud publica, ni se le ha dado la
importancia suficiente en el contexto epidemiologico
delas enfermedades de transmision sexual, a pesar de
su gran incidencia desde hace mas de cuatro décadas.
Teniendo en cuenta que se trata de un parasitismo
que predispone a padecer otras enfermedades y a
ocasionar complicaciones en el embarazo, tanto por
si mismas, como por las infecciones bacterianas que
favorece, es recomendable su oportuno diagnostico,
su control con medicamentos y el desarrollo de
campanias educativas orientadas a su prevencion.
Si bien es cierto que las moléculas y enzimas de
los parasitos se han definido como promotoras de la
adhesion, de la colonizacion, de la destruccion de las
células del huésped y de la evasion de la inmunidad,
algunas de ellas y por mecanismos indirectos, estan
involucradas en la adquisicion y mantenimiento de
otras infecciones, que en este caso concreto de
T. vaginalis es nada menos que el virus del sida,
una de las méas devastadoras infecciones del mundo
moderno.
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RESENA DE UN EXALUMNO
DESDE EL EXTERIOR

ANDRES MENESSEs Diaz, MD, ND.

Cuando se piensa en grande se llega lejos.
Siempre hemos creido que no hay limites en
la vida y que todo lo que una persona se pro-
pone realizar, con la convicciébn de que se pue-
de lograr, termina convirtiéndose en realidad.

Me gradué en diciembre de 1994 y como cualquier
estudiante de medicina, después de haber pasado
noches muy largas haciendo turnos de internado y
estudiando para presentar examenes, tenia muchas
metas y deseos de cambiar el mundo. El gran dia
de la graduacién llegd vy era tiempo de continuar el
camino por mi mismo. Me despedia del alma méter
que me habia visto nacer y crecer profesionalmente y
les debia decir adi6s a los entrafiables amigos que me
habian acomparniado durante seis inolvidables afios.

Siempre tuve la idea de especializarme en el exterior
y particularmente en los EE.UU. Gracias a mi padre,
piloto de la Fuerza Aérea, habia tenido la oportunidad
de viajar por muchos paises, conocer diversas culturas
y observar el mundo como una sola unidad sin fronte-
ras y sin limites. Fue asi como una vez terminado mi
rural, empaqué maletas y me embarqué hacia Texas
en los EE.UU., buscando hacer realidad mis suefios.

Como desde mi internado y durante el afio rural
habia enviado varias cartas a diferentes universidades
solicitando un cupo para hacer un post doctorado y no
obtuve ninguna respuesta positiva, decidi viajar para
buscar directamente la posicion que ambicionaba.

Ya ubicado en Houston empecé a trabajar en lo que
podia, dedicando la mayoria de horas disponibles
a estudiar en la biblioteca del Centro Médico de
Houston y a preparar los examenes de la licencia
médica, los famosos USMLE (United States Medi-
cal Licensing Examination). El Centro Médico de
Houston es el complejo hospitalario més grande
del mundo y en donde se ubican los hospitales
namero uno en las especialidades de Oncologia,
Neurociencias, Urologia, Pediatria y Cardiologia,
entre otros. Alli se encuentran integrados los labo-
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ratorios de investigacion en las diferentes especiali-
dades, hasta el punto de convertirse también, en la
organizacién investigativa més grande del mundo.

En la biblioteca conoci a varios médicos y entre ellos,
a uno que estaba haciendo un fellow en Urologia vy
a quien le conté sobre mi interés en la investigacion,
con la suerte que me invit a conocer el laboratorio
en donde trabajaba y me relacion6 con sus jefes.
Tuve la fortuna de que me invitaran a participar
como observador en sus proyectos; poco a poco
fui involucrandome hasta el punto que aprendi
las técnicas basicas de biologia molecular, de tal
manera que terminé colaborando directamente
en los estudios que se estaban llevando a cabo.

Lo anterior me implicé un esfuerzo adicional: durante
el dia trabajaba en una clinica como asistente médico
del director con el fin de sostenerme y en las noches,
trabajaba en el laboratorio desarrollando un proyec-
to dedicado a identificar marcadores tumorales en
tejidos de pacientes con cancer de prostata y vejiga.

Asi trabajé durante cerca de dos afios, buscando
desarrollar la técnica més adecuada para identificar
tales marcadores. Este no fue un trabajo facil y dos
investigadores habian tenido que renunciar como
consecuencia de multiples intentos fallidos. Final-
mente, después de repetir una y otra vez la misma
técnica, a consecuencia de un pequerio error sucedid
algo sorprendente. Por curiosidad, habia puesto los
tejidos en el microondas mas tiempo de lo estipulado
y al terminar la coloracion, creyendo que todo iba
a salir mal, al mirar por el microscopio observé una
imagen nitida de los receptores en el tejido. A pesar
de que eran las dos de la mafiana, el hallazgo fue
tan importante que a esa hora me comuniqué con
el investigador principal, quien a pesar de la hora,
vino a confirmar los hallazgos. A partir de ese dia, las
fichas de los diferentes rompecabezas en que habia
estado enfrascado empezaron a encajar en su sitio,
al punto que pudimos publicar més de siete articu-
los en revistas especializadas en cancer y urologia.




REFLEXION

Gracias a ello obtuve una excelente carta de recomen-
dacién que me abrio las puertas para comenzar un
fellow posdoctoral en terapia génica en la Universidad
de Baylor. Paradodjicamente y para mi sorpresa, mi
jefe seria el mismo que afios atras me habia enviado
una carta rechazando mi solicitud para trabajar en
su departamento.

Con el transcurso del tiempo fui nombrado presidente
y representante de la organizacién que agrupa a los
Ph.D y médicos en el programa de fellows posdoc-
torales del Colegio de Medicina de Baylor y como
vicepresidente del comité de minorias profesionales
de la misma Universidad. Durante ese tiempo tam-
bién pude adelantar estudios de Medicina Alternativa
e Integrativa en Capital University of Integrative Me-
dicine en la ciudad de Washington, D.C, con sede en
Georgetown University y actualmente soy el encar-
gado de los proyectos de investigacion de enferme-
dades congénitas cardiovasculares y dirijo la Clinica
de Genética Cardiovascular en el Texas Children’s
Hospital, que es el mas grande hospital infantil de

Norteamérica vy, al mismo tiempo, ejerzo mi prac-
tica privada como médico en Medicina Integrativa.

Es asi como he venido escalando peldafios en el
desarrollo de mi actividad profesional y personal. Sé
que me quedan otros mas por ascender, pero tengo
la certeza de que llegaré a donde me he propuesto
llegar porque gracias a Dios cuento con la formacion
que recibi en mi pais, de la cual me siento orgulloso
y porque tuve la gran fortuna de pasar por la Es-
cuela Militar de Medicina, hoy en dia Facultad de
Medicina de la Universidad Militar Nueva Granada.

Deseo resaltar que mis modestos logros no son mas
que una muestra representativa de lo que cada uno
de los profesionales de nuestra universidad puede
hacer. Debo agradecer a los profesores por sus
ensefianzas y la mistica que me inculcaron, a mis
padres por el afan de superaciéon y responsabilidad,
a mis comparieros por las horas gratas que vivi con
ellos y en general a la Universidad Militar Nueva Gra-
nada, por la formacion y el temple que me brindo.
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ENTORNO

MAYERLI RoDRIGUEZ MARTINEzZ, PAuL RAINER GIs

Entorno es un espacio creado con el fin de difundir
informaciéon de interés a la comunidad académica,
como lo son congresos, simposios, convenciones,
cursos, etc., proximos a realizar y temas de interés
para los estudiantes y profesionales de la salud como
el internado, el afo rural y la legislacion médica,
entre otros.

Sus sugerencias, preguntas y temas para tratar en
esta seccidon pueden ser enviadas al correo electr6-
nico semilleros.med@umng.edu.co

+ V SIMPOSIO INTERNACIONAL
DE CARDIOLOGIA

Febrero 16 al 18 de 2007

Lugar: Medellin

Informes: Sociedad Colombiana de Cardiologia
Av 9 N° 126-18 Ofic. 201-202 Bogota.

Tels 253 0012 - 253 0044 www.scc.org.co

e XII CONGRESO MEDICINA CRITICA
Y CUIDADO INTENSIVO

Marzo 16 al 18 de 2007

Lugar: Bogota

Informes: Asociacion Colombiana de Medicina
Critica y Cuidado Intensivo

Cra 15 N° 104-76 Ofic. 208. Tel: 215 0990
e-mail: asocrit@cable.net.co

* XI CURSO BIENAL DE OBSTETRICIA
Y GINECOLOGIA

Abril 26 al 28 de 2007

Lugar: Bogoté, Centro de Convenciones Gonzalo
Jiménez de Quesada

Informes: Asociacion Bogotana de Obstetricia y
Ginecologia. Federacion Colombiana de Asocia-
ciones de Obstetricia y Ginecologia

76 SEMILLEROS {{fgd

* XVI CONGRESO INTERNACIONAL
DE DOLOR

Abril 28 al 30 de 2007

Lugar: Bogota

Informes: Asociacién Colombiana para el Estudio
del Dolor

Calle 134 N° 13-83 Ofic. 715. Tel: 627 1897
e-mail: dolor@cable.net.co

e XXI CONGRESO ASOCIACION
COLOMBIANA DE MEDICINA/AMERICAN
COLLEGE OF PHYSICIANS

20 al 22 de septiembre de 2007

Lugar: Barranquilla

Informes: Asociacion Colombiana de Medicina
Interna

Cra 16A N2 77-11 Ofic. 204. Tel: 236 8682
- 8994. www.acmi.org.co

e-mail: acminal@etb.net.co

Desde el primero de diciembre de 2006 los estudian-
tes de XI semestre iniciaron su afio de internado en
las diferentes plazas, las cuales se otorgan de acuerdo
a varios criterios, entre ellos el interés especifico
del estudiante, el promedio general acumulado, el
cupo disponible para cada plaza, los convenios de
la universidad con diferentes clinicas y hospitales,
entre otros.

El estudiante escoge su plaza segin sus expectativas
respecto al afio de internado, ya que hay plazas que
son mas practicas, otras mas académicas, algunas
manejan mas las ciencias quirGrgicas, otras las cli-
nicas, etc.

El promedio general acumulado es de suma importan-
cia ya que quienes obtengan los mejores promedios
tendran derecho a elegir su plaza y, a medida que
se van llenando los cupos disponibles, los demés
estudiantes se deben ubicar en los sitios de rotacion
restantes.




RODRIGUEZ M., RAINER P.

Se deben realizar las cuatro rotaciones correspon-
dientes a ciencias clinicas béasicas: medicina interna,
cirugia, pediatria y ginecologia y obstetricia, que
abarcan un semestre del afio de internado; en los
otros seis meses se podra, segun la eleccién del
estudiante y disponibilidad de plazas, repetir las ro-
taciones basicas o elegir rotaciones de especialidades
como otorrinolaringologia, oftalmologia, ortopedia,
dermatologia, etc.

Si las plazas disponibles no llenan las expectativas del
estudiante, éste puede ubicar una plaza de rotacién
diferente a las propuestas por el programa, siempre
y cuando el estudiante realice el tramite pertinente,
previa aceptaciéon y respaldo de la universidad. Otras
especificaciones como costos, calidad académica
del hospital, deben ser valorados en cada caso par-
ticular.

A continuacién presentamos las plazas de internado
en las cuales nuestros estudiantes de ultimo afio
de medicina estan rotando y el nimero actual de
internos:

INTERNOS XI 2007-1

Hospital Militar Central 5
Hospital Naval de Cartagena 8
Hospital Occidente de Kennedy 2
Hospital Militar de Oriente (Apiay) 4
Hospital de Meissen 12
Hospital San Juan de Dios de Zipaquira 4

Hospital San Rafael de Facatativa 5
Fundacién Cardio Infantil 2
Fundacién Santa fé de Bogota 1
Hospital Clinica San Rafael 6
Internado especial en la CIB de Medellin 1

Esta Ultima plaza se tramité por un interés propio
y por la capacidad investigativa del estudiante y fue
aceptada por el jefe de la Unidad de Inmunogenética
de la Corporacién para Investigaciones Biologicas de
Medellin (CIB).

Algunas instituciones a pesar de tener convenio con
la Universidad, establecen sus propios criterios de
seleccién como son la Fundacion Santa Fé de Bogota
y la Fundacion Cardio-Infantil, el proceso consiste en
un examen de conocimientos y una entrevista. Vale
la pena destacar que en las ultimas convocatorias
realizadas en la Fundacién Cardio-Infantil, todos los
aspirantes de nuestra facultad fueron aceptados.

INTERNOS XII 2007-1

Hospital Militar Central 21
Hospital San Juan de Dios 2
Fundacién Santa fé de Bogota 1

La decision de escoger la plaza de internado requiere
mucha responsabilidad, ya que ademés de sentirnos
a gusto con un sitio en particular, se debe tener en
cuenta que es el ultimo periodo de practica super-
visado antes de enfrentarnos al rural y a la practica
médica misma.
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PACIENTE IMAGINARIO

Oscar ORTEGA HERNANDEZ

Paciente imaginario es una seccién en la cual es pre-
sentado un caso clinico con los datos de la historia
clinica completa, en algunos se incluye manejo y se
plantean diferentes preguntas respecto al caso como
diagnéstico, diagnostico diferencial, conducta de
manejo, entre otras; el objetivo es que los estudiantes
realicen un ejercicio de analisis exhaustivo del caso tal
y como si fuera su paciente, desarrollando habilidades
analiticas y de compresion de lectura, poniendo en
préctica todo lo aprendido.

Para el o los estudiantes que desarrollen el mejor
analisis del caso clinico junto al diagnostico vy diag-
nosticos diferenciales, enviado al e-mail semilleros.
med@umng.edu.co les serd otorgado un premio
sorpresa. Las respuestas y la observacion respectiva
de este paciente imaginario seran publicadas en
nuestra siguiente edicion.

HISTORIA CLINICA

Paciente masculino, 32 afios de edad, soldado vo-
luntario.

Motivo de consulta: Dificultad para respirar.

Enfermedad actual: Cuadro clinico de 10 semanas
de evolucién consistente en astenia, adinamia y dete-
rioro progresivo de la clase funcional hasta Ill/IV, una
semana después IV/1V, ortopnea, disnea paroxistica
nocturna, tos productiva ocasionalmente purulenta,
v hemoptoica refiere pérdida de peso asociada no
cuantificada.

Antecedentes: Patologicos: artritis pi6bgena diag-
nosticada y tratada hace dos afios con Oxacilina e
Ibuprofeno. Toxicoalérgicos: niega tabaquismo, niega
uso de sustancias sicoactivas. Familiares: negativos.
Epidemioldgicos: vivid en casa de baraque hace tres
meses, reconoce los “pitos”. ETS: niega.

Revision por sistemas: Pérdida de peso de dos

meses de evolucion, fiebre ocasional no cuantificada
sin patrén claro, bajo rendimiento en pruebas fisicas
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por intolerancia al ejercicio, tos descrita, niega ade-
nopatias, dolor abdominal, alteraciones gastrointes-
tinales, lesiones en piel o artralgias.

Examen fisico de ingreso: Paciente de raza ne-
gra. Signos vitales: FC: 120 latidos por minuto, TA:
110/60mmHg FR: 28 respiraciones por minuto,
Temperatura: 36.5° C; mucosa oral hiimeda, presen-
ta ingurgitacién yugular GI, no presenta adenopatias;
ruidos cardiacos taquicardicos, soplo sistolico GIII/VI
en foco trictspideo y adrtico accesorio; ruidos respi-
ratorios disminuidos en base pulmonar izquierda, no
estertores; abdomen blando depresible sin presencia
de hepatomegalia ni esplenomegalia, ruidos intesti-
nales normales; extremidades eutréficas, sin edemas,
perfusion distal adecuada; paciente alerta conciente
orientado no deéficit motor ni sensitivo evidentes.

Exdmenes paraclinicos de ingreso:

Hemoglobina: 11,7 mg/dl
Hematocrito: 36,7%
Leucocitos: 9600 cel/ml
Neutrofilos: 6 4 %
Linfocitos: 25 %
Monocitos: 6 %
Plaquetas: 292000 cel/ml

Hipocromia y microcitosis

BUN: 17.7 mg%
Creatinina: 1,2 mg/dl
Baciloscopia: Negativa

Rayos X de Térax: Cardiomegalia Grado 11, liquido
en cisuras, redistribucion del flujo pulmonar, derra-
me pleural izquierdo, no presenta otros hallazgos
adicionales.

* Establezca cinco posibles diagndsticos diferencia-
les, justifiquelos.

* Senale laboratorios adicionales que usted con-
sidere se deben solicitar de acuerdo a los datos
suministrados.

* Senale su manejo inicial en urgencias.
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ANALISIS Y MANEJO INICIAL

Paciente joven masculino con deterioro de la clase
funcional previa normal asociado a disnea, ortopnea,
hemoptisis, pérdida de peso, fiebre sin patrén claro,
taquicardia, soplo cardiaco y evidencia radiologica
de crecimiento global de cavidades, antecedentes
epidemioldgicos y procedencia de zona endémica,
niega otros antecedentes de importancia en su en-
fermedad actual.

Es hospitalizado y se inicia oxigeno, restriccion hi-
drica, Furosemida IV, Captopril, Enoxaparina, orden
de curva térmica, hemocultivos durante pico febril,
profilaxis antiembolica v traslado a pisos.

» Senale sus diagnésticos de trabajo propuestos de
acuerdo al andlisis del caso y si considera apropia-
do el manejo inicial realizado en urgencias.

Paciente revalorado en 28 pisos con signo vitales:
FC: 90; TA: 120/70; FR: 28°C; T°: 37°C. Peso:
63kg, ortopnea, soplo sistolico GIII/VI en focos de
la punta, predominio mitral, que borra S1 irradiado
a la axila, ausencia de fiebre, no edemas.

Ecocardiograma transesofagico Doppler:
Ventriculo izquierdo: Diametros y volimenes en li-
mite superior de normalidad, paredes anormalmente
engrosadas, masa ventricular total (150 g/m?), disfun-
cién diastolica compatible con patréon restrictivo,
incremento de la trabeculacion del ventriculo y de la
refringencia del miocardio.

Auricula Izquierda: Dilatacion severa (5.9), no hay
presencia de masas ni trombos intracavitarios.

Valvula mitral: Valvas difusamente engrosadas,
imagen sugestiva de infiltracién de 2 cm. en valva
anterior, prolapso de valva anterior, aparato subvalvu-
lar y anillo normales. Prolapso anterior, regurgitaciéon
exceéntrica, con importante efecto coanda que alcanza
el techo de la auricula, area jet regurgitante 8,5 cm?
con flujo reverso positivo en venas pulmonares.

Ventriculo derecho: Normal.
Auricula derecha: Normal.

Vadlvula tricuspide: Normal, minima regurgitacion

PSAP 65 mm/Hg.

Vaélvula Aértica: Normal.
Pericardio: Normal, no presenta derrame.

e Establezca los problemas de trabajo que difi-
cultan el diagnéstico.

* Analice si los datos de hospitalizacién y ecocar-
diograficos cambian el panorama diagnosti-
co.

e Elabore su enfoque clinico y paraclinico.

e Determine el manejo farmacolégico en este
caso.

Evolucién: Paciente quien presenta disminuciéon de
tos y disnea, afebril, tensiones arteriales promedio
90/60. Manejo con Enalapril 5mg/dia como tnica
modificaciéon al manejo inicial; serologia para cha-
gas negativa, baciloscopia negativa, hemocultivos
negativos.

Valoracién por cardiologia: Insuficiencia mitral
severa, hipertensiéon pulmonar moderada, insuficien-
cia cardiaca congestiva (ICC) clase funcional II/1V,
sindrome anémico, adicionan Metoprolol 25mg/dia,
Mononitrato de Isosorbide 10mg cada 12h; sugieren
la posibilidad de biopsia endomiocérdica, solicitan
electrocardiograma (EKG) de sefial promediada, Test
Holter y ferrocinética.

Ante la sospecha de proceso infiltrativo se considerd
la realizacion de otros estudios diagnésticos por poca
probabilidad de compromiso miocérdico exclusivo
por lo cual se solicit6 biopsia de grasa abdominal,
mucosa oral, proteinuria de 24 horas.

e Qué criterios serialan en este caso la posibilidad
de realizar biopsia endomiocardica.

e Qué procesos infiltrativos pueden considerarse
en el diagnoéstico diferencial y como realizar su
enfoque.

e Qué indicaciones tiene el paciente para la
realizacién de estudio Holter, EKG de senal
promediada y cudl es su utilidad en este caso.

e Realice su aproximacién diagnéstica al sindro-
me anémico.

e Determine indicaciones del manejo farmacolé-
gico instaurado por cardiologia.

Test Holter: Ritmo sinusal, aplanamiento patrén
circadiano y variabilidad R-R severamente deprimi-
da, QTc prolongado en todas las frecuencias, QTc
maximo 527mseg.
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PACIENTE IMAGINARIO

EKG de sefial promediada anormal con criterios 3/3
para muerte subita.

Reporte de biopsia negativo para enfermedad infiltra-
tiva sospechada. Se decide programar para biopsia
endomiocérdica.

Interconsulta hemodinamia: Paciente con diag-
nostico de proceso infiltrativo endomiocardico de
etiologia a establecer. Signos vitales: TA:100/60;
FC: 80; FR: 16; Pico febril (37,8°C) aislado sin
causa aparente por lo cual no se realiza el proce-
dimiento.

Hemoglobina: 10,7mg/dl
Hematocrito: 34%
Leucocitos: 9150cel/mm?3
Neutrofilos: 50%
Linfocitos: 33.9%
Monocitos: 6%
Plaquetas: 368000 cel/mm?

Hipocromia y microcitosis

» Establezca de acuerdo a los datos la severidad del
proceso.

e Considere otra imagen diagnéstica dindmica com-
plementaria ttil en este caso.

e Conducta con respecto al pico febril que presenté
el paciente.

* Biopsia extracardiaca negativa para proceso infil-
trativo, que conducta asume con respecto a sus
diagnosticos.

Se solicitan nuevos hemocultivos reportados como
negativos, no presenta picos febriles adicionales.
Se solicité ventriculograma que reporta fraccion
de eyeccion de 60%, auricula izquierda aumentada
de tamario. Aortograma: Plano aértico deformado
con imagen hipercaptante del medio de contraste
compatible con absceso de anillo adrtico, insuficien-
cia adrtica grado II, hipertensiéon pulmonar severa,
hipertensiéon venocapilar severa.

Ecocardiograma transesofagico Doppler:

1. Iméagenes sugestivas de abscesos multiples en
plano valvular mitral y rafe mitroaértico.

2. Insuficiencia mitral severa con perforacién de
valva anterior e imagen de vegetacion.

3. Enfermedad infiltrativa de valvula mitral.

4. Hipertensién pulmonar severa.

5. Insuficiencia adrtica grado 1I.
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6. Dilatacién auricula izquierda
7. Derrame pericardico 250 cc.

Hemocultivos: Gérmenes comunes y de crecimiento
lento.

Se inicia tratamiento con Vancomicina/Gentamicina,
Digital, monitoria EKG, paraclinicos.

Hemoglobina: 9,2 mg/dl
Hematocrito: 28.8%
Leucocitos: 9400 cel/mm?3
Neutrofilos: 71%
Linfocitos: 23%
Monocitos: 6%
Plaquetas: 396000 cel/mm?
VSG: 51 mm.h
PCR: 6

Hipocromia y microcitosis

e Paciente quien a pesar de evolucion clinica estable
presenta deterioro evidente en ecocardiograma.
Cudles posibilidades diagndsticas deben conside-
rarse.

* Analizando las imdgenes ecocardiogrdficas cuales
diagnésticos diferenciales son compatibles con los
hallazgos.

e Determine si el manejo antibidtico estd indicado vy
si considera el esquema adecuado.

Evolucién: paciente taquicardico hipotenso, con
deterioro de la funcién renal (Creatinina 5,6mg/dl;
BUN 46,5mg%), se realiza restriccién hidrica, persiste
hipotenso, es llevado a hemodiélisis, se logra estabili-
dad hemodinamica, permanece afebril, clase funcional
estable, contintia tratamiento antibiético ajustado a
funcién renal.

Valoracion por Cirugia Cardiovascular: pa-
ciente con descompensacién hemodinamica aguda
e insuficiencia renal, por lo cual consideran requeri-
miento de dos protesis valvulares y parches, siendo
un procedimiento de alto riesgo quirtirgico por el
estado actual del paciente.

Reporte de Hemocultivos: negativo para gérme-
nes comunes, Brucella abortus negativo, se solicita
serologia para Coxiella.

Paciente con mejoria, tolera didlisis, volimenes uri-
narios adecuados.
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Evolucién: Signos vitales: FC: 109 x min; TA:
90,/60 mmHg; FR: 18 x min. A febril. Paciente con
tos y disnea moderados; soplo sin cambios. Balance
negativo: (-) 50; diuresis: 0,7 cc/Kg/hora.

Al dia siguiente presenta paro cardiorrespiratorio,
se le realiza reanimacién cerebro cardio pulmonar
(RCCP), ritmo sinusal, segundo paro a los 7 minutos,
traslado a la unidad de cuidados intensivos corona-
rios (UCIC), reanimacion adecuada, se estabiliza
durante una hora, nuevo episodio de hipotension y

bradicardia, colocacién de marcapasos transitorio,
maniobras de reanimacién por 40 minutos, no res-
ponde, finalmente fallece.

* De acuerdo a la evolucién del paciente, cudl es su
diagnéstico final como causa de muerte.

e Los hemocultivos negativos fueron una constante
en este caso, cudl es su apreciacién al respecto.

* Senale su apreciacién personal y cudles modifica-
ciones al enfoque realizado, haria usted.
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GUIA PARA LOS AUTORES

El Comité de publicaciones de la revista Semilleros
Med establece las directrices en cuanto al formato que
deben contemplar los manuscritos enviados a esta revis-
ta. Las siguientes recomendaciones para los articulistas
fueron elaboradas y adaptadas con base en guias inter-
nacionales ampliamente reconocidas de: International
Committee of Medical Journal Editors 2006, Stu-
dents Biomedical Journal 2000, World Association of
Medical Editors y Normas Vancouver - Actualizacién
2005. Su objetivo es proporcionar una ayuda estructu-
rada durante la elaboraciéon de un articulo.

RECOMENDACIONES PREVIAS
AL ENVIO DEL ARTICULO

Evitar en definitiva el uso de “copiar y pegar” o la tra-
duccion literal de articulos publicados en revistas de otros
idiomas, los cuales seran considerados como fraude.

No debe infringirse el derecho a la intimidad de los pa-
cientes, por ello debe contarse con su consentimiento
informado. No se publicara informaciéon de caracter
identificativo en textos, fotografias e historiales clinicos,
a menos que dicha informacion sea esencial desde el
punto de vista cientifico y el paciente (familiares o tutor)
haya dado su autorizacién por escrito para la publica-
cion, el cual debe tener acceso directo al documento
original que se pretende publicar. Y no se podran alterar
o falsear datos del paciente para lograr el anonimato.

REQUISITOS PARA EL ENVIO
DE MANUSCRITOS

e Revise la ordenacién del documento: pagina del
titulo con autor y datos del mismo, resumen con
palabras clave en espariol e inglés, texto (introduc-
cion, desarrollo del tema, conclusiones y agradeci-
mientos, si es de pertinencia materiales y métodos,
resultados vy discusion) y referencias bibliograficas.

e Las tablas, figuras y graficas con sus respectivas
leyendas deben ser realizadas por el articulista, de
no serlo debe presentarse adjunto la autorizacién
del autor de la misma ya sea esta tomada de libros,
Internet o revistas.

e El texto del articulo se imprimira en papel blanco,
tamafio carta y a una sola cara.

82 SEMILLEROS [{fed

¢ Laentrega de articulos se hara en forma de trabajo
impreso, junto a CD etiquetado con formato y nom-
bre de archivo. Debe incluir carpeta de los articulos
citados en los dos medios y carta de autoria.

e Conserve una copia de todo el material enviado.

CARTA DE AUTORIA

Como requisito indispensable, el articulo debe acompa-
farse de una carta en la cual el autor principal y todos
los coautores expresan claramente que el manuscrito
presentado ha sido leido y aprobado por todos para
ser enviado a Semilleros Med; y se da autorizacion
para la divulgacion del mismo en la revista incluyendo
la versién electrénica, con proteccién a sus derechos de
autor. Debe aclararse que el articulo no ha sido publicado
con anterioridad. Se colocaran los datos personales de
los autores incluyendo: nombre completo, documento
de identidad, cédigo institucional, nivel académico
maéaximo, teléfono fijo y celular y direccién del correo
electrénico.

AUTORIA

Para concederle a alguien el crédito de autor, hay que
basarse Ginicamente en su contribucién esencial en lo
que se refiere a: 1) la concepcion y el disefio del estudio,
la recoleccion de los datos, el andlisis y/o la interpre-
tacion de los mismos; 2) la redaccion del articulo o la
revision critica de una parte sustancial de su contenido
intelectual; y 3) la aprobacion final de la version que sera
publicada. El orden de los autores dependera de la deci-
sién que de forma conjunta adopten los coautores.

Contenido de la pagina del titulo:

1. El titulo del articulo, el cual debe ser conciso pero
informativo.

2. El nombre de cada uno de los autores, acomparia-
dos de su grado académico mas alto.

3. Elnombre de la ciudad, seguida por departamento
y pais donde se desarroll6 el trabajo.

4. La direccion electronica para correspondencia del
autor responsable de la misma.

5. Elresumen debe redactarse en espariol e inglés; no
excedera las 150 palabras. En él se indicaran los ob-
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jetivos de la revision o del trabajo de investigacion,
los materiales y métodos empleados, los resultados
mas destacados mediante datos concretos y a ser
posible, su significacién estadistica; y las principales
conclusiones.

6. Las palabras clave estaran escritas en espafiol e
inglés, acompariando el resumen del idioma corres-
pondiente, deben tener un nimero de 3-10 palabras
que faciliten el analisis documental del articulo.

INTRODUCCION

Se indicara el propésito del articulo y se realizara de
forma resumida una justificacién del estudio o articulo
de revision. En esta seccion del articulo se incluiran las
referencias bibliogréficas estrictamente necesarias. No
se colocaran datos o conclusiones.

MATERIALES Y METODOS

Se describira con claridad la forma como fueron
seleccionados los sujetos sometidos a observacion o
participantes en los experimentos (pacientes o anima-
les de laboratorio), con las respectivas variables. En
los articulos pertinentes se han de incluir los métodos
utilizados para localizar, seleccionar, recoger y sintetizar
informacién.

TEXTO

El desarrollo y el esquema del articulo dependen del tipo
de articulo y seccién a la que se destinara, ya sea esta:
Articulos Originales, Articulos de Revision o Casos Cli-
nicos. Debe evitarse el uso de modismos, regionalismos
o cualquier variaciéon del idioma que vaya en contra de
su buen uso. Los farmacos deben ser mencionados con
su nombre genérico; en caso de que el autor lo desee,
el nombre comercial debe aparecer entre paréntesis
junto al signo ®.

UNIDADES DE MEDIDA

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se deben
expresar en unidades métricas (metro, kilogramo, litro) o
sus multiplos decimales. Las temperaturas se facilitaran
en grados Celsius y las presiones arteriales en milimetros
de mercurio. Todos los valores de parametros hemato-
légicos y bioquimicos se presentaran en unidades del

sistema meétrico decimal, de acuerdo con el Sistema
Internacional de Unidades (SI).

ABREVIATURAS

Utilice Ginicamente abreviaturas normalizadas, aclarando
su significado en la primera mencion, salvo si se trata
de una unidad de medida comun. Evite las abreviaturas
en el titulo y en el resumen.

DISCUSION

Haga hincapié en aquellos aspectos nuevos e impor-
tantes del estudio y en las conclusiones que se deriven
de ellos. No debe repetir en forma detallada los datos
u otras informaciones ya incluidas en los apartados de
introduccién y resultados. Explique el significado de los
resultados, las limitaciones del estudio, asi como sus
implicaciones en futuras investigaciones. Se compararan
las observaciones realizadas con las de otros estudios
pertinentes.

AGRADECIMIENTOS

Incluya la relaciéon de todas aquellas personas que han
colaborado pero que no cumplan los criterios de autoria,
apoyo general prestado por el jefe del departamento y
a quienes brindaron apoyo financiero.

Las personas que hayan colaborado en la preparacion
del original, pero cuyas contribuciones no justifiquen su
acreditacién como autores podran ser citadas bajo la
denominacién de “investigadores clinicos” o “investiga-
dores participantes” y su funcion o tipo de contribucion
debe especificarse, por ejemplo “asesor cientifico”,
“revision critica de la propuesta de estudio”, “recogida
de datos” o “participacién en el ensayo clinico”.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Las referencias o citas bibliograficas constituyen una
seccion destacada en un trabajo cientifico. La seleccién
cuidadosa de documentos relevantes, es un elemento
que da solidez a la exposicion tedrica del texto y cons-
tituye una importante fuente de informacién para el
lector. El nimero minimo de referencias bibliograficas
debe ser de 20, de los cuales el 70% ha de corresponder
a libros y articulos cientificos, el porcentaje restante a
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paginas de Internet y demaés. Los articulos revisados
deben tener una fecha de publicacién no anterior al
ano 2001 en su gran mayoria.

Numere las referencias consecutivamente segin el
orden en que sean mencionados en el texto, utilizan-
do nimeros arabigos en superindice y sin paréntesis.
Cuando hay maés de una cita, éstas deben separarse
mediante comas. Si en el texto se menciona un autor,
el nimero de la referencia se pone tras el nombre del
autor, al tratarse de un trabajo realizado por mas de
dos autores, se cita el primero de ellos seguido de la
abreviatura “et al” y su nimero de referencia.

Se recomienda no citar revistas traducidas al espariol.
Es aconsejable recuperar la cita de la versiéon original,
va que es mas facil localizar la revista, ademas de
resultar el documento original mas fidedigno.

Las referencias que se realicen de originales acepta-
dos pero atin no publicados se indicara con expre-
siones del tipo “en prensa” o “préxima publicacion”;
los autores deberan obtener autorizacion escrita y
tener constancia que su publicaciéon esta aceptada.
La informacién sobre manuscritos presentados a una
revista pero no aceptados, citela en el texto como
“observaciones no publicadas”, previa autorizacion
por escrito de la fuente.

ESQUEMA PARA LAS REFERENCIAS

1. Articulos de Revistas
Autor/es*. Titulo del articulo. Nombre o abrevia-
tura® Internacional de la Revista. Afio; Volumen
(nimero***): Pagina inicial-final del articulo.
Si los autores fueran més de seis, se mencionan los
seis primeros seguidos de la abreviatura et al.

2. Libros y monografias
Autor/es. Titulo del libro. Edicién. Lugar de
publicacion: Editorial; Afio.
Nota: La primera edicién no es necesario con-
signarla. La edicion siempre se pone en nimeros
arabigos y abreviatura ( 22 ed.) Si la obra estuviera
compuesta por mas de un volumen, debemos
citarlo a continuacion del titulo del libro.

3. Capitulo de libro
Autor/es del capitulo. Titulo del capitulo. En*:
Director/Coordinador/Editor del libro. Titulo del
libro. Ediciéon. Lugar de publicaciéon: Editorial;
Ano. Pagina inicial-final del capitulo.
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4.

10.

Organizacién como autor

Nombre de la organizacion. Titulo de la publi-
cacioén. Ediciéon. Lugar de publicacion: Editorial;
Ano.

Actas de congresos

Nombre del congreso. Nombre de la ponencia;
Fecha de inicio y finalizacion del evento en na-
meros arabigos seguidos del mes y afio (12-15
de Noviembre de 2004). Lugar de realizacion:
Asociacién o institucién organizadora del con-
greso; ano.

Comunicacién presentada en un Congreso,
Jornadas, Simposios o Reuniones Cientificas.
Autor/es de la Comunicacién/Ponencia. Titulo
de la Comunicacién/Ponencia. En: Titulo oficial
del Congreso. Lugar de Publicacién: Editorial;
Ano. Pagina inicial-final de la comunicaciéon/po-
nencia.

Monografia en Internet

Autor/es o Director/Coordinador/Editor. Titulo
[Monografia en Internet]*. Edicién. Lugar de
publicacién: Editor; Afo [Fecha de consulta].
Direcci6n electrénica.

Puede sustituirse por: [Monografia en linea),
[Internet], [Libro en Internet].

Sede Web o Pagina principal de inicio de un sitio
Web

Autor/es. Titulo [Sede Web]*. Lugar de publi-
caciéon: Editor; Fecha de publicaciéon [Fecha
de actualizacién; Fecha de acceso]. Direccion
electrénica.

Puede sustituirse por: [Péagina principal en In-
ternet], [Internet], [Pagina de inicio en Internet],
[Homepage], [Sede Web]

Parte de una pagina de un sitio o sede Web
Titulo de la pagina [Sede Web]*. Lugar de pu-
blicacién: Editor; Fecha de publicacion [Fecha
de actualizacién/revision; Fecha de acceso].
Titulo de la seccién [Numero de péaginas o
pantallas]. Direccién electrénica.

Puede sustituirse por: [Péagina principal en In-
ternet], [Internet], [Pagina de inicio en Internet],
[Homepage], [Sede Web].

Base de datos en Internet

Institucion/Autor. Titulo [Base de datos en
Internet]*. Lugar de publicacién: Editor; Fecha
de creacion, [fecha de actualizacién; fecha de
consulta]. Direccién electronica.

Puede sustituirse por: [Base de datos en linea], [In-
ternet], [Sistema de recuperacion en Internet].




