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Editorial

En esta edicién de la Revista NOVA, nos complace presentar una seleccién de
investigaciones innovadoras que abordan diversas dreas de la ciencia y la medicina.
Nuestro objetivo es destacar los avances y descubrimientos mds recientes que tienen el

potencial de impactar positivamente en la salud y el bienestar de las personas.

En el campo de la inmunoterapia contra el cdncer, nos adentramos en la prometedora
terapia con Células Asesinas Naturales con Receptor de Antigeno Quimérico (CAR-
NK). Esta terapia emergente ha demostrado ser altamente eficaz en el reconocimiento y
eliminacién de tumores malignos, con la ventaja de evitar los efectos secundarios adversos
asociados con las células CAR-T. Los estudios analizados sugieren que las CAR-NK

pueden ser una alternativa mds segura y asequible para un mayor nimero de pacientes.

Por otro lado, abordamos la conexién entre la Diabetes Mellitus Tipo 2 y el deterioro
cognitivo. La revisién de literatura destaca la necesidad de una evaluacién integral que
incluya pruebas neuropsicoldgicas para prevenir el deterioro cognitivo en pacientes con
diabetes, ya que se ha observado un aumento significativo en el riesgo de desarrollar

demencia y Alzheimer.

En el dmbito de la salud hematolégica, se investigé la relacién entre el grupo sanguineo
ABO vy ciertas enfermedades, tanto hematolégicas como no hematolégicas. Aunque no
se establecié una correlacién estadistica entre los antigenos de grupo sanguineo y el
desarrollo de enfermedades especificas, los hallazgos clinicos sugieren ciertas tendencias

que podrian abrir camino a futuras investigaciones.

En cuanto a las tecnologias de informacién y comunicacién (TIC) en la salud, se presenta
un software innovador para la identificacién temprana de la depresién asociada al consumo
de sustancias psicoactivas. Esta herramienta podria facilitar el diagnéstico y tratamiento

oportuno de la depresién, mejorando asi la calidad de vida de los pacientes.
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Asimismo, abordamos la produccién de astaxantina, un antioxidante importante, utilizando
Haematococcus pluvialis en un biorreactor a escala de laboratorio. Los resultados sugieren
que el estrés inducido en las microalgas puede aumentar significativamente la produccién

de astaxantina, lo que tiene implicaciones en la industria alimentaria y de suplementos.

Finalmente, exploramos la actividad antimicrobiana de los vinos de la regién del Duero
frente a la bacteria Helicobacter pylori, relacionada con enfermedades gastrointestinales.
Los hallazgos resaltan el potencial del resveratrol como agente quimiopreventivo de la
infeccién por H. pylori, lo que podria tener aplicaciones futuras en el tratamiento y

prevencién de enfermedades relacionadas.
En conjunto, estas investigaciones nos brindan una visién amplia y esperanzadora de los
avances cientificos y médicos actuales. En la Revista NOVA, continuaremos promoviendo

la difusién de conocimientos y la exploracién de nuevas fronteras en la ciencia para

mejorar la salud y el bienestar de la sociedad.

Esperamos que disfruten de esta edicién.

Olga Lucia Ostos Ortiz'

1. Editora Revista NOVA

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6477-9872
Google Scholar: https://scholar.google.com/citations?user=yCBpLUsAAAAJ&hI=es



Articulo de revision

Células asesinas naturales con el receptor de antigeno
quimérico (CAR-NK): terapia emergente contra el cancer

Chimeric antigen receptor-natural killer cells: novel therapy against cancer

Vazquez Rodriguez Adrian BSc!, Mendoza-Rincon Jorge Flavio BSc, MSc, PhD?

Resumen

Una de las herramientas mds novedosas en inmunoterapias adoptivas contra leucemias y
tumores malignos es el uso del receptor de antigeno quimérico “CAR”. El receptor CAR
ha sido ampliamente utilizada en células T (células CAR-T) potenciando su eficacia en
el reconocimiento y eliminacién de tumores, obteniéndose a la fecha terapias basadas en
esta tecnologia. No obstante, las células CAR-T llegan a repercutir negativamente en la
salud del paciente, presentando el sindrome neurolégico de efecto inmune asociado a
células (ICANS) y el sindrome de lanzamiento de citocinas (SLC). Como consecuencia,
el paciente necesita ser hospitalizado durante la terapia. Ademds, el coste de manufactura
y terapia es elevado, siendo una tecnologia limitada a un sector muy bajo de la poblacién.
En este trabajo, mencionamos el empleo de una terapia emergente de células asesinas
naturales (NK) con el receptor CAR (CAR-NK), que cuentan con muchas ventajas por
encima de las células CAR-T. Las células CAR-NK conservan su capacidad citotéxica en
contra de tumores gracias a su accién dependiente de receptores activadores e inhibidores,
por lo que el receptor CAR, solo estimula sus habilidades y persistencia. Sumado a esto, el
coste de una terapia de células CAR-NK podria resultar redituable debido a la capacidad
de las células CAR-NK de eliminar multiples células tumorales sin generar dafio colateral
en el paciente. Aqui analizamos las caracteristicas de los multiples receptores CAR vy
los fenotipos de células NK que han sido utilizados durante multiples ensayos (NK-92,
células NK de sangre cordal y periférica, y células NK iPSC).

Palabras claves: inmunoterapia adoptiva, leucemias, tumores malignos, terapia de
receptor antigeno quimérico, células t, terapia CAR-T, células NK.
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Abstract

One of the novel and effective devices against leukemia and solid tumors in adoptive
immunotherapies is the use of the chimeric antigen receptor “CAR”. CAR technology has
been widely used in T-cells (CAR-T cells) empowering its efficacy on the identification
and elimination of tumor cells, getting today certain drugs based on this technology.
Nevertheless, CAR-T cells can have a negative impact on patient health, causing in many
cases immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome (ICANS) and cytokine release
syndrome (CRS). As a consequence, the patient will have to be hospitalized for the duration
of therapy. Moreover, the cost of manufacture and therapy is quite expensive, limiting its
use to a low range of people. On the other hand, we analyze the advantages of Natural
Killer cells with the CAR receptor (CAR-NK), which have many plusses over CAR-T
cells. CAR-NK cells retain their cytotoxic abilities against tumor cells due their activator/
inhibitor receptors balance. Thus, the CAR receptor technology just increases their skills
and persistence. Furthermore, CAR-NK therapy could be more profitable since CAR-NK
can eliminate multiple tumor cells without generating collateral damage on patient health.
Here, we discuss the characteristics of the multiples CAR receptors in general and the NK
types cells that have been used in trials demonstrating their viable emerging therapy (NK-
92, cord and peripheral blood NK cells, and iPSC-derived NK cells).

Keywords: immunotherapies, adoptive, leukemia, solid tumors, chimeric antigen receptors,

CAR-T therapy, NK cells.

Introduccion

El uso del receptor quimérico de antigeno
(CAR por sus siglas en inglés) en células T,
ha proporcionado al drea de la inmunologia
un nuevo enfoque en el tratamiento contrael
cancer. Esto a partir de células T modificadas
que son capaces de reconocer el antigeno
CD-19 delas células B en linfomas malignos,
o en neutralizar directamente otra célula
cancerigena mediante otros estimulos (1,2).
El uso de las células CAR-T ha obtenido
exitosos resultados, sin embargo, los efectos
negativos también son igual de importantes

de destacar, siendo probablemente las células
CAR-T mis perjudiciales que beneficiosas.
Esto es debido a capacidad de ocasionar
el sindrome neurolégico de efecto inmune
asociado a células (ICANS, por sus siglas
en inglés) y el sindrome del lanzamiento
de citocinas o “tormenta de citocinas”
(SLC) (1,2). La importancia inmunoldgica

de las CAR-NK (CAR-Natural

Killer) radica en los beneficios de su uso

células

terapéutico en el cdncer, debido a las
ventajas sobre otros tipos de células CAR,

como las células CAR-T. Las células CAR-
NK retienen su habilidad citotéxica innata



Vazquez et al. Células asesinas naturales con el receptor de antigeno quimérico (CAR-NK): terapia

ademds de poder detectar células tumorales
MHC-negativas (Complejo Principal de
Histocompatibilidad negativas), contrario a
las células CAR-T dependientes en mayor
grado de la expresién de antigenos tumorales
mediante el MHC (3). Por lo tanto, una
desregulacién en la expresiéon del MHC
por parte de las células tumorales reducird
significativamente la eficacia de las CAR-T
(4). Entre las capacidades de las células
CAR-NK se encuentra que estas pueden
atacar de manera espontdnea a las células,
ya que las células CAR-NK, ademds de
producir citocinas, pueden producir INF-y
(Interferén gamma), IL-3 (Interleucina 3)
y factores de estimulacidon para poblaciones
de granulocitos y macréfagos (5). Por
ultimo, las células CAR-NK pueden atacar
y eliminar varias células blanco sin perder
sus efectos, llegando a reducir posiblemente
el nimero de células NK necesarias en
este tipo de terapias (5,6). Habiéndose
mencionado los beneficios de las células
CAR-NK, el

proporcionar informacién mds a fondo de

presente ensayo busca
las caracteristicas del receptor CAR, de las
células CAR-NK y mostrar puntos clave de
su uso en el campo de la inmunovigilancia

oncoldgica.

Receptor CAR y sus caracteristicas

El receptor quimérico de antigeno o chime-
ric antigen receptor (CAR) son un conjun-
to de receptores de antigeno en los cuales,

una sola molécula puede redireccionar las

emergente contra el cancer

funciones y especificidad de las células in-
munes como lo son las células T o las cé-
lulas NK (4). El enfoque principal al que
se ha dirigido el uso del receptor CAR es
para la terapia contra el cdncer, generando
en las células cancerigenas un blanco para
su posterior ataque de células inmunes que
expresan dicho receptor, modificando sus
herramientas cinéticas y de inmunizacién
activa. Una vez expresado el receptor CAR,
las células inmunes adquieren funciones su-
prafisiolégicas y actian como una “droga
viviente” que puede ejecutar efectos inme-

diatos o a largo plazo en la terapia (5,0).

El funcionamiento del receptor CAR en
las células inmunes innatas (células NK) y
en las células inmunes adaptativas (células
T) requiere un control en la transduccién
para la correcta expresion del receptor y una
capacidad de expansién clonal de la célula
modificada para que la progenie de dicha
célula pueda ejecutar las mismas funciones.
La transduccién se puede lograr mediante
multiples procedimientos, sin embargo, se
necesita una transferencia genética estable
para que las células modificadas puedan
clonar y expresar el receptor CAR de una

manera adecuada (3,5).

Contrario a los receptores que cominmente
podemos encontrar en las células inmunes
los cuales solo pueden unirse a un ligando
especifico expresado en la célula blanco, las
células CAR pueden unirse a una variedad
de ligandos blanco, déndoles una capacidad
quimérica. Por ejemplo, el receptor TCR

de las células T (T-Cell Receptor) solo es

13
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capaz de unirse a péptidos que hayan sido
expresados gracias a la molécula HLA del
Complejo Principal de Histocompatibili-
dad en la membrana celular, lo que limita
la actividad del receptor TCR a un espec-
tro en el holotipo de cada paciente (5). No
obstante, si observamos una célula CAR-T,
esta serd capaz de anclarse a moléculas que
no necesariamente hayan sido procesadas
por HLA y, ademds, no depende tanto de la
cantidad de expresiéon de moléculas de HLA
como lo hace el receptor TCR, ya que las
CAR-T son capaces de reconocer una célula

tumoral, aunque tenga una baja expresién

de moléculas de HLA, lo cual es una forma
conocida de evasién inmunolégica por par-
te de las células cancerigenas (1,3).

La construccién de un receptor CAR tiene
cuatro componentes indispensables, que a
lo largo del tiempo han sido modificados.
El primero es una cadena simple de frag-
mento variable (scFv) derivada de anti-
cuerpos, le sigue una bisagra, un dominio
transmembranal (TM) y finalmente, uno o

varios dominios de sefalizacidn intracelular

(Figura 1) (4, 5).

Figura 1. Componentes de un receptor CAR. Cada uno de los componentes ha sido estudiado y optimizado a lo largo del
tiempo para maximizar la deteccién de tumores, la activacién de la célula inmune y la eliminacién cancerigena. La regién
scFv que le confiere al receptor CAR su especificidad consta de una cadena variable pesada (VH) y una ligera (VL) unidos
con una liga flexible. El tamafio y el orden de las cadenas variables, junto con la distancia que los separa afecta la afinidad de
la unién al antigeno. La bisagra es importante para la sinapsis inmunoldgica, una bisagra larga proporciona mds flexibilidad
para alcanzar antigenos cercanos a la membrana diana, mientras que una corta es suficiente para antigenos un poco mds
distales. El dominio transmembranal (TM) consiste en una alfa-hélice hidrofébica la cual ancla el constructo a la célula.
La optimizacién de las células CAR se enfoca un poco més en la modificacién del tltimo de los componentes del receptor
CAR, los dominios de sefalizacién intracelulares.

REGION scFv

DOMINIOS DE
SENALIZACION

BISAGRA

REGION TM

Fuente: Elaboracién propia.
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Los métodos utilizados para la unién del re-
ceptor CAR con el antigeno se engloban en
3 categorias principales: 1) La unién a través
de la cadena scFv derivada de un anticuerpo;
2) Unidn con fragmentos de la regién Fab;
y 3) La unién de ligandos hermanos. Las ca-
denas svFv derivadas de inmunoglobulinas
de murinos son frecuentemente utilizadas,
pero necesitan ser mds especificas para cada
paciente como lo son las regiones Fabs de la
Ig humana ya que pueden ser reconocidas
por el sistema inmune como extrafas (6).

Las secuencias de eventos en la unién del
receptor con el antigeno adn no son del
todo claras. Se piensa que la posicién del
epitopo y la distancia hacia la superficie de
la célula afecta la unién con el antigeno.
Observaciones empiricas indican que la re-
gion “espaciada” entre la cadena scFv y la
membrana celular afectan la especificidad
del receptor CAR. También es probable que
la longitud del receptor CAR y la protru-
sién de la membrana del linfocito, también
afecten la eficacia del receptor, sin embargo
la evidencia que sustente estas ideas aun es

poca (6,7).

Historia detrds del receptor quimérico
de antigeno (CAR)

En 1986, Steven Rosenberg aproveché el
potencial del uso de células T en terapias
con pacientes que presentaban melanomas,
iniciando un nuevo capitulo en la historia

del tratamiento contra el cidncer. Mientras

emergente contra el cancer

que el proceso de aprovechamiento de la
técnica de infiltracién tumoral de linfoci-
tos (TIL) tiene bastantes complicaciones,
el uso de la ingenieria en los receptores de
células T (TCR) confiere una especificidad
entre el tipo de cdncer, lo que se denomi-
nan receptores CAR (5). Aunque anterior-
mente las terapias con receptores CAR eran
especificas para cada paciente debido a la
unién con HLA, la adicién de dominios es-
timulatorios ha permitido la mejora en el
potencial del receptor CAR, dando el salto
hacia receptores CAR de segunda, tercera y
cuarta generacién, estos tltimos son los que
especialmente han sido modificados para
ser mds funcionales, aumentando la capaci-
dad citotéxica y proliferativa de las células
inmunes (4,5).

Otro nombre por el cual son conocidos al-
gunos de los receptores CAR de cuarta ge-
neracién son “armored CARs” o TRUCKS
(T cells redirected for Universal Cytokine
Killing), los cuales estin mejorados para
acentuar las capacidades antitumorales, la
proliferacién y persistencia de las células
CAR-T, este constructo novedoso estd dise-
fiado para atacar tumores sélidos mediante
una “carga util” que facilita la proliferacién
y persistencia de la células CAR-T y mo-
dula el microambiente tumoral, expresando
también otro producto, la IL-12, que facili-
ta la liberacién de la carga qtil (Tabla 1) (8).
Sin embargo, estas células CAR y demds de
la cuarta generacién por lo regular, generan
toxicidad no anticipada debido a su excesi-
va capacidad citotéxica (9,10).
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Tabla 1. Cambios generacionales en el receptor CAR y sus caracteristicas: Las modificaciones realizadas en los receptores CAR

hace que se dividan en 4 generaciones, cada una con caracteristicas tinicas. Démonos cuenta de que esto conduce al afdn de

continuar la investigacién de este recurso novedoso y funcional.

GENERACION DEL RECEPTOR CAR CARACTERISTICAS

Primera generacion.

Poseen un solo dominio de activacién llamado CD3C.

Segunda generacién.

Tienen un tnico dominio transmembranal coestimulador, junto con el dominio
de activacién CD3C.

Tercera generacion.

Cuentan con dos o mds dominios transmembranales coestimuladores junto con
el dominio de activacién CD3C.

Cuarta generacién (armored CARs o TRUCKS).

Apuntan en mejorar la citotoxicidad y permanencia de las células T o NK.

Fuente: Elaboracién propia.

La evolucién de la construccién de recep-
tores CAR se ha centrado principalmente
en optimizar los dominios de sefalizacién
intracelular. Los receptores CAR de prime-
ra generacién en células T contenfan Gni-
camente los dominios de activacién CD3(,
mientras que los receptores de segunda y
tercera generacién cuentan con uno y dos
dominios coestimuladores respectivamente.
Los mds utilizados a la fecha son los del do-

minio de la familia CD28 (observado en la
Figura 1) como los de la familia del recep-
tor TNF (4-1BB, OX40 y CD27) (11,12,
13,14). La eleccién de estos dominios coes-
timuladores permite un ajuste mds fino de
la respuesta deseada de las células inmunes,
por ejemplo, las CART con dominio CD28
exhiben una capacidad citolitica aumentada

(ver Figura 2) y (4).

Figura 2. a) Receptores CAR de primera, segunda y tercera. b) receptores de cuarta generacién. La modificacién de todas las regiones apunta a

receptores CAR de cuarta generacién mds eficientes. Por ejemplo, el receptor tdindem estd diseniado para unirse a dos diferentes blancos, el cual

estd unido a un tnico dominio TM. El receptor UniCAR, estd especializado en unirse distintos tipos de blancos tumorales, realizdindose en ¢l

una breve modificacién genética previa a la administracién de la terapia de acuerdo con el cincer del paciente, este tipo de receptor ya ha sido

utilizado en células CAR-NK. El receptor TRUCK recibe el nombre debido a que posee una carga ttil que facilita la eficacia de la célula CAR

en general. De manera similar, el receptor inhibidor se enfoca en pasar de un estado inhibidor a uno activador a distintos blancos de los puntos

de control inmunoldgico, como PD-1 o CTLA-4. Finalmente, el receptor con switch de activacién efectdia su actividad tnicamente cuando ha
sido estimulado con algtiin medicamento.

Primera generacion

Segunda generacién Tercera generacién

—=

Complementario
con switch de
activacién

Tandem

UniCAR TRUCK

Inhibidor

Fuente: Elaboracién propia.
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Los tratamientos clinicos exitosos son los
de las células CAR-T de segunda genera-
cién denominada CD19-targeted CAR-T
resultaron en la aprobacién de la FDA de
los Estados Unidos (Food and Drug Admi-
nistration) de dos productos denominados
Kymriah® (Novartis) y Yescarta® (Kite/Gi-
lead) respectivamente. Desafortunadamen-
te, las desventajas del uso de células CAR-T
superaban las ventajas que proporcionaban,
entre los que se encuentran su tiempo y su
costo de manufactura y su toxicidad severa
que puede desencadenar neurotoxicidad con

el sindrome neurolégico de efecto inmune
asociado a células (ICANS) y toxicidad en

emergente contra el cancer

el organismo en general por el sindrome de
lanzamiento de citocinas (CRS), donde se
observan grandes niveles de citocinas como
IL-6, INF-Y y el factor estimulante de colo-
nias de monocitos-macréfagos (GM-CSF).
Por lo regular, la toxicidad generada por las
células CAR-T usualmente requiere que los
pacientes sean hospitalizados por tres sema-

nas (Tabla 2) (15, 16, 17).

Una estrategia alternativa para mitigar los
efectos negativos en la terapia basada en
células CAR-T es la utilizacién de células

Natural Killer (3,4).

Tabla 2. Efectos adversos en la salud y bienestar de los pacientes bajo las terapias de CAR-T. Estos efectos adversos conducen a la
utilizacién de alternativas terapéuticas mds rentables y seguras. Un claro ejemplo es la utilizacion de terapias con células

CAR-NK.

EFECTOS ADVERSOS DE LAS TERAPIAS CAR-T

Toxicidad neurolégica provocando el sindrome de efecto inmune asociado a células (ICANS).

Toxicidad adversa en todo el organismo provocando el sindrome de lanzamiento de citocinas (CRS).

Elevado coste de manufactura y terapias.

Mayor tiempo de hospitalizacién de los pacientes.

Fuente: Elaboracién propia.

Receptor car en células NK (CAR-NK)

Las células NK son especialistas del sistema
inmunolégico innato y grandes protagonis-
tas en la defensa contra infecciones virales y
céncer. La citotoxicidad natural de las célu-
las NK puede desencadenarse rdpidamente
con una estimulacién adecuada y estd regu-
lada por un importante equilibrio de sefia-
les provenientes de receptores activadores e

inhibidores de la superficie celular codifica-
dos en la linea germinal (1,4)

A pesar de que las células cancerigenas
son capaces de disminuir la expresién del
complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC-I) haciéndolas invisibles para las
células T, las células NK si pueden recono-
cer la falta de estas moléculas y actuar bajo
una estimulacién missing-self (2). La expre-
sién disminuida de las moléculas HLA del

17



NOVA. 2021; 19 (37)

MHC junto con la expresién de otros re-
ceptores activadores como Nkp30, Nkp44
y NKG2D sensibiliza a las células canceri-
genas para ser un blanco mds ficil de las

células NK (3,4).

Cémo se menciond con anterioridad, los
receptores CAR de cuarta generacién con-
ducen a que la célula tenga actividades ci-
totdxicas excesivas no deseadas. Una de las
mejoras que se incluyen en las CAR-T es un
switch de suicidio. No obstante, debido a la
corta vida y seguridad de las CAR-NK, es
probable que este tipo de switch no sea ne-
cesario en las CAR-NK, aunque si ha sido

utilizado. Estudios preclinicos demuestran
gran eficiencia de células CAR-NK que
pueden sacrificarse mediante la induccién
de la Caspasa 9 (iCas9) mediante la induc-

cién dimerativa quimica (CID) (11).

En la mayoria de los casos donde se emplea
una terapia con el receptor CAR en célu-
las NK se ha utilizado el subtipo NK-92,
aunque también han sido utilizadas en me-
nor medida células NK provenientes de a)
Sangre cordal, de b) Sangre periférica y )
Células NK inducidas de células tallo pluri-
potenciales o iPSC (ver Tabla 3) (4,5).

Tabla 3. Tipos de células NK empleadas en las terapia con células CAR-NK y sus caracteristicas generales: La ingenieria genética
apunta a superar la resistencia y problemas que presentan cada uno de los fenotipos de células NK y asi, convertirlas en células
mejor preparadas en las terapias con receptores CAR de acuerdo con las necesidades que se presenten para cada paciente.

TIPO DE CELULAS CAR-NK CARACTERISTICAS GENERALES

NK-92.

-Es el subtipo de NK mds utilizado, ampliamente citotéxicas. Cuentan con
pocos receptores inhibidores (NKG2A, ILT-2, KIR).

-No tienen el receptor CD16, por lo que no pueden eliminar células por
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC).

-Son inestables genémicamente, y los pacientes necesitan radiacion previa a la
administracién.

CELULAS NK DE SANGRE CORDAL (CB).

-Fenotipo inmaduro.

-Pobremente citotdxicas.

-Gran expresion de receptores inhibidores (NKG2A).

-Gran capacidad de expansién.

-Son fécilmente adquiribles de un banco de sangre de cordén umbilical.

CELULAS NK DE SANGRE PERIFERICA (PB).

-Fenotipo maduro.

-Altamente citotdxicas.

-Poca capacidad de expansién clonal.

-Son aplicables entre donadores y pacientes no compatibles con HLA.

NK INDUCIDAS DE CELULAS TALLO
PLURIPOTENCIALES (iPSC).

-Capacidad ilimitada de expansién clonal.

-Baja citotoxicidad debido a que son aisladas de iPSC provenientes de
fibroblastos.

-Baja expresiéon de CD16

Fuente: Elaboracién propia.
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Las células NK-92 son muy parecidas feno-
tipicamente a sus hermanas NK CD56P1h,
aunque a diferencia de estas, tienen un ni-
vel de citotoxicidad bastante alto ya que
cuentan con receptores estimuladores como
lo son NKp30, NKp46 y NKG2D, y muy
pocos receptores inhibidores como ILT-2,
NKG2A y miembros de la familia KIR. Ade-
mds, las células NK-92 carecen del receptor
CD16, haciendo imposible la eliminacién
tumoral mediante la citotoxicidad celu-
lar dependiente de anticuerpos (ADCC),
por lo que la ingenieria de las células CAR
apunta a la expresién de este receptor, que
junto con induccién de INF-y, la células
NK-92 puedan ejercer una mejor elimina-
cién de células tumorales (18). Desafortu-
nadamente, las células NK-92 son positivas
para el virus de Epstein-Barr, ademds de que
son lineas celulares derivadas de linfomas,
por lo que cargan con una gran inestabili-
dad genética que las hace un poco eficientes
tras su aplicacién, de hecho, es necesario
aplicar radicacién a los pacientes previo a
la administracién de las células CAR NK-
92. Recientemente, las células CAR NK-92
han sido armadas con un receptor de cuarta
generacién que originalmente iba dirigido
a las células CAR-T llamado UniCAR, este
receptor puede ser modificado para ser es-
pecifico en el ataque de cada tipo de tumor

(3, 19).

La sangre cordal tiene una gran cantidad de
células NK (NK-CB), aunque son bastante
malas en cuanto a su actividad citotéxica.
La mayoria son del tipo CD56Bright, por
lo que cuentan con fenotipo mds inmaduro

emergente contra el cancer

con una reduccién en la expresién de
receptores  activadores, ademds, no
cuentan con el receptor CD16 y sumado
a esto, cuentan con elevada expresién del
receptor inhibidor NKG2A que al unirse
al ligando HLA-E sobreexpresado en las
células tumorales, hace que la células NK-
CB pierdan mucha eficacia (20). Pese a
todas estas malas caracteristicas, las células
NK-CB representan el 15 al 30% de la
poblacién de linfocitos de la sangre cordal,
ademds, los bancos de sangre proveniente
del cordén umbilical hacen que este tipo
de célula sea ficil y barata de adquirir.
Las células NK-CB son muy sensibles a la
estimulacién con citocinas, y uno de los
rasgos mds importantes es que cuentan
con una gran capacidad proliferativa que
se desempena mejor bajo la estimulacién
de ciertas citocinas como IL-2 o IL-15. La
ingenierfa con receptores CAR se dirige a
la eliminacién o reduccién en la expresién

del receptor NKG2A de este tipo de célula
(3,10, 21).

Las células NK provenientes de la sangre
periférica son en 90% del tipo CD56"™, te-
niendo una gran capacidad citotéxica y un
fenotipo mds maduro en comparacién con
las células NK-CB, aunque estas carecen
de una buena habilidad proliferativa (22).
Las células NK de sangre periférica que son
utilizadas para la ingenierfa con el receptor
CAR, pueden ser del tipo “HLA-no coin-
cidente” por lo que aumenta considerable-
mente el nimero de donadores de los que
se pueden extraer. Este tipo de células NK
estdn siendo utilizadas actualmente para
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tratar leucemia mieloide aguda, aunque el

prondstico es dificil de predecir (4).

Del dltimo tipo de células NK que
son candidatas para el receptor CAR,
encontramos a las células NK inducidas
de células tallo pluripotenciales. El hecho
que sean derivadas de células tallo, le
confiere a la célula NK, en teoria, la
habilidad ilimitada de clonarse por si
sola. No obstante, el fenotipo obtenido
es inmaduro, presentando también una
baja expresién del receptor CD16 y una
alta expresion del receptor NKG2A, esto
se debe a que las células iPSC se obtienen
a su vez de células que no son del linaje
hematolégico, como fibroblastos (23, 24).
La célula CAR- NK FT596 que expresa
un constructo CD16 y un receptor para
IL-15 estd lista para ser probada en
terapias experimentales junto anticuerpos
monoclonales CD20, esto gracias a que
algunas pruebas de linfomas CD19" en
ratones arrojaron resultados favorables

con este tipo de células CAR-NK (25).

Estudios con CAR-NK han sido efectuados
contralinfomas de células B mediante células
NK de una transfusién de sangre cordal.
Estas fueron sometidas a la transduccién
con un vector retroviral para sintetizar una
cadena scFV contra el antigeno CD19 y
un switch de suicidio iCas9. Esta terapia
mostré grandes resultados, especialmente
CAR-NK fueron

estimuladas con IL-15 para su proliferacién

cuando las células

(4). Cabe destacar que una de las desventajas
observadas en esta terapia con CAR-NK, es

la carencia en la proliferacién de estas a causa
de una falta de estimulacién proveniente de
citocinas como IL-2 o IL-15, tal como se
menciond anteriormente (1,11)

El combate de tumores sélidos con
células CAR-NK resulta mds complicado
si lo comparamos con la eliminacién de
linfomas de linfomas. Las estrategias de
escape tumoral engloban la secrecién
de citocinas inhibitorias, cémo el factor
de  crecimiento  transformante  beta
(TGFPB), la desregulacién de ligandos en
las células tumorales y la influencia del
microambiente tumoral (TME). A pesar de
estos mecanismos de evasién inmunolégica,
a la fecha se ha efectuado el uso de CAR-
NK con el receptor HER-2 para cdncer de
ovario (26), el receptor para el antigeno
especifico de membrana prostitica en
cdncer de préstata, y el receptor NKG2D
para multiples tumores s6lidos. De manera
similar, células CAR-NK estimuladas con
EGFR (Epidermal growth factor receptor)
favorables en

mostraron  resultados

glioblastoma en modelos de ratones, (27).

Desde un principio, con la creacién de
receptores CAR de primera generacién
se menciond la idea de que los receptores
CAR serian funcionales en células NK.
Hoy en dia, las terapias con células CAR-
NK estdn todavia en pleno desarrollo (28).
Se identificaron alrededor del mundo 520
casos activos de terapias con células CAR,
con un total de 64 células diferentes, no
obstante, el 96.4% eran células CAR-T. Esto

es debido principalmente a la complejidad



Vazquez et al. Células asesinas naturales con el receptor de antigeno quimérico (CAR-NK): terapia

de asimilar, activar, expandir y modificar las

células NK (29, 30).

Entre las herramientas utilizadas en favor de
la mejora en los problemas presentados de
la utilizacién de células CAR-NK, encon-
tramos el uso de transduccién viral, la utili-
zacién en desuso de la electroporacién y el
empleo de transposones con el fin de miti-
gar la resistencia que tienen las células NK a
ser modificadas genéticamente. El Polybre-
ne, junto con Retronectin, ambos polimeros
sintéticos, estdn siendo utilizados con el fin
de facilitar la entrada del virus a la célu-
la (31, 32). Un punto muy interesante es
que los estudios realizados en la evaluacién
del nivel de expresién del receptor CAR en
células NK que fueron sometidas a la in-
genieria genética mediante electroporacién,
es que las células sélo retenian el receptor
por 3 o 5 dias, por lo que la electroporacién
estd siendo descartada para modificar a las
células NK (33, 34). Finalmente el uso de
transposones o genes saltarines es una he-
rramienta muy prometedora por la habili-
dad de estos en insertar material genético
estable en el DNA de las células blanco. En-
tre los transposones utilizados recientemen-
te en CAR-NK encontramos a piggyBac y a
sleeping beauty (SB) (35, 36).

Conclusiones

De manera general, hemos dilucidado las
caracteristicas y estructura de los recepto-

res CAR, donde pudimos observar la im-

emergente contra el cancer

portancia que tiene cada uno de los compo-
nentes que contiene, y cémo estos han ido
evolucionando a lo largo del tiempo dando
paso a generaciones del receptor CAR mids
avanzadas y eficientes.

También, nos damos cuenta de los mdaltiples
obstdculos que atin hoy en dia dificultan el
avance de las terapias con células CAR-NK
y CAR-T, los cuales estdn en camino a ser
superados con el fin de iniciar nuevas fases
en varios ensayos clinicos.

Con todas la ventajas que presenta el uso de
células CAR-NK sobre las células CAR-T,
observamos que la innovacién presente en
esta herramienta promueve el impetu de la
basqueda de nuevas estrategias y tecnologia

para el combate contra el cdncer.
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Articulo de revision

El Deterioro Cognitivo como una complicacion de la
Diabetes Mellitus Tipo 2

Congnitve Impairtent as a Type 2 Diabestes Mellitus complication

Shadye Rocio Matar-Khalil', Fabio Camilo Rubio-Sandoval?

Resumen

Introduccién. La Diabetes Mellitus es una enfermedad compleja que impacta la salud
ptblica debido a su alta prevalencia, el costo que implica y complicaciones asociadas como
lo es la alteracién cognitiva. Metodologia. Se realizé una revisién de tema consultando
literatura nacional e internacional en bases de datos de ciencias sociales y ciencias de
la salud entre los afios 1990-2019 que exponen la posible asociacién entre la diabetes
mellitus y deterioro cognitivo, asi como las posibles rutas que lo conllevan. Resultados.
La literatura consultada plantea una relacién entre la diabetes mellitus y complicaciones
del sistema nervioso central, lesiones neuroldgicas, deficiencias en la capacidad de
atencién, pérdida de la memoria, deterioro cognitivo, un considerable incremento en el
riesgo de desarrollar demencia y demencia tipo Alzheimer, sin embargo, no se evidencia
un consenso en el grado de afectacién que pueda tener sobre los procesos cognitivos.
Conclusiones. La naturaleza progresiva tanto de la diabetes mellitus, asi como el riesgo
vascular asociado, sugieren la necesidad de realizar prevencién del deterioro cognitivo en
pacientes diagnosticados con diabetes mellitus, a partir de una evaluacién integral que
incluya pruebas neuropsicolégicas dentro de los exdmenes de rutina.
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Abstract

Introduction: Diabetes mellitus is a complex and chronic disease that has an impact
on public health due to its high prevalence, the implicit economic cost and associated
complications like cognitive alterations. Methodology: A review of the topic was carried
out across national and international literature in databases of social sciences and health
sciences between the years 1990-2019 that expose the possible association between diabetes
mellitus and cognitive impairment, as well as the possible routes that lead to cognitive
alterations. Results: The consulted literature exposed a link between diabetes mellitus
and complications of the central nervous system, neurological lesions, attention capacity
deficiencies, memory loss, cognitive impairment, and a considerable increase in the risk of
developing dementia and Alzheimer’s type dementia. Conclusions: The progressive nature
of both diabetes mellitus, and associated vascular risk, suggest the need for prevention of
cognitive impairment based on a comprehensive evaluation that includes neuropsychological

tests within routine examinations in patients diagnosed with diabetes mellitus.

Keywords: cognition, diabetes mellitus, diabetes complications.

Introduccion

De acuerdo con estimaciones realizadas por
la Federacién Internacional de Diabetes,
para el ano 2019 se contaban 463 millones
de adultos (20-79 anos) con diabetes melli-
tus (DM) en todo el mundo y se calcula que
este nimero aumentard a 578.4 millones
para el afio 2030 y 700.2 millones para el
ano 2045 (1). Existe un marcado incremen-
to en la prevalencia de la enfermedad desde
mitad del siglo pasado (2), tendencia que se
mantendrd durante el presente siglo a me-
dida que las condiciones y estilos vida de las
poblaciones humanas se tornen cada vez mis
sedentarias, y con mayor velocidad de au-
mento en paises en vias de desarrollo (1-3).

La mayoria de los nuevos casos de diabe-
tes mellitus tipo 2 (DM2) ocurren en un
contexto de estilo de vida sedentario; die-
tas ricas en grasas y poco ejercicio fisico,
lo que conduce al aumento de la obesidad,
resistencia a la insulina, hiperinsulinemia

compensadora, insuficiencia de células By,

finalmente DM (4).

Ademis, se calcula que 300 millones de per-
sonas presentan caracteristicas que indican
un riesgo de sufrir DM2 en el futuro, como
hiperglicemia en ayunas, intolerancia a la
glucosa (IG), diabetes mellitus gestacional
(DMG) vy resistencia a la insulina (RI) en
euglucemia (4). Lo cual hace que desde un
punto de vista epidemioldgico la diabetes
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sea una de las enfermedades crénicas no
transmisibles con mayor importancia para
los programas mundiales de salud, e impli-
ca un mayor numero de personas que debe-
rdn ser atendidas a causa de complicaciones
relacionadas a dicho sindrome metabdlico

durante los préximos anos.

La diabetes tipo 1 (DM1) ha sido tipica-
mente relacionada con pacientes jévenes,
mientras que la DM2 se ha relacionado
exclusivamente a pacientes adultos, sin
embargo, de acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) el numero de
pacientes jovenes diagnosticados con DM2
se encuentra en aumento (3) posiblemente
debido al incremento en las tasas de sobre-
peso y obesidad en este grupo poblacional,
condicién descrita como un factor de riesgo

en el desarrollo de la patologia (4)

A medida que aumenta el nimero de pa-
cientes diagnosticados con DM2 también
es posible encontrar un mayor numero de
publicaciones que plantean una relacién en-
tre la diabetes y complicaciones del sistema
nervioso central, lesiones neuroldgicas, de-
ficiencias en la capacidad de atencidn, pér-
dida de la memoria, y deterioro cognitivo;
aunque en la actualidad no se ha logrado
un consenso que establezca el nivel de aso-
ciacién entre estas variables y la presencia
de DM2. Por tanto, este articulo presenta
una revisiéon de publicaciones durante los
ultimos veinte afios que exponen la posible
asociacién entre la DM2 y deterioro cogni-
tivo, asi como posibles rutas que conllevan

al deterioro de la cognicién.

Metodologia

Se hizo una revisién de tema consultando
literatura nacional e internacional de los tl-
timos veinte afos en las bases de datos de
ciencias sociales y ciencias de la salud (Web
of Science, Psycolnfo, PubMed, Dialnet,
Redalyc, ScieELO, ScienceDirect Medli-
ne) en ingles y espanol, usando como des-
criptores para la busqueda diabetes melli-
tus tipo 2, funciones cognitivas, deterioro
cognitivo y demencia. Los articulos fueron
seleccionados teniendo como criterio que el
objetivo del estudio abordara la evaluacién
neuropsicologica a pacientes diabéticos tipo
2 y estudios que explicaran la posible aso-
ciacién entre la DM2 y el deterioro cogniti-
vo, asi como posibles rutas que conllevan al
deterioro de la cognicién.

Diabetes

La diabetes es descrita como “un grupo de
enfermedades metabdlicas caracterizadas por
la presencia de hiperglicemia crénica (au-
mento anormal de la cantidad de glucosa en
sangre), con alteracion del metabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas... debido a
dos defectos metabdlicos implicados en la etio-
logia de la enfermedad; La resistencia a la in-
sulina o el déficit en su secrecion (5)”.

El término metabolismo describe los proce-
sos de interconversién de compuestos qui-
micos en el organismo, las vias que siguen
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las moléculas individuales y sus interrela-
ciones. Una de las moléculas de mayor im-
portancia para el adecuado funcionamiento
del metabolismo es la glucosa toda vez que
este carbohidrato es el principal combusti-
ble metabdlico de casi todos los tejidos, en
especial para el sistema nervioso central y

eritrocitos (6).

A diferencia de las células hepdticas que son
permeables a la glucosa, es decir que permi-
ten su paso libremente, las células extrahe-
pdticas son relativamente impermeables a la
glucosa, y su transporte a través de las mem-
branas celulares estd mediado porlahormona
insulina, producida y secretada por células
de los islotes de Langerhans, en el pdncreas,
en respuesta a hiperglucemia, estimulando
al higado para que almacene glucosa como
glucdgeno, y facilitando la captacién de glu-
cosa hacia tejidos extrahepdticos (6).

No obstante, el metabolismo de carbohidra-
tos y por ende el control de los niveles de
glucosa en sangre se ven alterados de dos
formas particulares, a través de la incapaci-
dad del individuo para sintetizar y secretar
insulina debido a la progresiva destruccién
de las células B pancredticas como ocurre en
la DM, y a través de la combinacién entre
la resistencia a la accién de la insulina (sen-
sibilidad alterada) por parte de los tejidos
y una inadecuada respuesta en la compen-
sacién de la euglicemia como ocurre en la

DM2 (7).

La destruccién de las células B pancredti-

cas, en la DM1, se debe a una reaccién au-

toinmune, en la que el sistema de defensa
del cuerpo ataca y destruye a dichas células.
Como resultado, el pincreas deja de produ-
cir la insulina necesaria para la absorcién de
azlcar presente en la sangre (4). Por lo tan-
to, las personas que padecen DMI1 necesi-
tan la administracién de frecuentes dosis de
insulina (insulino dependientes) con el fin
decontrolar sus niveles de aziicar y mantener
un adecuado metabolismo de los carbohi-
dratos ingeridos.

En la DM2 aun cuando el pdncreas si puede
producir insulina los tejidos presentan una
sensibilidad alterada a su accién, de modo
que la insulina producida se torna ineficaz
en el proceso de asimilacién de la glucosa
(insulino requiriente), lo cual se traduce en
episodios recurrentes de hiperglicemia, y aun
cuando la etiologia de la DM2 se encuentra
en estudio, existen varios factores de riesgo
que cobran una significativa relevancia en su
desarrollo; el sobrepeso, la inactividad fisica
o sedentarismo y una nutricién pobre.

La diabetes al involucrar procesos metabé-
licos, es la causa de una gran variedad de
complicaciones que involucran a todos los
sistemas del organismo y entre las cuales se
encuentran; retinopatia, nefropatia, neuro-
patias asociadas a multiples manifestaciones,
disfuncién cognitiva, diversas manifestacio-
nes de enfermedad vascular, enfermedad
coronaria, enfermedad vascular periférica,
alteraciones metabdlicas asociadas con la
dislipidemia (Niveles anormales de lipidos

en la sangre) cetoacidosis e hipoglicemia (3,

5,7).
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Las complicaciones de la diabetes han sido
divididas en dos grupos; complicaciones
microvasculares (microangiopatia) y com-
plicaciones macrovasculares, las primeras se
refieren a aquellas complicaciones relaciona-
das con afectaciones de capilares, mientras
las segundas hacen referencia a afectaciones
de grandes vasos sanguineos. Dentro de las
complicaciones microvasculares se incluyen
la retinopatia (afectacién de la retina) que
representa la primer causa de ceguera irre-
versible en personas en edades de 16 a 64 en
paises en vias de desarrollo (8) la nefropatia
(afectacién de glomérulos renales) que re-
presenta una elevada carga de morbimorta-
lidad al evolucionar a insuficiencia renal y
neuropatia (afectacién de nervios periféri-
cos) que puede evolucionar en ulceracidn,
infeccién y amputacién de extremidades in-
feriores debido al dano en los nervios acom-
panado de alteracion en la circulacién en los
pies como resultado de dafo en vasos san-
guineos (4). Las complicaciones macrovas-
culares incluyen enfermedad coronaria que
es la causa de muerte mds comun entre los
pacientes diabéticos, trombosis e hiperten-
sién arterial (5, 9).

De manera particular las afectaciones al
sistema nervioso central relacionadas a la
presencia de diabetes han sido reportadas
desde inicios del siglo XX. En la década de
1920 Miles y Root (10) ya planteaban una
relacién entre la diabetes y lesiones neuro-
légicas, psicosis, deficiencias en la capaci-
dad de atencién y pérdida de la memoria;
posteriormente Dejgaard estimaba que la
prevalencia de afectacién en el sistema ner-

vioso central o “encefalopatia diabética” en
pacientes con diabetes podria ser superior
al 40% (11), mds recientemente se ha aso-
ciado a la diabetes con un bajo desempe-
fio cognitivo y un incremento en el riesgo
de desarrollar demencia (12-15). Dichas
complicaciones parecen estar vinculadas al
mantenimiento de altos niveles de glicemia
a través del tiempo en pacientes diagnos-
ticados con diabetes (16), toda vez que las
condiciones fisioldgicas generadas por un
estado crénico de hiperglicemia conllevan
un exceso oxidativo de moléculas de glucosa
y la glicacién no enzimdtica de proteinas,
causando dano estructural en tejidos y 6r-
ganos (17, 18).

Una condicién crénica de hiperglucemia ya
sea por la baja produccién de insulina en las
células pancredticas o por la resistencia a su
accién y en consecuencia fallas en la asimila-
cién de glucosa, genera el desabastecimiento
del combustible metabdlico necesario para
el funcionamiento celular, incluido la gene-
racién de potenciales de accién en axones
neuronales, asi como también ocasiona la
glicacién no enzimdtica de proteinas, factor
que actia como un elemento neurodegene-
rativo (19-22) y que podria contribuir en la
aparicién de anormalidades micro-estructu-
rales de la materia blanca cerebral (23, 24),
o anomalias de origen vascular debidas a in-
fartos y micro infartos de la vasculatura ce-
rebral relacionados a procesos de demencia
en pacientes con DM2 (25).

Por lo tanto, y partiendo de la premisa
que no se ha desarrollado un tratamiento
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que permita la cura de la diabetes, la pre-
vencidén de las complicaciones relacionadas,
tanto en pacientes diagnosticados con DM1
como DM2 ha centrado su atencién en el
monitoreo y control de los niveles de la gli-
cemia a través de la evaluacién periddica
de los niveles de hemoglobina glicosilada
(HbA1lc), con el objetivo de mantener los
niveles de azdcar en un punto en el cual se
disminuya el riesgo de la presentacién de
complicaciones micro o macro vasculares

(26-28).

Cognicion y diabetes

La cognicién puede ser entendida como el
proceso del pensamiento, o como el proce-
samiento mental de la informacién (29). La
cognicién incluye aquellos procesos a través
de los cuales un estimulo interno o exter-
no, es captado mediante la percepcidn, es
transformado en senales comprensibles por
el cerebro, es reducido a aquellos elementos
que ameritan atencidn, es elaborado y alma-
cenado en la memoria, recuperado y usado
a través no solo de pensamientos sino tam-
bién a través de las acciones resultado de los
estimulos (30). De tal forma que la men-
te es un activo selector de informacién del
ambiente, relacionando dicha informacién
con el conocimiento previamente adquirido
y generando una respuesta sobre los resulta-

dos del proceso.

Por lo tanto, el individuo no actia como

una entidad pasiva que se encuentra a mer-

ced de las senales del entorno. Por el con-
trario, el individuo a través de la cognicién
tiene la capacidad de buscar informacién
enfocando de manera consciente sus recur-
sos atencionales, seleccionarla, manipularla
y reconstruirla en forma de memorias, en
un proceso que ocurre bajo un esquema de
interaccién entre la informacién provenien-
te del entorno, la naturaleza del sistema de
procesamiento y los conocimientos previos

(31).

Lo que el individuo conoce acerca del en-
torno ha sido intervenido por la actividad
cognitiva en la medida en que la cognicién
brinda el ensamblaje necesario para inter-
pretar y reinterpretar la informacién senso-
rial, relativa a las caracteristicas propias de
los elementos del entorno, que es captada
por los érganos de los sentidos. Interactuan-
do en esta intervencién aspectos de la cog-
nicién como las sensaciones, percepciones,
imaginacién, retencién, recuperacion, reso-
lucién de problemas y pensamiento (32).

Asi, en los procesos cognitivos intervienen
multiples funciones mentales superiores,
mencionadas por Ulric Neisser como “hi-
potéticas etapas o aspectos de la cognicién”
(31) y que en un contexto cotidiano pueden
ser entendidas como habilidades; el lengua-
je, la imaginacidn, la planificacién, el con-
trol ejecutivo de las acciones, la percepcidn,
atencién, memoria, toma de decisiones,
razonamiento y resolucién de problemas.
En consecuencia, estas funciones, habilida-
des, juegan un importante papel en el des-
envolvimiento e interaccién del individuo
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en y con el entorno, en la percepcién de si

mismo y la percepcién de otros individuos.

Los procesos cognitivos son susceptibles
a cambios que se presenten en su sustrato
neuroldgico, por lo tanto, procesos bio-
quimicos adversos que se den de forma
sostenida por largos periodos de tiempo
como ocurre a los pacientes con DM2 y
que conlleven algtn tipo de dafio o cam-
bios a nivel neural, tendrdn repercusién en
los procesos cognitivos. De tal forma que
el procesamiento mental de la informacién
puede verse comprometido toda vez que
surgen cambios en dreas del cerebro aso-
ciadas a uno o mds dominios cognitivos;
funciones ejecutivas, velocidad de proce-
samiento, atencién y memoria entre otros,
y aun cuando estos cambios se dan de ma-
nera natural y continua, gracias a la plas-
ticidad cerebral, también conocida como
neuroplasticidad, que favorece la adapra-
cién del cerebro durante el desarrollo del
individuo, se pueden generar consecuen-
cias negativas al presentarse de manera sos-
tenida y prolongada bajo situaciones de es-
trés metabdlico, (19, 20), al igual que del
estrés psicolégico tal como parece ocurrir
debido a las variaciones tanto de insulina
como de glucosa a nivel de cerebro en los
pacientes con diabetes (21). Al respecto,
Strachan plantea una asociacién entre la
hiperglicemia aguda y deficiencias en la
memoria de trabajo y atencién (33), en
contraste, un temprano control de la hi-
perglicemia tiene el potencial para reducir
el riesgo de complicaciones micro y macro

vasculares (17).

Sobre la asociacién entre DM1 vy deficien-
cias cognitivas, la literatura describe afec-
taciones en multiples dominios cognitivos
(11, 34-36), sin embargo, estas manifesta-
ciones han sido descritas en menor frecuen-
cia y magnitud en pacientes con DM1 en
comparaciéon a pacientes con DM2 (11,
37). Adicionalmente, a través de imdgenes
de resonancia magnética se han detectado
anormalidades micorestructurales de la ma-
teria blanca relacionadas a la presencia de
diabetes (23, 24) pero significativamente
mds profundas en pacientes diagnosticados
con DM2 en comparacién con pacientes
diagnosticados con DM1 (23) y las cuales
se han asociado con lentitud en la veloci-
dad de procesamiento de la informacién y
un bajo desempeno en el dominio memoria
(24). Por su parte Jacobson et al. (38) re-
portan no encontrar evidencia sustancial de
un declive en la funcién cognitiva al realizar
un estudio longitudinal por un periodo de

18 afios en 1144 pacientes diagnosticados
con DM1.

Es posible que ambas formas de diabetes
afecten de formas diferentes el rendimiento
cognitivo toda vez que la fisiopatologia de
ambas enfermedades es distinta y con eda-
des de presentacién disimiles, por lo que es
razonable considerar que pudieran existir
diferencias en cuanto al deterioro cognitivo
asociado a cada una (39).

Fontbonne et al. (40) reportan una dismi-
nucién en el desempefo de la atencién, ve-

locidad psicomotora y memoria luego de
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cuatro anos de seguimiento en sujetos diag-
nosticados con diabetes, en edades entre los
59 a 71 afnos, en comparacién con dos gru-
pos; un grupo control y un grupo sin diag-
néstico de diabetes, pero con alteraciones
de los niveles de glucosa en ayunas.

Nooyens et al. (15) al medir el desempe-
fio cognitivo en una poblacién de 2613
hombres y mujeres, en edades entre 40 a
73 afios, mediante la aplicacién de prue-
bas cognitivas dos veces en un intervalo de
tiempo de 5 afos, encontraron un declive
dos veces mayor en memoria, flexibilidad
cognitiva y funciones cognitivas globales de
pacientes diagnosticados con DM2 (DM2
prevalente) respecto de los individuos que
no presentaban diabetes. Con un marcado
efecto de interaccién entre la presentacién
de diabetes y la edad en la asociacién entre
diabetes y los posibles cambios en la fle-
xibilidad cognitiva, motivo por el cual los
autores dividen el andlisis de la flexibilidad
cognitiva entre pacientes en edades mayores

o iguales a 60 anos y menores de 60 anos.

A su vez, Van den Berg et al. (41) al evaluar
razonamiento abstracto, memoria, veloci-
dad de procesamiento de la informacién,
atenciéon y funciones ejecutivas y visuo-
construccion, en 68 pacientes con DM2 y
38 controles no diabéticos en un intervalo
de 4 anos, describen un detrimento mode-
rado en la velocidad de procesamiento de
la informacién en comparacién con el gru-
po control. Aun cuando para razonamiento
abstracto y atencién y funciones ejecutivas

también se observa un declive, no hay dife-

rencias estadisticamente significativas entre
el grupo DM2 y grupo control que permi-
tan inferir una posible relacién entre la pre-
sencia de DM2 y el declive en estos domi-
nios cognitivos. Estos autores en contraste
con los datos reportados por Nooyens et al.
(15) en una poblacién similar, no describen
algin declive o disminucién significativa
en memoria, asi como tampoco describen
cambios en el dominio visuoconstruccidn.

Asi mismo, Velayudhan et al. (42) han re-
portado la presencia de DM2 como un
significativo predictor en el desarrollo de
demencia en adultos mayores. Novik et al.
(43) reportan una asociacién significativa
entre la presencia de DM2 y la ocurrencia
de deterioro cognitivo en una poblacién
chilena con una edad promedio mayor a los
70 anos. Heidari et al. (44) observaron un
bajo rendimiento al evaluar la memoria en
pacientes con un tiempo de diagndstico de
DM2 mayor a 5 afos, asi como en aque-
llos recientemente diagnosticados, sin dife-
rencias significativas en el desempefio de la
memoria entre los dos grupos. Es de impor-
tancia resaltar que en nifios y adolescentes
no se ha encontrado evidencia de deterioro
cognitivo relacionado con la diabetes (45).

De acuerdo con Ho et al. (19) los trastornos
cognitivos en pacientes diabéticos parecen
estar relacionados con alteraciones en neu-
roplasticidad, y adicionalmente, con una
reduccién en la accién central de la insulina
la cual regula mecanismos neurales impor-
tantes para el control de procesos de la me-

moria (46). Paralelamente la hiperglucemia
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crénica induce un alto estrés quimico que
favorece procesos celulares degenerativos
especialmente en las células del hipocampo
(19), estructura ligada a capacidades cog-
nitivas como la memoria de trabajo (47).
Willette et al. (48) muestran en su estudio
que la resistencia a la insulina se asocia a
un menor metabolismo de glucosa global a
nivel cerebral, disminucién que es particu-
larmente significativa en el l6bulo temporal
medial, el hipocampo, el cingulo rostral y
posterior y las regiones mediales de las cor-
tezas parietal superior y occipital. Ademas,
reportaron hipometabolismo bilateral en el
cerebelo.

Al parecer la insulina es un modulador de
los procesos cognitivos. Una de las primeras
sugerencias de que la insulina podria des-
empefar un papel importante en procesos
cognitivos, proviene de los estudios de Zhao
et al. (49) quienes demostraron que el en-
trenamiento en una tarea espacial aumenté
la expresién del receptor de la insulina del
hipocampo. La insulina hipocampal parece
ser un componente clave de los procesos de
memoria, y en el caso de la resistencia sis-
témica a la insulina que se presenta en la
DM2 se ha asociado con déficit cognitivo
(21). Por lo tanto, las alteraciones en la se-
fializacién de insulina cerebral pueden brin-
dar una explicacién en la ruta de los efectos
cognitivos y neurales de la DM2.

La DM2 es un desorden metabdlico alta-
mente complejo y por lo tanto es de esperar
que la fuente de cualquier deficiencia cog-
nitiva asociada con ella presente un origen

en el que confluyan multiples factores (33)
que interactien a través de vias como; estrés
oxidativo, glicacién no enzimdtica de pro-
tefinas, cambios epigenéticos, inflamacién
crénica (17) neurodegeneracién (50, 51),
enfermedad cerebrovascular (52, 53) o atro-

fia en regiones corticales tal como ocurre en

la enfermedad de Alzheimer (50).

Tanto los productos finales de glicacidn,
como la oxidacién excesiva de moléculas
de glucosa (glicooxidacién) han sido repor-
tados en concentraciones elevadas en pa-
cientes con DM2 en comparacién con no
diabéticos (54-56). Se ha detectado un sig-
nificativo incremento en la concentracién
de productos finales de glicacién en pacien-
tes con DM2 que presentan deterioro cog-
nitivo respecto de aquellos pacientes con
DM2 que no presentan deterioro cognitivo
(18). Los productos finales de glicacién no
enzimadtica de proteinas, asi como oxidacién
excesiva de moléculas de glucosa, se deben
a condiciones de hiperglicemia, particular-
mente frecuentes en los casos de diabetes, y
causan destruccién de las células al atacar
y dafnar sus proteinas estructurales, lo cual
conlleva al deterioro de estructuras como el
sistema nervioso central, particularmente
fragil a estos ataques.

Adicionalmente se han observado mayores
concentraciones de biomarcadores de neu-
rodegeneracién en liquido cefalorraquideo
(LCR) tales como oligémeros de Beta ami-
loide 1- 42 (Af1-42), proteina tau total y
proteina tau fosforilada en pacientes con

trastornos cognitivos asociados a DM2,
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mecanismos que favorecen el deterioro de las
habilidades cognitivas. También se ha asocia-
da la DM2 con un menor grosor de regio-
nes corticales como; giro y surco subcentral
bilateral, surco precentral inferior derecho,
gyrus rectus, surco frontal y medio (16bulo
frontal) y gyrus parietal inferior (50). Por
lo tanto, es probable que la diabetes sea pro-
motora de neurodegeneracién, mecanismo
que favorece el deterioro de las habilidades
cognitivas. Asi pues, como en una cascada
de eventos desfavorables el deterioro de las
habilidades cognitivas conlleva a su vez un

deterioro en la calidad de vida del paciente

diagnosticado con DM2 (57, 39)

Ademds, Fomiga et al (58) realizaron un
andlisis de diversos estudios que muestran la
existencia de una asociacién epidemioldgica
entre la DM y la demencia, especificamente
la han relacionado con demencia vascular y
con demencia tipo Alzheimer, entre los me-
canismos potencialmente implicados en la
relacién del deterioro cognitivo y DM2 se
encuentran la microangiopatia, hipergluce-
mia, hipoglucemia y la resistencia a la insu-
lina.

Asi mismo, se ha propuesto el término de
diabetes tipo 3 para referirse a la resistencia
a la insulina, entendida esta, como una dis-
minucién de la insulina cerebral que genera
una inadecuada regulacién de la enzima de-
gradante de la insulina y la acumulacién de
beta-amiloide. De esta manera se brinda una
visién integradora de los posibles mecanis-
mos patogenicos comunes entre la DM2 y

EA (58).

Dominguez et al. (59) examinaron los es-
tudios originales de pruebas bdsicas, bio-
quimicas y clinicas con pacientes de Al-
zheimer, DM2 y pacientes con Alzheimer
y DM2, concluyendo que, aunque existe
una relacién entre ambas, esta no estd cla-
ramente esclarecida. Las hip4tesis de dicha
relacién se presentan respecto a las altera-
ciones en las funciones de la insulina (re-
sistencia y senalizacién), lesiones microcir-
culatorias, cambios metabdlicos que llevan
a la formacién de los ovillos neurofibrila-
res y depésitos de proteina beta-amiloide
en el tejido cerebral, desequilibrio oxi-
dante y antioxidante (vias metabdlicas y
mecanismo de accién diferentes pero que
confluyen en el contexto de estrés oxida-
tivo mediado a través de radicales libres).
No obstante, y de acuerdo con los autores,
el deterioro cognitivo parece ser menor
cuando Alzheimer y DM2 se presentan de
forma concomitante en comparacién con
aquellos pacientes que solo presentan Al-
zheimer.

Por su parte, las lesiones de la materia
blanca, en especial en adultos mayores, han
sido asociadas con deficiencias cognitivas
(60) inteligencia, atencién y funciones eje-
cutivas, sin embargo, no se ha establecido
una clara relacién entre la diabetes como
factor de riesgo y la ocurrencia de lesiones
de la materia blanca (61). Aun cuando la
resistencia a la insulina ha demostrado una
fuerte correlacién con este tipo de lesiones
(62, 63), tambien las fluctuaciones en los
niveles de glucosa determinados a través de

hemoglobina glicosilada (HbAlc), parecen
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jugar un importante papel en el declive
cognitivo de pacientes con DM2 (64).

De acuerdo con Li y Huang (22) los me-
canismos implicados en el deterioro cogni-
tivo de pacientes con DM2, asi como los
mecanismos implicados en el desarrollo de
demencia en pacientes con DM2 presentan
una ruta comun, en la cual la neurodege-
neracién es consecuencia de las alteraciones
metabdlicas en los ciclos de glicidos, en-
vejecimiento, hipertensién, el padecimien-
to de DM2 por un largo tiempo y elevados
niveles de colesterol.

Ademds, la predisposicién genética con-
tribuye al aumento de riesgo de demencia
en presencia de DM2. El alelo APOE e4
es el factor genético mds examinado en el

aumento del riesgo de demencia asociada a

DM (58).

Asi como los anteriores estudios muestran
que la diabetes estd asociada al deterioro
cognitivo, existen otros estudios como los
de Colberg et al. (65) que evidencian que la
actividad fisica reduce este riesgo. Blondell
et al. (66) realizaron una revisién de estu-
dios sobre la asociacién de la actividad fisica
y deterioro cognitivo y actividad fisica y de-
mencia; el metandlisis sugiere que mayores
niveles de actividad fisica en comparacién
con niveles mds bajos tienen un riesgo re-
ducido de deterioro cognitivo y demencia.
Finalmente, una de las mds recientes revi-
siones de literatura sobre este tema fue rea-
lizada por Herndndez et al. (67) en la cual
sefalan que la actividad fisica en personas

con DM2 disminuye el riesgo cardiovascu-
lar ya que mejora el control metabdlico, el
peso y la sensibilidad a la insulina; por lo
que la actividad fisica es senalada como uno

de los pilares del tratamiento integral para
la DM2.

Conclusiones

La DM2 es una enfermedad cronica, con
complicaciones asociadas, que implica un
alto costo economico y social con altas re-
percusiones en la salud publica. Aun cuan-
do se han generado numerosos estudios que
han mostrado una posible relacién entre la
deficiencia cognitiva y la DM2, en la ac-
tualidad no se ha logrado un consenso que
establezca el nivel de asociacién entre estas
dos variables o el grado de afectacién de do-
minios cognitivos.

Diversos estudios reportan alteracién en
algunos de los dominios cognitivos, en la
atencién, la memoria de trabajo, la memo-
ria verbal, memoria visual, el aprendizaje y
la funcidn ejecutiva (24, 40, 15, 41), indis-
pensables en el procesamiento mental de la
informacién y los cuales resultan de rele-
vancia para el adecuado desenvolvimiento
social del paciente y la adhesién de los tra-
tamientos que se fundamentan en el auto
cuidado.

Otros estudios indican una asociacién signi-
ficativa entre la presencia de DM2 (43) y la
ocurrencia de deterioro cognitivo y también
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como un predictor en el desarrollo de de-
mencia en adultos (42) y demencia tipo Al-
zheimer

La asociacion entre el deterioro cognitivo en
pacientes con DM2 se han relacionado con
alteraciones en la neuroplasticidad (46), re-
sistencia y sefalizacién de la insulina (48),
lesiones en la materia blanca (60), estrés
oxidativo, glicacién no enzimdtica de pro-
teinas, cambios epigenéticos, inflamacién
crénica (17) neurodegeneracién (50, 51),
enfermedad cerebrovascular (52, 53) o atro-
fia en regiones corticales tal como ocurre
en la enfermedad de Alzheimer, al observar
mayor concentraciones de biomarcadores
de neurodegeneracién en liquido cefalo-
rraquideo (LCR) tales como oligémeros de
Beta amiloide 1- 42 (A81-42), proteina tau
total y proteina tau fosforilada (50) y den-
tro de los factores determinantes del grado
de deterioro cognitivo se describe la dura-
cién de la DM2 vy la presencia de compli-
caciones por coomorbilidades, enfermedad
metabdlica e hipertensién arterial.

Mientras, la asociacién observada entre
riesgo vascular y la resitencia a la insulina,
a menudo denominada sindrome metabdli-
co (SM), ha llevado a pensar que el riesgo
cardiovascular aparece precozmente, antes
de que se desarrolle la DM2, mientras que
la relacién estrecha entre hiperglucemia y
enfermedad microvascular (encefalopatia,
retinopatia, nefropatia, neuropatia) indica
que este riesgo no se vuelve aparente hasta
que aparece una hiperglucemia franca. Es-
tos conceptos ponen de manifiesto la natu-

raleza progresiva tanto de la DM2 como del
riesgo vascular asociado, lo que comporta
desafios especificos en las distintas fases de
la vida de una persona con DM2. Los efec-
tos de la edad avanzada, las comorbilidades
y los problemas asociados con cada grupo
especifico indican la necesidad de enfocar
el riesgo tomando en cuenta las caracteristi-
cas biopsicosociales e individualizantes que
permitan brindar al paciente herramientas

integrales para el manejo de su propia en-

fermedad.

Finalmente, para poder responder de for-
ma contundente si el deterioro cognitivo es
una complicacién de la DM2 se concluye
la necesidad de desarrollar investestigacio-
nes longitudinales que incluyan diferentes
tipos de variables, como son: el tiempo de
diagnostico de la enfermedad, la adherencia
al tratamiento, las comorbilidades, el alelo
APOE e4, resonancia magnetica, hemoglo—
bina glicosilada, y la evaluacién neurocog-
nitiva y afectiva.

Alavez, al revisar las diferentes investigacio-
nes es considerable realizar prevencién del
deterioro cognitivo en pacientes diagnosti-
cados con DM2, a partir de una evaluacién
integral que incluya pruebas neuropsicolé-
gicas dentro de los exdmenes de rutina, jun-
to a un acompafamiento integral, en pro
de mejorar el estilo y la calidad de vida del
paciente, mediante un control de la comor-
bilidad de las enfermedades asociadas a la
DM2.Ademds del manejo de emociones y el
estrés y en mayor medida en pacientes con

largo tiempo de diagnédstico de la enferme-
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dad y en aquellos donde se identifique que
un déficit cognitivo que pueda estar condi-
cionando la adherencia al tratamiento.

De igual forma, se sugiere incluir dentro de
las intervenciones integrales la realizacién
de actividad fisica, el mantenimiento de
una alimentacién adecuada, y niveles con-
trolados de la hemoglobina glicosilada.
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Resumen

Introduccién. El sistema sanguineo ABO estd compuesto por los antigenos A 'y B, los cuales
varfan de acuerdo a las sustituciones de nucleétidos, que determinan la especificidad de la
enzima para la cual codifican. Su importancia clinica se extiende mds alld de los procesos
transfusionales, aparentemente estd involucrado en la fisiopatologia de varias enfermedades,
como cdncer, infecciones, alteraciones cardiovasculares, entre otras. Metodologia. estudio
descriptivo retrospectivo, con 2708 datos de clasificacién de grupo sanguineo ABO en
pacientes hospitalizados. Se realizé la prueba de Chi2 de independencia para determinar
la relacién entre enfermedades hematolégicas y no hematoldgicas y el grupo sanguineo.
Resultados. El grupo sanguineo O se presentd en el 59,2% y el AB en el 18% de los
pacientes; las entidades clinicas que predominaron fueron las no hematoldgicas; entre
ellas las mds frecuentes la hemorragia gastrointestinal, diabetes mellitus y las fracturas
tanto para el grupo A como el B. En el grupo AB se presenté la tuberculosis y hemorragia
gastrointestinal. Para las enfermedades de la sangre y de los érganos hematopoyéticos,
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en los grupos sanguineos A, AB y O predominé la anemia de tipo no especificada, por su
parte en el grupo B se presenté la anemia falciforme en crisis. Conclusién. en el presente
estudio no se pudo establecer desde el andlisis estadistico la relacién entre los antigenos de
grupo sanguineo y el desarrollo de una entidad clinica en particular, pero desde el punto de
vista clinico si se pudo notar la tendencia de una frecuencia mds alta de una enfermedad en

un grupo sanguineo especifico.

Palabras claves: grupo sanguineo, enfermedades, hematoldgica, antigenos.

Abstract

Introduction. The ABO blood system is composed of A and B antigens, which vary according
to nucleotide substitutions, which determine the specificity of the enzyme for which they
code. Its clinical importance extends beyond transfusion processes, apparently it is involved
in the pathophysiology of various diseases, such as cancer, infections, cardiovascular
disorders, among others. Methodology. retrospective descriptive study, with 2708 ABO
blood group classification data in hospitalized patients. The Chi2 test of independence was
performed to determine the relationship between hematological and non-hematological
diseases and blood group. Results. Blood group O was present in 59.2% and AB in 18% of
the patients; the clinical entities that predominated were non-hematological ones; Among
them the most frequent were gastrointestinal bleeding, diabetes mellitus and fractures for
both group A and B. In group AB, tuberculosis and gastrointestinal bleeding occurred. For
diseases of the blood and hematopoietic organs, anemia of unspecified type predominated
in blood groups A, AB and O, while in group B there was sickle cell anemia in crisis.
Conclusion. in the present study, the relationship between blood group antigens and the
development of a particular clinical entity could not be established from the statistical
analysis, but from the clinical point of view, the trend of a higher frequency could be
observed. of a disease in a specific blood group.

Keywords: blood group, diseases, hematological, antigens.
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Introduccion

El sistema de grupo sanguineo ABO fue des-
cubierto por Karl Landsteiner hace mds de
100 anos y hasta ahora sigue siendo el mds
importante desde el punto de vista inmuno-
hematolégico. Estd compuesto por los anti-
genos A y B, que dan origen a cuatro tipos
de grupos sanguineos, determinados por el
gen ABO ubicado en el cromosoma 9, po-
see tres alelos A, B y O, los cuales varian
de acuerdo a las sustituciones de nucledti-
dos, que determinan la especificidad de la
enzima para la cual codifican (1). El alelo
A codifica para la enzima transferasa A que
cataliza la adicién de un residuo de N- ace-
tilgalactosamina (GalNac) al antigeno H,
generando el antigeno A; el alelo B codifica
para la enzima transferasa B, esta adiciona
un residuo de D — Galactosa (Gal) forman-
do el antigeno B; finalmente el alelo O pre-
senta s6lo una diferencia con el antigeno A
y es la delecién de una guanina (G) gene-
rando un cambio en el marco de lectura,
el cual produce una proteina sin actividad
transferasa. Adicionalmente se encuentra el
gen Se, ubicado en el cromosoma 19, el cual
codifica para una fucosiltransferasa que se
expresa en el tejido de los secretores, permi-
tiendo la expresién de los antigenos no sélo
en la membrana de las células rojas, sino
también en una variedad de células y tejidos
humanos, incluido el epitelio sensorial neu-
ronas, plaquetas, glindulas salivares, trac-
to respiratorio, gastrointestinal, endotelio
vascular, entre otros (2-4). Por lo anterior
la importancia clinica del grupo sanguineo
ABO se extiende mds alld de la Inmunohe-

de una unidad hospitalaria de Medellin

matologia y los procesos transfusionales,
aparentemente el sistema estd involucrado
en la fisiopatologia de varias enfermedades
en humanos, entre ellas las neoplasias como
el cdncer géstrico, pancredtico, de ovario y
colo rectal; trastornos infecciosos como los
generados por Escherichia coli y Helicobac-
ter pylori (5), enfermedades cardiovasculares
como la enfermedad coronaria, tromboem-
bolismo venoso, enfermedades reumdticas,
entre otras(6, 7). En este sentido el presente
trabajo pretende describir la relacién exis-
tente entre el grupo sanguineo ABO vy las
enfermedades tanto hematolégicas como no
hematoldgicas de la poblacién de pacientes

transfundidos en un Hospital de la Ciudad
de Medellin.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo retros-
pectivo, con 2708 resultados obtenidos de
la clasificacién del grupo sanguineo ABO
en pacientes hospitalizados en una unidad
hospitalaria de la ciudad de Medellin en el
periodo 2016-2018. Se tuvieron en cuen-
ta factores sociodemogrificos como edad,
sexo, grupo sanguineo, entidad clinica de
ingreso y que tuvieran una historia clini-
ca en la unidad hospitalaria en donde se
realizé el estudio. Se gestionaron los per-
misos necesarios ante el comité de investi-
gaciones del hospital para poder acceder a
la informacién de las historias clinicas. En
cuanto a los aspectos éticos de la investi-

gacién se consideré segun la Declaracién
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de Helsinki y la Resolucién nimero 8430
DE 1993 de Colombia, como una investi-
gacion sin riesgo.

Se creé una base de datos en Excel con la
informacién obtenida de las historias clini-
cas, se utilizd, ademds el programa SPSSv25
para el andlisis estadistico, determinando
para las variables cualitativas frecuencias ab-
solutas y porcentajes. Para la variable edad
se determiné su normalidad por la prueba
de Kolmogorov Smirnov. Por dltimo, se ex-
ploré por medio de la prueba de Chi2 de
independencia la relacién entre enfermeda-
des hematoldgicas y no hematolédgicas con
la presencia de algn grupo sanguineo. Se
tomé como significancia estadistica un va-

lor de p < 0,05.

Resultados

La poblacién estudiada fue de 2708 pacien-
tes, de los cuales el 52,3% (1418) corres-
pondieron a poblacién femenina y 47,7%
(1290) a poblacién masculina. La edad no
present6 distribucién normal segtn la prue-
ba de Kolmogorov Smirnov, con un valor
de p=0,000. La mediana de edad de la po-
blacién fue de 59 afios. La mediana de edad
para las mujeres fue 57 y para hombres 61
anos. El grupo sanguineo O se presentd en
el 59,2% (1763) de los pacientes, siendo el
mds frecuente en el grupo estudiado. Por su
parte el grupo AB fue el que se observé en
menor porcentaje, representando el 18%

(55) de la poblacién. Para el sistema Rh se

observé un fenotipo positivo en el 91,7%
(2730) y negativo en el 8,3% (246) de los
individuos estudiados. Tabla 1

Tabla 1. Distribucién de la clasificacién Rh en cada grupo

sanguineo.
Positivo Negativo
# (%) # (%)
O 1619 (91,8) 144 (8,2)
A 823 (90,8) 83(9,2)
B 235 (93,3) 17.(6,7)
AB 53 (96,4) 2(3,6)

Con relacién a las entidades clinicas, predo-
minaron las entidades no hematoldgicas en
el 84,8% (2525) de la poblacidn, el 15,2%
(451) restante se clasific6 en el grupo de las
enfermedades hematoldgicas.

Las enfermedades no hematolégicas mds
frecuentes fueron la hemorragia gastroin-
testinal 8,1% (205) casos, Diabetes mellitus
4,7% (118) y las fracturas 5% (127) casos.
Se presentaron otras enfermedades en me-
nor frecuencia como puede observarse en la

figura 1.



Villa et al. Enfermedades hematol6gicas y no hematoldgicas relacionadas con el fenotipo ABO en pacientes

de una unidad hospitalaria de Medellin

Figura 1. Frecuencia de las enfermedades no hematoldgicas.
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Fuente: Elaboracién propia.

De otro lado, las enfermedades de la sangre
y de los 6rganos hematopoyéticos, se pre-
sentaron en el 15,2% (451) de los indivi-
duos; en este grupo la anemia representé el
46,2% (208), principalmente la anemia de
tipo no especificado, que se observé en el
13,7% (62) de los individuos; las anemias

nutricionales, como la anemia por deficien-
cia de hierro reportada en el 5,8% (26) de la
poblacidn, las causadas por hemdlisis como
la anemia falciforme con crisis 6,4% (29),
resto de las enfermedades se pueden obser-
var en la figura 2.

Figura 2. Frecuencia de las enfermedades hematolégicas.
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Fuente: Elaboracién propia.

Al realizar el andlisis de relacién de inde-
pendencia entre grupo sanguineos y tipo
de enfermedad, la prueba de Chi2 tuvo un

valor de p>0,05. Lo que indica que no exis-
te relacién entre estas dos variables.
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Grupos sanguineos y frecuencia
de enfermedades en general en los
pacientes estudiados

En el grupo de personas que tenfan grupo
sanguineo A, entre las enfermedades que
se observaron con mayor frecuencia estd la

Diabetes mellitus 4,5% (41) y las fracturas
3,6% (33). En la figura 3 se observan otras

de las enfermedades que se presentaron con

hemorragia gastrointestinal un 8,6% (78),  mayor frecuencia.

Figura 3. Enfermedades mds frecuentes en el grupo sanguineo A.
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las fracturas y la diabetes mellitus con un
4,8% (12), 4,8% (12) y 3,6% (9) respecti-

vamente. Figura 4.

En el grupo sanguineo B, las enfermedades
mias frecuentes fueron similares a las del
grupo A, aunque con frecuencias diferentes.
Se observé la hemorragia gastrointestinal,

Figura 4. Enfermedades mds frecuentes en el grupo sanguineo B.
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En el grupo sanguineo AB las enfermedades  una y tumor maligno de estémago e infec-
mds frecuentes fueron Tuberculosis y hemo-  cién de vias urinarias con un 3,6% (2) cada
rragia gastrointestinal, con 5,5% (3) cada  una. Figura 5.

Figura 5. Enfermedades mds frecuentes en el grupo sanguineo AB.
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Para el grupo sanguineo O las enfermeda-  renal crénica con una frecuencia del 6,4%
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Figura 6. Enfermedades mds frecuentes en el grupo sanguineo O.
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Frecuencia de las enfermedades
hematologicas en los diferentes
grupos sanguineos

Las enfermedades hematoldgicas mds fre-
cuentes en el grupo sanguineo A fueron
anemia tipo no especificada con un 16,5%
(17), anemia pos hemorrdgica aguda y leu-
cemia linfobldstica aguda un 5,9% (8) cada
una, y anemia por deficiencia de hierro,

aplasia crénica adquirida, leucemia mie-
loide aguda y el sindrome mielodisplasico
en un 5,1% (7) cada uno. En la figura 7 se
observa la distribucién de las enfermedades
hematoldgicas mds frecuentes en este grupo
sanguineo.

Figura 7. Enfermedades hematolégicas mds frecuentes en el grupo sanguineo A.
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Fuente: Elaboracién propia.

En el grupo sanguineo B las enfermedades
hematolégicas mds frecuentes fueron ane-
mia falciforme con crisis, anemia tipo no
especificado, mieloma multiple y leucemia

mieloide aguda presentes en un 15,2% (5),
12,1% (4), 9,1% (3) y 9,1% (3) respectiva-

mente. Figura 8.
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Figura 8. Enfermedades hematoldgicas mds frecuentes en el grupo sanguineo B.
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En el grupo sanguineo AB las enfermeda-  Anemia en enfermedad neopldsica y la ane-
des hematoldgicas fueron la anemia de tipo  mia en enfermedades crénicas 9,15% (1) en
no especificado y la leucemia aguda de tipo  cada una. Figura 9.

no especificado en un 18,2% (2) cada una,

Figura 9. Enfermedades hematolégicas mds frecuentes en el grupo sanguineo AB.
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En el grupo sanguineo O las enfermedades
hematolégicas mds frecuentes fueron: Ane-
mia de tipo no especificado en un 15,1%

(41), anemia falciforme con crisis 7% (19)
y el mieloma multiple 5,9% (16), el resto
de enfermedades se pueden ver en figura 10.

Figura 10. Enfermedades hematoldgicas mds frecuentes en el grupo sanguineo O.
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Fuente: Elaboracién propia.

Discusion

El grupo sanguineo que predominé en la
poblacién estudiada fue el O con un 58.9%,
por su parte el grupo AB estuvo representa-
do en el menor porcentaje de la poblacién
encontrdndose expresado sélo en el 18%; lo
que representa un comportamiento similar
a los hallazgos de estudios realizados tanto
en el dmbito nacional como internacional
donde se reportan frecuencias del grupo O
superiores al 58% (8, 9) y del grupo AB me-
nores al 5% (10).

Con relacién a las condiciones clinicas de
los pacientes estudiados, especificamente el

haber sido transfundidos, se encontré que
las entidades clinicas no hematolégicas pre-
dominaron en la poblacién en un 84.8%,
con una frecuencia significativa de hemo-
rragia gastrointestinal, diabetes y fracturas.
De las entidades anteriores con la que se
han realizado estudios dirigidos a establecer
la posible relacién entre la presentacién de
la enfermedad y el grupo sanguineo ABO
que poseen, es con la diabetes, la forma mds
frecuente de diabetes es la tipa 2 (85-90%)
y se caracteriza porque es casi exclusiva de
adultos, aunque actualmente se puede desa-
rrollar en nifios y adolescentes. El estudio de
Fagherazzi et al planted que los individuos
con antigenos A y B tienen un riesgo ma-
yor de desarrollar diabetes mellitus tipo 2
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en comparacién con aquellos que eran gru-
po O; en las personas con grupo sangui-
neo AB la determinacién de esta relacién
no tuvo relevancia estadistica (11). De otro
lado Huidobro et al, sugieren una asocia-
cién negativa entre la presencia del antige-
no B del grupo ABO vy el desarrollo de dia-
betes gestacional, considerando la presencia
del antigeno B como un marcador negativo
(12, 13). Los resultados del presente estudio
concuerdan con los hallazgos mencionados,
ya que se encontré una prevalencia de dia-
betes mayor en los pacientes con grupos
sanguineos A y B; sin embargo, es impor-
tante considerar que el tipo de enfermedad
no siempre estd asociada con la necesidad
de una terapia transfusional, lo que en este
caso podria sesgar la cantidad de pacientes
analizados y asi mismo la frecuencia de los

grupos sanguineos reportada.

Asi mismo a través del tiempo se han pos-
tulado los antigenos del sistema ABO como
un factor de riesgo para diversas enfermeda-
des cardiovasculares, principalmente aque-
llas asociadas con complicaciones trombé-
ticas (2, 14, 15). El mecanismo propuesto
para explicar esta relacién subyace en el
posible efecto regulador de los antigenos
ABO sobre los niveles plasmdticos del fac-
tor Von Willebrand (VWF) y el factor VIII
de la coagulacién VIII (FVIII). La presencia
de abundantes moléculas de carbohidratos
ABH en las cadenas de oligosacdridos del
FVW proporcionan el principal mecanis-
mo regulador por parte del sistema ABO al
FVW. Las enzimas glucosiltransferasa acti-
vas de los antigenos A y B encontradas en

de una unidad hospitalaria de Medellin

el aparato de Golgi de las células endote-
liales generan modificaciones a los carbohi-
dratos del FVW, que pueden influir en los
niveles circulantes de este y en su funcién
por medio de varios mecanismos que han
sido planteados, entre ellos, alteracién de la
tasa de sintesis y/o secreciéon del FVW, la
regulacién de su protedlisis inducida prin-
cipalmente por la proteina ADAMTS13, la
modulacién del aclaramiento del FvW, o
cambiando la actividad bioldgica del FVW
(5, 14, 16, 17). Sumado a lo anterior se ha
planteado la asociacién de polimorfismos
ABO vy el desarrollo de enfermedades cere-
brovasculares (18). En la poblacién de es-
tudio la principal enfermedad asociada con
alteraciones cardiovasculares fue la insufi-
ciencia cardiaca, que segun el grupo sangui-
neo se present6 con mayor frecuencia en los
pacientes grupo O, y aunque se haya plan-
teado que los grupos No-O tienen mayor
predisposicién a estas (15), en nuestro pais
como se menciond anteriormente alrededor
del 58% de la poblacién hacen parte de este
fenotipo, razén por la cual se dificulté po-
der confirmar la hipétesis (8).

Otra enfermedad en la cual se ha sugerido
la posible relacién con la presencia de los
antigenos de grupo sanguineo, es el cdncer
de pdncreas y puede deberse a la naturale-
za bioquimica de los antigenos y a que su
expresién se observa en varios tipos de te-
jidos diferentes a los glébulos rojos, entre
ellas las células del tracto gastrointestinal
(18, 19). Investigaciones han evidencia-
do que las células de pacientes con cdncer

pancredtico expresan antigenos de grupos
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sanguineos en su superficie celular y tienen
diferentes patrones de expresién; sugirien-
do que las modificaciones a la especificidad
de glucosiltransferasa ocurren durante tu-
morogénesis pancredtica (7). De otro lado
en la infeccién por Helicobacter pylori, un
rasgo determinado genéticamente con ex-
presién polimérfica conocida entre indivi-
duos y poblaciones que ha atraido interés
como posible factor de riesgo pertenece al
grupo sanguineo ABO (20) y el potencial
papel de los antigenos de este sistema como
receptores de toxinas, pardsitos y bacterias,
que pudieran facilitar los mecanismos de
colonizacién ¢ invasién de estos. Algunos
estudios han sugerido que las personas gru-
po O presentan un mayor riesgo de adquirir
infeccién por Helicobacter pylori (21, 22).

Como se puede observar en el presente es-
tudio varias de las enfermedades en las que
entre los factores para su desarrollo estin
los antigenos de grupo sanguineo, no se
encontraron en la poblacién, posiblemen-
te porque no son entidades que frecuente-
mente requieran soporte transfusional. Para
las otras enfermedades clasificadas en este
grupo y de acuerdo a la literatura estudiada
no se ha planteado una posible asociacién
entre el desarrollo de la enfermedad y la
presencia del algtn fenotipo, sugiriendo la
necesidad de proponer nuevos procesos de
investigacién que puedan determinar mar-
cadores asociados con el riesgo de presentar
una condicién clinica particular.

De otro lado en el grupo de las enferme-
dades de la sangre y de los 6rganos hema-

topoyéticos, la anemia fue la entidad mds
frecuente, la de tipo no especificado repre-
sentd el mayor porcentaje en todos los gru-
pos sanguineos a excepcién del grupo B, ge-
neralmente es una anemia secundaria a una
condicién clinica especifica que genera la
disminucién en los valores de hemoglobina
y que dependiendo de su expresién clinica
requiere soporte transfusional como opcién
terapéutica (23). En los individuos grupo
B predomind la anemia falciforme, anemia
hemolitica heredada de manera autosémi-
ca recesiva caracterizada por la presencia de
la Hb S, predomina, pero no es exclusiva
de la raza negra, encontrindose con mayor
frecuencia en el Africa subsahariana y des-
cendientes afro americanos (24), poblacio-
nes que una frecuencia de grupo sanguineo
B mds alta que en otros grupo étnicos (25)
(26). Entre las neoplasias mds frecuentes
en la poblacién se encontraron la leucemia
linfoide aguda, leucemia mieloide aguda y
mieloma multiple, una de las posibles ra-
zones de este hallazgo es que son entidades
que normalmente presentan disminucién
en la produccién de otras lineas celulares,
generando anemia y con frecuencia trom-
bocitopenia marcada que suscitan la nece-
sidad de trasfusién sanguinea (27, 28). De
acuerdo a la literatura cientifica revisada no
se ha planteado una posible asociacién en-
tre el diagnédstico de estas entidades y el fe-
notipo de grupo sanguineo ABO presente.

Finalmente, en el presente estudio no se
pudo establecer desde la parte estadistica la
relacién entre los antigenos de grupos san-

guineos y el desarrollo de una entidad clini-
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ca en particular, pero desde el punto de vista
clinico si se puedo notar la tendencia de una
frecuencia mds alta de una enfermedad en
un grupo sanguineo. Varios son los aspectos
a considerar, uno de ellos la baja frecuencia
de cada una de las enfermedades diagnosti-
cadas en el grupo de pacientes estudiados y
de otro lado, la poblacién estudiada ya que
sesga la descripcién, en este caso particular
fueron aquellos pacientes que requirieron
de terapia transfusional, lo que pudo limi-
tar el nimero de enfermedades a estudiar y
el andlisis de aquellas que segtn la literatura

se ha propuesto una asociacidn.
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Palabras claves: bacteriemia, farmacorresistencia microbiana, pruebas de sensibilidad
microbiana, antibacterianos.

Abstract

Objective. To describe the frequency of microorganisms and the antibiotic resistance of
isolated bacteria in blood cultures of patients with bacteremia, in a university hospital in
Colombia. Methods. An observational, descriptive, and cross-sectional study was developed
in individuals older than 18 years, where the positive blood cultures were described, isolated
in all the services of the University Hospital of the Caribbean. Results. Of the 211 blood
cultures analyzed, 53.1% were men. The Gram-positive microorganisms correspond to
49.8%, with a high frequency of S. aureus in 16.1%. Of the Gram negative microorganisms,
E.coli was isolated by 18%. Vancomycin resistance was established at 4.4%. K. pneumoniae
showed resistance to meropenem in 15.3% of cases. E.coli, P aeruginosa and E. cloacae are
sensitive to carbapenes. Thus, in our study, the bacteria most frequently isolated in the
blood cultures were predominantly Gram negative, with resistance to carbapenes for some

strains of K. pneumoniae.

Keywords: bacteremia, drug resistance, microbial, drug microbial sensitivity tests, anti

bacterial agents.

Introduccion a una mayor morbi-mortalidad y aumentos

en los costos de los tratamientos (2,3); este

Laresistenciabacterianahasidoasociadaala
ineficaciadelostratamientosfarmacolégicos
establecidos para estos microorganismos,
y repercutiendo de manera directa en un
crecimiento proliferativo de infecciones
con alta incidencia (1). En la actualidad
la resistencia bacteriana es un problema
global que afecta a muchas poblaciones
y especialmente relacionadas con las
instituciones de cuidado y atencién de
la salud de los pacientes. Las infecciones

causadas por bacterias resistentes se asocian

problema se ha incrementado debido a
prescripciones innecesarias o inadecuadas
de antibiéticos, debido a inoportunas
pruebas diagnésticas, indicaciones en
infecciones no requeridas o producto
de la exposicién microbiana a todos los
antibidticos, ya sean por polimedicacién
(4,5). El Foro Econémico Mundial (WEF)
ha establecido que posiblemente el mayor
riesgo para la salud humana se presenta
en forma de bacterias resistentes a los

antibidticos, de este modo, se han incluidos
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estrategias para combatir la resistencia
basindose en las pricticas tradicionales de
control de infecciones, la administracién
de antibidticos y el desarrollo de nuevas
terapias (6-8), para ello la Asamblea
Mundial de la Salud aprobé en mayo de
2015 un plan de accién mundial sobre
la resistencia a los antimicrobianos. Este
plan contiene 5 objetivos, los cuales
son: mejorar la sensibilizacién y los
conocimientos en materia de resistencia a
los antimicrobianos, reforzar la vigilancia
y la investigacién, reducir la incidencia
de las infecciones, optimizar el uso de
medicamentos antimicrobianos y asegurar
que se realicen inversiones sostenibles
en la lucha contra la resistencia a los

antimicrobianos (7).

Laresistenciaaantibidticos varia geogréfica
y temporalmente en cuanto a su magnitud,
este fenémeno es particular dependiendo
directamente del tipo de antimicrobianos
que adopte o implemente cada regién, al
igual que el tiempo que utiliza en cada
protocolo de tratamiento realizado. Sin
dejar de lado el perfil de resistencia

adaptado en cada lugar (8).

Por esta razén es de gran importancia la
implementacién de sistemas de vigilancia y
el desarrollo de lineas concretas para evaluar
el impacto de las medidas de prevencién y
control de la resistencia a los antibidticos.
Se estima que para 2050 las infecciones
mds comunes van a ser potencialmente
mortales y las muertes anuales mundiales

atribuibles a microorganismos resistentes

universitario de Colombia

podrian alcanzar los 10 millones de casos
(9,10). La OMS crea el Sistema Mundial
de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos que incluye actualmente
a 52 paises (25 de ingresos altos, 20 de
ingresos medianosy siete de ingresos bajos).
Asimismo, los Centros para el Control y
la Prevencién de Enfermedades estiman
de manera conservadora que al menos
23.000 personas mueren anualmente en
los Estados Unidos como resultado de una
infeccién con un organismo resistente a
los antibidticos y que mds de 2 millones
estdn en un alto riesgo (11,12). Segin un
informe reciente del Reino Unido, el costo
humano de la crisis de resistencia a los
antibidticos se estima en 300 millones de
muertes prematuras acumulativas para el
ano 2050, con una pérdida de hasta $ 100
billones para la economia mundial (9).

Por lo tanto, se ha establecido amplios re-
portes que reconocen una alta resistencia
en microorganismos relacionados con Es-
cherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Sta-
phylococcus aureus y Streptococcus pneumo-
niae, seguidas de Salmonella spp (5,13-15).
Igualmente, entre los datos mds importan-
tes se puede destacar la significativa resis-
tencia de la E. coli a las cefalosporinas de
tercera generacién y a las fluoroquinolonas
en regiones de Africa, América, mediterra-
neo oriental, Europa, Asia Sudoriental y
Pacifico Occidental (16—18). Ademds, la
resistencia a meticilina hasta un 80% de
las infecciones por S. aureus en éfrica y pa-
cifico occidental, 90% en América y mds
del 50% en las otras regiones mencionadas
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(19,20). La resistencia de K. pneumoniae
a las cefalosporinas de tercera generacién
también es elevada y generalizada en todas
estas regiones (21).

En Colombia se ha notado un aumento en
la resistencia bacteriana, el sistema nacio-
nal de vigilancia reporté 2.362 casos de re-
sistencia antimicrobiana por infeccién aso-
ciada a dispositivos durante 2016, de los
cuales 21,3 % fallecieron. Por otro lado, en
Cartagena no hay estudios que abarquen
esta temdtica. Es por ello, que en el pre-
sente articulo se describe la frecuencia de
microorganismos y la resistencia farmaco-
légica de bacterias identificadas en hemo-
cultivos de pacientes con bacteriemia en el
Hospital Universitario del Caribe de Car-
tagena. El andlisis continuo de la suscepti-
bilidad a los antibiéticos permite visuali-
zar un panorama general de los perfiles de
resistencia que presentan las bacterias, con
la finalidad de predecir y establecer estra-
tegias terapéuticas que orienten interven-

ciones farmacoldgicas més eficaces.

El empleo indiscriminado de los antimi-
crobianos que conduce a una rdpida di-
seminacién de cepas productoras de be-
ta-lactamasas de espectro extendido, junto
a la estadia hospitalaria prolongada de los
pacientes, ha dado lugar a brotes impor-
tantes e incluso a la muerte del paciente.
Un estudio realizado por Paterson y col
reporté una tasa de mortalidad del 46%
de los pacientes, de 216 pacientes con bac-
teriemia por Klebsiella pneumoniae BLEE
positiva (22).

Material y método

Descripcion de la poblacion de estudio

Estudio observacional, descriptivo y de cor-
te transversal, llevado a cabo entre enero
y diciembre de 2015. Se describié el total
de hemocultivos positivos realizados en pa-
cientes mayores de 18 afos, en el Hospital
Universitario del Caribe en Cartagena, Co-
lombia. Se excluyeron los cultivos realiza-
dos en otros liquidos corporales diferentes
a sangre, y aquellos hemocultivos con re-
portes en el antibiograma incompletos. En
relacién con esta Gltima consideracién los
antibiogramas incompletos no fueron teni-
dos en cuenta para la descripcién de la sus-
ceptibilidad antibidtica pero si para carac-
terizar la frecuencia de los microorganismos
aislados.

Adicionalmente se recolectaron los datos de
identificacién del paciente, género, servicio
de aislamiento, microorganismo aislado,
sensibilidad, y resistencia, los cuales fueron
llevados a una base de datos en Microsoft

Excel.

Identificacion y pruebas de
susceptibilidad

Se utilizaron métodos convencionales de
identificacién bioquimicas, conjunto con
sistemas microbioldgicos de deteccién em-
pleando el panel MicroScan Pos Combo 34
(Beckman Coulter, USA), para bacterias
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Gram Positivas y el panel Neg/Urine Com-
bo 60 (Beckman Coulter, USA), para Gram
negativas. La susceptibilidad a los antimi-
crobianos fue interpretada en términos cua-
litativos (sensible o resistente) para facilitar
la orientacién terapéutica. Para los diferen-
tes microrganismos se utilizaron los anti-
microbianos y las especificaciones técnicas

sugeridos por el Instituto de Estidndares de
Laboratorios Clinicos (CLSI).

Para el registro de la informacidn, el estudio
descriptivo de las variables estudiadas y la
determinacién del nimero (N°) y porcenta-
je (%) de cepas resistentes a los antimicro-
bianos, se utilizé el paquete estadistico IBM

SPSS Statistics.

Resultados

Durante el periodo de enero a diciembre de
2015 en el Hospital Universitario del Cari-
be fueron reportados 211 hemocultivos po-
sitivos. De éstos, se excluyeron 8 (3,79%),
s6lo para la descripcién de los resultados de
la resistencia a antimicrobianos, al no con-
tar con la informacién completa del anti-
biograma, caso que ocurrié para el grupo de
estreptococos. No se pudo obtener el total
de hemocultivos realizados en este periodo

de tiempo.

De los 211 reportes analizados, el 53,08
% fueron hombres. No se pudo analizar la
variable edad, por no contar con dicha in-
formacién. Se encontraron 22 especies bac-

terianas diferentes, de los cuales 36,36%

universitario de Colombia

(n=8) correspondian a bacterias Gram
positivas mientras que el 63,63% estaban
distribuidas en bacterias Gram negativas.
Los microorganismos Gram positivos co-
rresponden a 49,8% (n=105) de los hemo-
cultivos positivos, siendo el mds frecuente
el S. aureus con un 16,1% (n=34). Agru-
pando los Staphylococcus oagulasa Nega-
tiva (SCN), éstos corresponden al 26,5%
(n=56), distribuidos en 11 especies diferen-
tes. De los microorganismos Gram negati-
vos el mds frecuentemente aislado fue E.coli
en un 18% (n=38). En la tabla No 1, se des-
cribe la frecuencia de los microorganismos
aislados en los hemocultivos (Figura 1).
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Figura 1. Microorganismos aislados de hemocultivos. A. Bacterias Gram Positivas aisladas.
B. Bacterias Gram Negativas aisladas.
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Fuente: Elaboracién propia.

La resistencia hallada para el S. aureus fue  La resistencia a vancomicina se documenté

de 29,4% para Cefazolina y Oxacilina. En
cuanto a la clindamicina, la resistencia en-

en 4,44% de los estafilococos, siendo sen-
sibles todos los enterococos. Todos los gér-
contrada en el grupo de estafilococo coa- menes Gram positivos fueron resistentes a
gulasa negativa fue cercana al 50%, y sélo  la ampicilina y sensibles a la daptomicina.

se hallé un S. awureus que no era sensible.

Tabla 1. Frecuencia de resistencia de las principales bacterias Gram positivas aisladas en hemocultivos.

Microorganismos

Agentes Staphylococcus coagulasa negativa

62

antimicrobianos
S. aureus S. epidermidis S. hominis subesp. Hominis Otros
n=34 (%) n=24 (%) n=18 (%) n=14 (%)
Penicilina 33 (97) 24(100) 16(88,8) 14(100)
Ampicilina 34 (100) 24(100) 18(100) 14(100)
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Agentes

antimicrobianos

universitario de Colombia

Microorganismos

Staphylococcus coagulasa negativa

S. aureus S. epidermidis S. hominis subesp. Hominis

n=34 (%) n=24 (%) n=18 (%) n=14 (%)
Ampicilina/Sulbactam | 10 (29,4) 15(62,5) 9(50) 13(92,8)
Cefazolina 10 (29,4) 15(62,5) 9(50) 13(92,8)
Ciprofloxacina 2(5.,8) 5(20,8) 1(5,5) 6(42,8)
Clindamicina 1(2,9) 9(37.5) 7(38,8) 10(71,4)
Daptomicina 0 0 0 0
Eritromicina 3(8.,8) 12(50) 10(55,5) 8 (57,1)
Trimetoprim/Sulfa 1(2,9) 6(25) 6(33.,3) 3(21,4)
Vancomicina 0 0(0) 1(5,5) 2(14,2)
Gentamicina 0 0 0 6(42,8)
Oxacilina 10 (29,4) 15(62,5) 9(50) 13(92,8)
Rifampicina 0 0 0 1(7,1)
Tetraciclina 7 (20,5) 5(20,8) 3(16,6) 4(28,5)

Fuente: Elaboracién propia.

El 86% de los gérmenes Gram negativos
presenta resistencia a la ampicilina. De las
principales bacterias Gram negativas, solo
el 2,43% presentd resistencia a la amika-
cina mientras que el 23,17% fue resisten-
te a la gentamicina. Se encontré cepas de

K. pneumoniae con resistencia a merope-
nem y doripenem, con una frecuencia de
15,3% y 11,5% respectivamente. E.coli,
P aeruginosa 'y E.cloacae fueron sensibles a
carbapénicos (Ver tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de resistencia de las principales bacterias Gram negativas aisladas en hemocultivos.

Agentes

Microorganismos

antimicrobianos E. coli K. pneumoniae P, aeruginosa E. cloacae
n=38 (%) n=26 (%) n=9 (%) n=9 (%)
Ampicilina 31 (81,5) 26(100) 9 (100) 8(88,8)
Ampicilina Sulbactam 13 (34,2) 11(42,3) 0 5(55,5)
Piperacilina/Tazobactam | 0 4(15,3) 2(22,2) 1(11,1)
Cefazolina 13 (34,2) 8(30,7) 0 9(100)
Cefepime 10 (26,3) 7(26,9) 1(11,1)
Cefotaxima 11(28,9) 7(26,9) 3(33,3) 1L
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Agentes

Microorganismos

antimicrobianos E. coli K. pneumoniae P aeruginosa E. cloacae
n=38 (%) 1=26 (%) =9 (%) n=9 (%)
Cefeazidima 8 (21) 7(26,9) 0 1(11,1)
Cefoxitina 0 2(7,6) 0 7(77,7)
Ceftriaxona 11(28,9) 6(23) 4(44,4) 1311,1)
Amikacina 0 2(7,6) 0 0
Gentamicina 10(26,3) 5(19.2) 4(44,4) 0
Tobramicina 9(23,6) 5(19.2) 2022,2) 1311,1)
Ciprofloxacina 15(39,4) 6(23) 0 2022,2)
Ertapenem 12,6) 4(15,3) 0 0
Meropenem 0 4(15,3) 0 0
Doripenem 0 3(11,5) 0 0
Trimetoprim/Sulfa 26(68.,4) 12(46,1) 0 1311,1)
Aztreonam 10(26,3) 7(26,9) 0 1311,1)
Tigeciclina 0 0 0 0
Fuente: Elaboracién propia.
Discusion nas para la deteccién de bacterias aisladas,

Durante afos el desarrollo de metodologias
para la deteccién de bacterias en sangre jue-
ga un papel fundamental en el diagndstico
del paciente con diferentes manifestaciones
clinicas, especialmente relacionados con el
desarrollo de cuadros febriles dado que per-
mite establecer la presencia de posibles in-
fecciones, y puede conllevar al correcto se-
guimiento de terapias clinicas dirigidas a la
eleccién correcta de los antibidticos segun
el resultado del antibiograma respectivo
(23). Por tanto, el hemocultivo es una he-
rramienta de gran valor para el seguimiento
adecuado y diagnéstico eficaz. A pesar de
que existen otras metodologias més fidedig-

en la actualidad los hemocultivos son con-
siderados herramientas de bajo costo que
permiten realizar una indicacién adecuada
para la implementacién de tratamientos
cada vez direccionados (24,25).

El presente estudio demostré que los mi-
croorganismos mds frecuentemente aislados
en hemocultivos en el Hospital Universi-
tario del Caribe, correspondieron a bacte-
rias Gram negativas (50,23%), ligeramente
superior sobre las Gram positivas, hallazgo
que difiere del trabajo de Paz et al. (26,27),
los cuales evidenciaron la presencia prin-
cipalmente de organismos Gram positivos
(67,6%). Asimismo, en el estudio se de-

mostré que los microorganismos mayor-
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mente aislados fueron SCN (26,5%), E.coli
(18%) y S. awureus (16,1%), datos acordes
al reporte de Paz et al. (27), quienes evi-
denciaron la deteccién de microorganismos
Gram positivos y de igual modo demos-
trando variaciones en relacién a la presen-
cia de microorganismos Gram negativos, en
donde el mids frecuente fue K. pneumoniae,
factor que puede estar relacionado con una
amplia variacién y diversidad en la micro-
biota de cada institucién de salud (28,29).
De igual manera, de acuerdo con los SCN,
se aislaron 11 especies diferentes, siendo
los més frecuentes el S. epidermidis en un
42%, similar a lo registrado por Farifia et
al (30). En nuestro estudio el segundo mis
frecuente fue S. hominis sub esp. hominis
con un 32,14%, difiriendo marcadamen-
te con estos autores, en donde la segunda
especie mds frecuente fue S. haemolyticus
(20,3%). Un comportamiento que fue dic-
taminado en las especies aisladas, indican-
do diferencias en la frecuencia de aparicién.
Estos contrastes epidemioldgicos se podrian
explicar debido a la diferencia geogréfica y
condiciones ambientales que podrian favo-
recer el desarrollo de algunas especies cuan-
do se compararon ambos estudios (31).

Con respecto a los perfiles de resistencia de
los antimicrobianos establecidos en nuestro
estudio se ha indicado una alta ineficacia
contra bacterias Gram positivas por parte
de antibidticos de primera linea como pe-
nicilina, ampicilina, ampicilina/sulbactam
y cefazolina (32,33). Y un comportamiento
medianamente resistente puede observarse

por parte de clindamicina, eritromicina y
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oxacilina (33). De este modo, se ha estable-
cido dentro de los perfiles de resistencia mi-
crobiana un comportamiento particular con
respecto a oxacilina, donde §. epidermidis
fue reportada en 62,5%, documentdndose
sensibilidad a vancomicina en todos los ca-
sos, hallazgos similares a lo encontrado por
Farifa y cols, en donde ademds no se descri-
bié resistencia a vancomicina para ningin
SCN, datos también encontrados por Paz
et al. 26, sin embargo en nuestro estudio se
hallaron 3 casos de resistencia a vancomici-
na (S. hominis subesp. hominis, S. xylosus y
S. saprophyticus) (34). Por otro lado, se ha
indicado que la resistencia por S. aureus a
oxacilina en este estudio fue de 29,6% (35—
37); sin embargo nuestro hallazgo fue muy
similar a lo descrito por Sader en América

Latina, y ligeramente superior a la cohorte

en México (38).

Por otra parte, en los antibiogramas resul-
tantes para bacterias Gram negativas se ha
observado que una notable resistencia a
ampicilina y medianamente a ampicilina/
sulbactam conjunto a cefazolina y cefoxiti-
na que resulto ser ineficaz contra las cepas
de bacterias E. cloacae (39—41). De acuer-
do a estos comportamientos evidenciados
en bacterias Gram negativas, la resistencia
encontrada en la mayoria de antimicrobia-
nos para el E.coli es superior a lo descrito
por Sader et al. (42). Lo que demuestra la
pérdida progresiva de sensibilidad antimi-
crobiana a antibidticos de primera linea. La
sensibilidad de P aeruginosa a ceftazidime,
cefepime y meropenem estuvo presente en

todos los casos, a diferencia de lo reportado
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por otros autores. Lo que indica que este
microorganismos no representa un proble-
ma de resistencia; a diferencia de lo encon-
trado para K. pneumoniae, en donde se ais-
laron cepas resistentes a meropenem en un
15,3%, muy diferente a lo publicado por
Sader en América Latina, en donde se re-
portd una sensibilidad del 99,8% a los car-
bapénicos (43,44). Lo que indica la necesi-
dad de fortalecer campanas de promocién
para el uso racional de antibiéticos y medi-
das de contencién para evitar la seleccién y
diseminacién de cepas con estos fenotipos
de resistencia, evitando brotes de infeccio-
nes intrahospitalarias, que representen una
grave amenaza para la vida de los pacientes.

La resistencia a los antibidticos se considera
uno de los problemas primordiales de salud
putblica en el mundo, ya que constituye un
desafio tanto en el plano de la epidemiolo-
gia como del tratamiento farmacoldgico de
las enfermedades infecciosas. Podemos con-
cluir en nuestro estudio que las bacterias
mis frecuentemente aisladas en los hemo-
cultivos fueron bacterias Gram negativas,
con resistencia a carbapénicos para algunas
cepas de K. Pneumoniae; ademds de la poca
sensibilidad de los SCN a oxacilina, y re-
sistencia de algunas de ellas a vancomicina.

El grupo epidemioldgico de infecciones de
la institucién, debe realizar de forma ruti-
naria estudios para determinar los perfiles
de resistencia y sensibilidad de los diferen-
tes microorganismo aislados en las diferen-
tes pruebas de laboratorio, implementan-
do mecanismos de vigilancia que permitan

conocer de manera periédica y oportuna las
tasas de resistencia antimicrobiana, ya que
estas cambian en el tiempo, y con dicha in-
formacién emplearla para el inicio de una
adecuada terapia antimicrobiana empiri-
ca. Finalmente, se debe mejorar y procurar
obtener la informacién de una forma mds
completa, para reducir asi los sesgos y apor-
tar un perfil epidemiolégico mds fidedigno.
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Use of information and communication technologies in screening of
depression associated with the use of psychoactive substances
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Resumen

Introduccién. El consumo de sustancias psicoactivas (SPA) se consideran como una
enfermedad crénica debido a que el inicio, curso, direccién, y resultado es impredecible en
algunos casos y adicionalmente son trastornos multicausales como es el caso de la depresién;
segun datos reportados por el Centro de Adicciones de Barcelona “la incidencia de depresién
en pacientes con abuso de sustancias oscila entre el 6% y 70% en los consumidores de SPA”.
Con este panorama se debe comprender que la intervencién debe desarrollar la promocién
de la salud y la prevencién de la enfermedad, con la aparicién de la biotecnologia con el uso
y aplicacién de las tecnologias de la informacién y las comunicaciones (TIC) en las ciencias
de salud y la vida para el diagnéstico, prevencién, supervisién, tratamiento. Objetivo.
Desarrollar un software que permita generar una alerta para la identificacién temprana
de la depresién asociada al consumo de sustancias psicoactivas en adultos, mediante el
uso de una TICs previamente validada, durante el ano 2019. Metodologia. Investigacién
Tecnoldgica, utilizando la metodologia “UWE” con enfoque al desarrollo de software para
el dominio web. Resultados. En esta propuesta de investigacién se avanzari en el desarrollo
del prototipo del producto para la identificacién temprana de la depresién con el fin de
mejorar el proceso de toma de decisiones clinicas, en el momento mismo de la atencién,
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con base en la informacién registrada en el software llamado MEASDEP (Medicién de la

depresién en consumidores de SPA).

Palabras claves: sustancias psicoactivas (SPA), depresién, consumo, biotecnologia,
tecnologia de la informacién y la comunicacién (TIC).

Abstract

Introduction. The consumption of psychoactive substances (SPA) is considered a chronic
disease because the onset, course, direction, and result is unpredictable in some cases and
additionally they are multi-causal disorders such as depression; according to data reported
by the Barcelona Addiction Center “the incidence of depression in patients with substance
abuse ranges between 6% and 70% in SPA users”. With this outlook, it should be understood
that the intervention should develop the promotion of health and the prevention of disease,
with the appearance of biotechnology with the use and application of information and
communication technologies (ICT) in science, health and life for diagnosis, prevention,
supervision, treatment. Objective. To develop a software that allows generating an alert
for the early identification of depression associated with the use of psychoactive substances
in adults, through the use of a previously validated ICT, during 2019. Methodology.
Technological Research, using the “UWE ”"With a focus on software development for the
web domain. Results. In this research proposal, progress will be made in the development
of the product prototype for the early identification of depression in order to improve the
clinical decision-making process, at the moment of care, based on the registered information
in the software called MEASDEP (Measurement of depression in SPA consumers)

Keywords: psychoactive substances (SPA), depression, consumption, information and
communication technology (ICT), medical informatics.

Introduccion

El consumo de sustancias psicoactivas en
adultos jovenes es un problema de salud
publica que ha tenido un crecimiento mar-
cado en los ultimos anos. Segtn el Informe
Mundial de Drogas 2018 de UNODC, un
cuarto de billén de personas o cerca del 5%
de la poblacién adulta, entre los 15 y los

64 afnos, consumié drogas por lo menos en
una ocasion; es de aclarar que a partir del
2015 (1) se considera droga toda sustancia
quimica que entre en contacto con los di-
ferentes sistemas del cuerpo humano pro-
duciendo efectos a corto y largo plazo que
se traducen clinicamente en la presencia de
un sindrome de abstinencia si no se utiliza
la droga y de tolerancia progresiva a su uso
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generando un impacto negativo en el desa-
rrollo humano, la salud y la calidad de vida
de los consumidores.

En cuanto a los efectos negativos, que en su
mayoria se asocian al post consumo, el con-
sumidor puede experimentar diversos efectos
adversos acorde como la sustancia interac-
cione con el cuerpo humano y sus diferentes
sistemas provocando alteraciones que pue-
den ser fatales. La depresién asociada al con-
sumo de sustancias psicoactivas es uno de los
efectos mds comunes en la poblacién consu-
midora de Sustancias Psicoactivas (SPA) (2),
la morbilidad de los trastornos psiquidtricos
en general y de los trastornos afectivos o de-
presivos asociados al consumo de drogas y
alcohol se ha multiplicado en los tltimos 10
anos (3). Uno de los trastornos mds comunes
que afectan la salud mental es la ansiedad y
los trastornos de ansiedad tienen relacién
directa con los problemas de violencia, la po-
breza y el consumo de sustancias psicoactivas
como estresantes de la sociedad en que vivi-
mos (4). Los sintomas psiquidtricos negati-
vos se conciben como una dimensién carac-
teristica de diferentes trastornos e incluyen
la afectividad negativa y el déficit cognitivo.

En la actualidad los trastornos por consu-
mo de SPA se consideran como una enfer-
medad crénica debido a que el inicio, curso,
direccién, y resultado son impredecibles en
algunos casos. Segtn datos reportados por
el Ministerio de Salud, uno de los factores
causales del riesgo de depresién en pacien-
tes, estd asociado al abuso y la dependencia

de las sustancias psicoactivas incluidos los

asociada al consumo de sustancias psicoactivas

consumidores de alcohol y cigarrillo(5); con
este panorama se debe comprender que la in-
tervencién debe ser integral e integra donde
la aparicién de las tecnologias de la infor-
macién y las comunicaciones (TIC) en salud
son vitales para el diagndstico, prevencidn,
supervisién, tratamiento o alivio de una

enfermedad; como lo menciona el Decreto

4725 de 2005.

En este sentido las Tecnologias de la Infor-
macién y la Comunicacién, también conoci-
das como (TIC), son el conjunto de tecnolo-
gias desarrolladas para gestionar informacién
y enviarla de un lugar a otro y abarcan un
abanico de soluciones amplio, las cuales
han evolucionado para acceder y compartir
informacién en la Web como también han
permitido el desarrollo de sistemas adecua-
dos para ubicarlos en linea y fuera de linea
para la investigacién colaborativa, asincréni-
ca y de discusién para aumentar la genera-
cién y trasferencia de conocimientos(6). Las
TIC incluyen las tecnologias para almacenar
informacién y recuperarla después, enviar y
recibir informacién de un sitio a otro, o pro-
cesar informacién para poder calcular resul-
tados y elaborar informes (7).

Por tanto, esta investigacion se enfoca en
identificar las herramientas, las técnicas, la
metodologia y los IDE (entornos de desarro-
llo integrados), adecuados para desarrollar
un producto de software orientado a la web
para la medicién de la depresién y que gene-
re alertas tempranas en la poblacién de adul-
tos consumidores de SPA inicialmente en la

ciudad de Bogoti,
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Materiales y metodos

Metodologia: Investigaciéon Tecnoldgica.
UWE (UML-BASED WEB ENGINEE-
RING)

“UWE” es una metodologia apoyada en el
desarrollo de software con enfoque de la in-
genierfa del software para el dominio web, la
cual utiliza un lenguaje de modelado especi-
fico del dominio basado en UML Lenguaje
unificado para modelamiento de sistemas
de informacién (software), los Modelos de
UWE son una extensién de UML que pre-
senta los siguientes modelos:

* Modelo de requerimientos donde se
hace la especificacién de requerimien-
tos del software y se generan los mode-
los de casos de uso donde se ilustra la
funcionalidad del producto,

e El Modelo de contenido es un modelo
normal donde se grafican las clases don-

de expresa el dominio o la arquitectura
de cada atributo en su respectiva clase

El modelo de navegacién o navegabili-
dad se realiza para representar en modo
grafico cada uno de los nodos con su
respectivo link para facilitar el entendi-
miento de la forma en que se podrd na-
vegar por el software, para hacerlo mis
amigable y con esto apuntarle al criterio

de usabilidad.

El Modelo de presentacién se realiza
con el objetivo de representar los ele-
mentos que serdn utilizados en cada
uno de los index del software (botones,
textos, formularios, imdgenes, entradas
de texto entre otras).

El Modelo de procesos representa de
forma gréfica las relaciones existentes
entre las diferentes clases, para ilustrar
la funcionalidad dentro del producto

(8).

Figura 1. Fases del proceso investigativo.

*Revision de la w
literatura sobre el
tema y objetivo del
estudio

*Aplicacion de la
herramienta
mediada con el uso
de las Tics (App)

J

eElaboracion de la
herramienta

mediada con el uso
de las Tics (App)

+Validacion de la
herramienta
mediada con el uso
de las Tcs (App)

Fuente: Elaboracién propia.
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FASE 1: Revision de la literatura para im-
plementar la metodologia UWE para el
desarrollo del software Measdep para la
identificacién temprana de la depresién en
adultos consumidores de SPA.

FASE 2: Disefio y desarrollo del software
Measdep para la identificacién de la depre-
sién en adultos consumidores de SPA.

FASE 3: Testing pruebas del software
Measdep para validar la funcionalidad del
software segun los requerimientos estable-

cidos

FASE 4: Implementaciéon del software
Measdep para la identificacién de la depre-
sion en adultos consumidores de SPA

La metodologia UWE es una extensién del
lenguaje unificado para modelo de sistemas
de informacién UML vy se enfoca dnica y
exclusivamente a desarrollos orientados a
la web, para realizar unos muy buenos di-
sefos se recomienda utilizar la herramien-
ta CASE (Disefio asistido por computado-
ra) Magic UWE que fue desarrollada para

facilitar el trabajo al profesional de disefo

9).

Para el desarrollo de software selecciona-
mos el entorno de desarrollo XAMP que
es una plataforma gratuita distribuida por
apache que es un servidor local y que den-
tro de sus herramientas cuenta con el len-
guaje PHP y un sistema gestor de bases de
datos Mysql para el desarrollo de la base
de datos, también se utiliza CSS la hoja

asociada al consumo de sustancias psicoactivas

de estilo en cascada para mejorar la pre-
sentacién del producto como tal, para la
visualizacién en los diferentes tipos de dis-
positivo mévil se utiliza una técnica Res-
ponsive que consiste en la adaptacién de
contenidos web a dispositivos méviles para
facilitar su usabilidad.

Resultados

En bisqueda de automatizar procesos de
tamizaje para la depresién en consumido-
res de sustancias psicoactivas, se desarrolla
un software para la medicién y la evalua-
cién de los consumidores de spa. Para el
desarrollo de dicho instrumento se trabaja
de manera conjunta el drea del programa
de enfermerfa y del programa de ingenie-
ria de sistemas de la Fundacién Univer-
sitaria del Area Andina apoydndose en
la implementacién de la Ingenieria web,
adaptando la metodologia UWE; durante
el proceso investigativo se plasman las ba-
ses y referentes tedricos para definir las ca-
racteristicas del diseno de la aplicacién el
cual serd utilizado por el drea de ingenieria
de sistemas la Fundacién Universitaria del
Area Andina que elabora la especificacién
de requisitos de software.

MEASDEP es el nombre que recibe el sof-
tware donde se reconocerd y creard usua-
rios para la captacién de informacién
personal con el objetivo de brindar apo-
yo que permita la identificacién tempra-
na de la depresién asociada al consumo
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de SPA; adicionalmente permite gestio-
nar el instrumento de tamizaje selec-
cionado, el cual cuenta con un cuestio-
nario de 10 preguntas donde cada una
de ellas se identifica con un ndmero
original y tiene su respectivo enunciado los
cuales una vez diligenciadas permite gene-
rar resultados y puntuaciones para poste-
riores recomendaciones pertinentes refe-

renciadas por la Guia de Prdctica Clinica

El software MEASDEP como instrumento,
brindara soporte a enfermeros profesiona-
les de la Fundacién universitaria del Area
Andina para detectar la depresién tempra-
na en adultos y adolescentes, consumido-
res de sustancias psicoactivas SPA.

Figura 2. Pantalla de inicio de la aplicacién.

*AREANDINA
A%

L

Administrador

Usuarios

= AREANDINA =

Ceédula

Nombre Comgpleto

Localidad [Antono Nanfo

EPS

Conzumo de Sustancas

Fuente: Elaboracién propia.

Discusion

Los avances tecnolégicos ficilmente pueden
ser vistos como una revolucién que repre-
senta la creacién de oportunidades y desa-
fios sin precedentes en el drea de las ciencias

de la salud; de igual forma el uso de las TIC

es clave para agilizar procesos y procedi-
mientos, también; elimina barreras y per-
mite reducir las desigualdades y superar la
pobreza, asegurando un cuidado integral a
una poblacién.

Segtin la Organizacién Mundial de la Sa-
lud (OMS), la cibersalud (conocida tam-
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bién como eSalud o e-health) consiste “en
el apoyo que la utilizacién de las tecnolo-
gias de la informacién y las comunicacio-
nes TIC, brinda a la salud y a los dmbitos
relacionados con ella, con inclusién de los
servicios de atencién de salud, la vigilancia
y la documentacién sanitarias, asi como la
educacién, los conocimientos y las investi-
gaciones en materia de salud”.

Mediante el uso de estas tecnologias se bus-
ca abordar la prevencién, el diagndstico, el
tratamiento y el monitoreo o incluso la ad-
ministracién de los sistemas sanitarios. En la
actualidad contamos con diversas aplicacio-
nes como: -“Social Diabetes” lo cual es una
herramienta de ayuda al control de la diabe-
tes tipo 1 y 2, permite a los pacientes calcu-
lar las dosis de hidratos y la administracién
de insulina; -“Universal Doctor” la cual es
conocida en algunos paises como Universal
Doctor Speaker tratdndose de una aplicacién
que busca servir como traductor médico que
facilita las consultas tanto a profesionales
de la salud como a pacientes; -“Foto Skin”
cuya aplicacién es el resultado de investiga-
cién desarrollada por la Universidad de Al-
cald de Henares, en Madrid, Espafa, la cual
sirve de guia para pacientes y médicos para
el diagnéstico del cdncer de piel y consiste
en un portal web, con un tutorial, donde se
aprende a tomar las imdgenes para formar
un registro e indicar el fototipo de piel del
usuario lo cual ya puede ayudar en cuanto a
la prevencién de la enfermedad”. Todas estas
aplicaciones permiten al personal de salud y
a los pacientes un acceso a la salud solo con

el uso de su dispositivo mévil.

asociada al consumo de sustancias psicoactivas

Si bien existe variedad de aplicaciones, atin
no se cuenta con un software adaptable a
dispositivos méviles que permita la detec-
cién de la depresién asociada al consumo
de SPA, por lo tanto, se debe reconocer
la innovacién que esta investigacién ofre-
ce. MEASDEP como software permitird
al usuario el registro voluntario para cap-
tar informacién personal con el objetivo de
generar una alerta temprana de los estados
depresivos asociados al consumo de SPA.
La herramienta cuenta con un cuestionario
de 10 preguntas que permitirdn identificar
usuarios con depresién acorde a resultados
y puntuaciones, brindando soporte para
posteriores tomas de decisiones referencia-
das por la Guia de Préctica Clinica (5).

Conclusiones

La revisién bibliogréfica dentro del contex-
to de instrumentos utilizados para realizar
el tamizaje para detectar depresién determi-
no que dentro de los instrumentos que se
utilizan en el marco comunitario la mejor
opcién es el CES-D debido a que es auto
administrado y permite medir la depresién
en 4 ocasiones y asi poder determinar un
riesgo de depresién. Se ha disefiado y de-
sarrollado el software con orientacién a la
web MEASDEDP, y mediada por el uso de las
Tics usando la escala CES-D, la cual per-
mitird identificar a la poblacién con riesgo
a la depresién o con depresién asociada al
consumo de sustancias psicoactivas siendo
esta capaz de recolectar informacién e inte-
ractuar con el usuario consumidor de spa.
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Se espera que en el segundo semestre de
2019 se lleve a cabo la implementacién del
software Measdep, herramienta mediada por
el uso de las Tics la cual cuenta con la do-
cumentacién especifica de la ingenieria del
software Web, segtin la metodologia UWE:
(Documento de E.R.S, los diagramas casos
de uso, el modelo de contenido, el modelo
de navegabilidad, el modelo de presenta-
cién y el modelo de Procesos), mds el sof-
tware desarrollado, e implementado con el
objeto de iniciar el tamizaje en la poblacién
de localidad de Chapinero en adultos jéve-
nes consumidores de sustancias psicoactivas
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Evaluacion de la calidad del agua de la vereda Rio Suarez
de Puente Nacional, Santander

Water quality evaluation ot the rural area of Rio Suarez of Puente Nacional,
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Resumen

Objetivo. Determinar la calidad del agua que abastece a la poblacién de la Vereda Rio
Suarez del municipio de Puente Nacional por medio del cilculo del indice de riesgo de
la calidad del agua (IRCA). Métodos. Se tomaron 10 muestras de diferentes puntos de la
red de distribucién del agua veredal, se realizé andlisis fisico-quimico y microbiolégico
por técnica de filtracién por membrana bajo pardmetros del Instituto Nacional de Salud.
Resultados. El andlisis fisico-quimico mostré cuantificacién de hierro elevado y nivel de
turbiedad inadecuado lo que puede afectar el sabor y el aspecto del agua. El recuento de
coliformes totales fue >300 UFC/100ml., con identificaciéon de Escherichia coli, Klebsiella
oxytoca, Pseudomonas aeruginosa'y Enterococcus entre otras, habitantes de suelo y aguas que
pueden ser causantes de infecciones gastrointestinales e infecciones urinarias, resultados

que indican que el agua no es apta para consumo humano.

Palabras claves: calidad del agua, andlisis microbiolégico, andlisis fisico-quimico,
coliformes totales, coliformes fecales.
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Abstract

Objective. To determine the quality of the water that supplies the population of the Vereda
Rio Suarez of the municipality of Puente Nacional through the calculation of the risk index
of water quality (IRCA). Methods. 10 samples were taken from different points of the
water distribution network, physical-chemical and microbiological analysis was performed
by membrane filtration technique under parameters of the National Institute of Health.
Results. The physical-chemical analysis showed high iron quantification and inadequate
turbidity level that can affect the taste and appearance of the water. The total coliform
count> 300 CFU / 100ml., with identification of Escherichia coli, Klebsiella oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus among others that inhabit soils and waters and
can cause gastrointestinal infections and urinary infections and is not suitable for human
consumption.

Keywords: water quality, microbiological analysis, physical-chemical analysis, total

coliforms, fecal coliforms

Introduccion

Colombia es uno de los paises con mayor
nimero de recursos hidricos en el mundo,
cuenta con varios tipos de agua: lluvia, su-
perficial, subterrdnea, marina, ocednica y
agua de alimentacién glacial; es un recurso
bdsico y un bien de uso publico, no obstan-
te en el proceso de desarrollo econémico,
se incrementan las actividades que requie-
ren el uso intensivo del agua, por lo cual
las problemdticas ambientales asociadas a
este recurso también aumentan. Dentro del
agua superficial se encuentran los rios de
agua dulce que fluyen en la zona continen-
tal, de las partes altas hacia las bajas; desde
los pequenos arroyos que carecen de nom-
bre, hasta los grandes rios como el Amazo-
nas (1).

El rio Sudrez es una fuente de agua muy
importante en los departamentos de Bo-
yacd y Santander, nace en la Laguna de
Faquene, finalmente desemboca en el rio
Sogamoso. En las dGltimas décadas se han
descrito casos relacionados con contami-

nacién que afecta este recurso (2).

Esta descrito que el uso de agua no apta
lleva a la aparicién de enfermedades gene-
radas por la ingesta de microorganismos
patégenos. La contaminacién se puede
dar de diferentes formas: consumo directo
del liquido, consumo de alimentos regados
con ésta, contacto con fémites o excretas
de humanos y animales y contaminacién
quimica, y en cualquier caso generan con-

secuencias para la salud en el humano (3).
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El agua apta para consumo ha sido defi-
nida en las Guias de Calidad del Agua de
Bebida de la Organizacién Mundial de la
Salud — OMS, como “adecuada para con-
sumo humano y para todo uso doméstico
habitual, incluida la higiene personal”. (4)
Para ello es importante que el agua que
consumen en las viviendas cuente con las
caracteristicas apropiadas definidas en el
decreto 2115 de 2007. La mayor parte de
las enfermedades prevalentes en los paises
en desarrollo, donde el abastecimiento de
agua y el saneamiento son deficientes, son
causadas por bacterias, amebas, virus y
helmintos (5).

En el mundo se reportan numerosos casos
de enfermedades relacionadas con la cali-
dad del agua, como consecuencia de defi-
ciencias en el tratamiento del agua o por la
pérdida de la integridad de la red de distri-
bucién de agua (6).

En Génova en el ano 1993, la Unién Eu-
ropea elaboré la Directiva 98/83/EC acer-
ca de la calidad del agua para el consumo
humano, adoptada por el Consejo el 3
de noviembre de 1998. Esta fue elabora-
da mediante la revisién de los valores de
los pardmetros de la antigua Directiva del
Agua Potable de 1980, haciéndolos mds
estrictos de acuerdo con los Gltimos cono-
cimientos cientificos disponibles y la in-
formacién ofrecida por las directrices de la
OMS y del Comité Cientifico de Toxicolo-
gia y Ecotoxicologia (4).

Esta nueva Directiva proporcioné una base

Puente Nacional, Santander

sélida tanto para los consumidores en la
Unién Europea como para los proveedo-
res de agua potable, permitiendo el esta-
blecimiento de los estdndares europeos de
la calidad del agua potable, los cuales son
referencia internacional para el estableci-
miento de estindares y seguridad del agua
potable (7). En EEUU la agencia de Pro-
teccion Ambiental-EPA (Environmental
Protection Agency) cred una ley de agua
limpia (CWA, por sus siglas en inglés) que
es fundamental en la proteccién de la ca-
lidad de las aguas superficiales en los Es-
tados Unidos (8). En Colombia la reso-
lucién 2115 del 2007 es la que indica las
condiciones aceptables de calidad del agua
potable. Ademds de contar con un manual
para la toma de muestra de agua potable
estandarizado por el Instituto Nacional de

Salud.

Existe gran variedad de agentes patégenos
como bacterias, hongos y virus. Las bacte-
rias patégenas oportunistas se pueden en-
contrar como parte de la flora de los siste-
mas acudticos, estas bacterias por lo general
producen enfermedades en individuos sus-
ceptibles o inmunosuprimidos, algunas de
éstas son: Aeromonas spp, Campylobacter,
Escherichia coli y Mycobacterium.

Colombia es uno de los paises con mayor
’ ’ .

ntmero de recursos hidricos en el mun-

do, riqueza hidrica que se ve representada

por sus extensas redes de aguas atribuidas

a su ubicacién geogrifica y relieve, condi-

ciones que son favorables para la existen-

cia de un importante nimero de cuerpos
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de agua lenticos (aguas estancadas como
lagos y pantanos) y enormes extensiones
de humedales (9) entre estas redes de agua
se encuentra el rio Sudrez.

El rio Sudrez, nace en la Laguna de Fuque-
ne en los limites de los departamentos de
Cundinamarca y Boyacd, a una altura de
3000 m.s.n.m., su cuenca posee una exten-
sion de 9823 Km2, de los cuales a Santan-
der le corresponde el 35.25%. Su caudal
medio multianual es de 195 m3 /seg. (10).
El Area de Desarrollo Rural de la Hoya del
Rio Sudrez la conforman 13 municipios,
5 en Boyacd, Chitaraque, Moniquird, San
José de Pare, Santana y Togui y 8 munici-
pios en Santander, Barbosa, Chipatd, Gua-
vatd, Giiepsa, Puente Nacional, San Beni-
to, Suaitd y Vélez (11).

Desde hace décadas el rio ha estado someti-
do a focos de contaminacién, de los cuales
existen reportes que involucran no solo al
rio, sino a los acueductos que se abastecen
del mismo. En 1996 el peridédico el Tiem-
po, publicé el articulo “RIO SUAREZ
FOCO DE INFECCION?”, donde refieren
el vertimiento de las aguas negras del rio
Chiquinquird al rio Sudrez, convirtiéndo-
lo en una verdadera alcantarilla, problema
que se venia presentando desde varios afos
atrds. Los mds perjudicados con esta situa-
cién eran los habitantes ubicados a lo lar-
go de la ribera, en un tramo superior a los
20 kilémetros, comprendido desde el sitio
La Balsa en jurisdiccién de Chiquinquiri,
cruzando por el municipio de Saboyd, has-
ta llegar al corregimiento de Garavito, en

limites con el departamento de Santander
(12). Posteriormente en 1997 en un estu-
dio realizado por la Universidad Nacional,
se afirma que no es apto ni siquiera para
actividades recreativas; a pesar de ello, en
época de sequia, los habitantes de Giiep-
sa o Barbosa (Santander), el mayor ntcleo

urbano de la Hoya, se surten de sus aguas

(13).

Estas aguas no son aptas para consumo hu-
mano por la presencia de coliformes feca-
les. Ademis, el agua no es apta para riego,
debido a que puede generar problemas sa-
nitarios a la comunidad que consuma fru-
tas con cdscara, hojasy tallos de hortalizas
sin cocinar. Si se utiliza las aguas del rio
como destino final de los desechos, se debe
determinar la carga critica, es decir, la me-
dida en que éste estaria en condiciones de
resistir la entrada de contaminantes espe-
cificos sin que a largo plazo se produzcan
cambios en los comportamientos o proce-
sos de dicho ecosistema. Esta problemdtica
del recurso agua al igual que la del suelo
genera muchos conflictos para su uso (14).

En el afio 2012 la Alcaldia de Puente Na-
cional puso en alerta a su comunidad sobre
el envenenamiento de las aguas del rio en
una entrevista para el canal Caracol, en la
cual el Alcalde electo en ese ano, el sefior
José David Beltrdn informé “el dia miérco-
les 22 de febrero, en las horas de la tarde
se detecté una contaminacién en donde se
presentaron en la superficie del rio unos
peces muertos y en estado de descomposi-

cién los cuales han sido tomados y enviados
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a la secretaria del departamento. En la Se-
cretaria de Salud, all4 se estdn haciendo los
diferentes andlisis y probablemente se de-
moren unos 15 dias” (15).

Mi4s tarde en el afio 2014, se da una nueva
alerta en varios municipios por contami-
nacién del rio Sudrez, un volcamiento en
el corregimiento de Garavito en el depar-
tamento de Boyacd de un tracto camién
que transportaba petréleo alerté a los mu-
nicipios que se abastecian del agua del rio
Sudrez, haciendo un llamado en ese enton-
ces a las poblaciones sobre evitar el consu-

mo de estas aguas (16).

Puente Nacional, Santander

Segin el Instituto de Hidrologia, Meteo-
rologia y Estudios Ambientales (IDEAM)
indica que hasta el dia de hoy no se han
realizado estudios acerca de la calidad del
agua para consumo humano que llega a las
viviendas en la vereda Rio Sudrez de Puen-
te Nacional, Santander (17).

Materiales y métodos
La toma de muestra, se realizé en la vereda

Rio Sudrez del municipio de Puente Nacio-
nal — Santander, en temporada de lluvia.

Figura 1. Mapa ubicacién geogréfica vereda Rio Sudrez (Puente Nacional — Santander).

Localidad: Vereda Rio Starez
Municipio: Puente Nacional, Santander.
Latitud: 5.86111

Longitud: -73.6822
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Fuente: www.google.com.co/maps (18).
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El agua para el estudio se recolecté en 10
botellas de pléstico con capacidad para 3 li-
tros, a la cuales se les realizé la preparacién
para examen microbiolégico y la técnica de
recoleccién se hizo conforme a la resolucién
811 de 2008 y los protocolos establecidos
en el manual de toma de muestras agua del
Instituto Nacional de Salud (19). De cada
una de las 10 muestras se recogié 3 litros y
su distribucién fue la siguiente: 3 de fuentes

naturales y 7 de las casas de la vereda, con el
fin de relacionar las caracteristicas del agua
antes y después de entrar a la red de distri-
bucién en la vereda del rio Suarez y se re-
colecto una muestra adicional de 1 litro, en
frasco de plastico color ambar, facilitados
por el laboratorio Hidrolab y debidamen-
te preparado para el andlisis fisico quimico
que correspondid a la casa 1. Los puntos de
muestreo se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Puntos de muestreo.

Sitio de andlisis fuente natural Coordenada
1 Quebrada Otero ;; 04 201 260;,NW
2 Quebrada Villamil ;35 211?147NW
3 Quebrada la Angula ;;05 i’l’l ?70;,}\1\)(/

Sitio de analisis de viviendas

Coordenada

4 Casa 1 (Tomada del grifo) ;;05 i;),zg;);}\lw
5 Casa 2 (Tomada del grifo) ;;04 2’1??44;}\1\5(/
6 Casa 3 (Tomada del gifo) ;3 421014 4921;1(,
7 Casa 4 (Tomada del grifo) ;3 4200;)3 9NW
8 Casa 5 (Tomada del grifo) ;; 04 ZOOZI I;I W
9 Casa 6 (Tomada del grifo) ;;f Z;)E)z;}\]W

10 Casa 7 (Tomada del grifo) ;;f%?g;}qw

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 2. Recoleccién de agua quebrada la Angula.

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 3. Recoleccién agua de grifo.

Fuente: Elaboracién propia.
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Andlisis fisico-quimico

El andlisis fisico-quimico se realiz6 tenien-
do en cuenta los pardmetros establecidos
en la Resolucién 2115 de 2007 (20). La
muestra se tomé de la casa 1 debido que
es la primera vivienda en la que deriva la
alimentacién de las quebradas a la vereda
Rio Sudrez y asi determinar mds claramente
las caracteristicas fisico-quimicas que tiene
el agua al ingresar a la red de distribucién.
Este andlisis se realiz6 en el laboratorio es-
pecializado en andlisis de aguas Hidrolab.

Analisis Microbiologico
Filtracion por membrana

El método de filtracién por membrana es
altamente reproducible y es usado para el
monitoreo de agua. El protocolo utilizado

fue el establecido en el Standard Methods
9222 (21).

El procedimiento se realiza bajo las nor-
mas de esterilidad y asepsia recomen-
dadas. Se esterilizo todo el equipo de
filtracién, y se pas6 100 ml de agua des-
tilada estéril para limpiar el equipo an-
tes de iniciar el filtrado de las muestras,
el agua destilada estéril se pasé, antes
del procesamiento de cada muestra.

Se ubica la membrana de 0.45 mm con
unas pinzas estériles en el porta filtro
del equipo y se coloca el embudo estéril.

Se adicionan 100 ml de la muestra, pre-
via homogenizacién y se inicia la filtra-
cién.

Terminada la filtracién se retira el em-
budo y se toma la membrana con una
pinza estéril y se siembra en cada uno
de los medios (ENDO, Bilis Esculina,
Cetrimide y Sabouraud) previamente

hidratados.

Los medios se incubaron a 37°C por 24
horas

Figura 4. Llenado de embudos con el agua a analizar.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 5. Equipo de filtracién.

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 6. Hidratacién de los medios con agua destilada estéril.

Fuente: Elaboracién propia.
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Recuento de UFC

La obtencién del ntiimero de unidades for-
madoras de colonias se realizé mediante
cuenta colonias digital.

Aislamiento y coloracion de Gram

Se escogieron las colonias presuntivas de

coliformes, las no fermentadoras de lac-

tosa y las presuntivas de hongos, las cuales
fueron repicadas en agar sangre, agar Mac-
Conkey, agar King B, agar Tripticasa Soya y
agar PDA, para obtener los microorganis-
mos puros. De igual forma se les realizé la
coloracién de Gram.

Figura 7. Aislamiento de colonias puras.

Agar MacConkey

Agar Tripticasa Soya

Agar PDA

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 8. Coloracién de Gram aumento 100x.

Bacilos Gram +

Cocos Gram +

Fuente: Elaboracién propia.




Identificacion bioquimica

La identificacién bioquimica de las bacte-
rias aisladas se realiz6 por el método BD
BBL CrystalTM para Gram positivos y

Gram negativos.
Identificacion de hongos

La identificacién de género y posible especie
de los hongos aislados se realiz6 mediante

las claves dicétomas teniendo en cuenta sus
caracteristicas microscépicas con la tincién
de azul de lactofenol para identificar las es-
tructuras micdticas y macroscopicas como
aspecto de la colonia, color y micelio, entre
otros.

Figura 9. Tinci6n Azul de Lactofenol aumento 40x.

Penicillum spp

Fuente: Elaboracién propia.

Resultados

Analisis fisicoquimico

Los resultados obtenidos a partir de los ani-

lisis fisico-quimicos realizados por el labo-

ratorio especializado Hidrolab se describen
en la tabla 2, en la cual se observan los
pardmetros analizados y los valores maxi-
mos aceptables establecidos en la resolucién

2115 de 2007.
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Tabla 2. Resultados de los pardmetros fisico-quimico evaluados y valores médximos aceptables.

Pardmetro Resultados Valor médximo aceptable
Cloruros < 3.0 mg/L 250 mg/L

pH 7.21 (19.3°C) 6.5-9.0

Sulfato <1 mg/L 250 mg/L

Hierro 0.47 mg/L 0.3 mg/L

Alcalinidad 12mg/L 200 mg/L

Color aparente 5 (pH: 6.56) 15 UPC

Conductividad 50 S/cm 1000 S/cm

Dureza total 12.6 mg/L 300 mg/L

Turbiedad 12.6 UNT 2 UNT

Fuente: Elaboracién propia.

Los resultados muestran una cuantifica-
cién de hierro por encima del valor médximo
aceptable, asi como el nivel de turbiedad
inadecuado que pueden afectar el sabor y el
aspecto del agua.

Analisis Microbioldgico

Dentro de las muestras se observd un alto
recuento de Streptococcus del grupo D, en
el medio bilis esculina, dato que se obtuvo

en todos los puntos del muestreo con un
ndmero >300 UFC/100 ml.

En medio cetrimide se observd recuento
>300 UFC/100 ml en todos los puntos

muestreados indicando alta probabilidad de

la presencia del género Pseudomonas.

En el medio ENDO se identificaron coli-
formes con crecimiento >300 UFC/100 ml

El recuento de hongos mds alto se obtuvo
en la casa 1 con 240 UFC/100 ml.

En la tabla 3, se observan los recuentos bac-
terianos y micéticos obtenidos en cada uno
de los puntos de muestreo.

Tabla 3. Recuento bacteriano y mic6tico en UFC/100 ml del Rio Sudrez con relacién a lo establecido
en la Resolucién 2115 de 2007 (menor de 0).

PUNTOS DE MUESTREO

ENDO (Coliformes)

BILIS ESCULINA
(Streptococcus del
grupo D)

CETRIMDE

(Pseudomonas)

SABOURAUD
(Hongos)

Quebrada 1 >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml
Quebrada 2 >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml
Quebrada 3 >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml 180 UFC/100 ml
Casa 1 >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml 240 UFC/100 ml
Casa 2 220 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml 120 UFC/100 ml
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BILIS ESCULINA

PUNTOS DE MUESTREO ENDO (Coliformes) (Streptococcus del CIELTSI0!S Sl O
(Pseudomonas) (Hongos)

grupo D)
Casa 3 >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml 120 UFC/100 ml
Casa 4 >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml 160 UFC/100 ml
Casa 5 >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml 88 UFC/100 ml
Casa 6 >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml 72 UFC/100 ml
Casa7 >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml >300 UFC/100 ml 108 UFC/100 ml

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 4. Microorganismos identificados por la técnica BD BBL Crystal™.

PUNTOS DE MUESTREO MICROORGANIISMOS AISLADO

Bacillus subrtilis

Quebrada 1 .
Pseudomonas aeruginosa
Corynebacterium bovis

Quebrada 2 ynebas .
Escherichia coli

Quebrada 3 Serratia marcescens

Casa 1 Bacillus cereus

Casa 2 Aerococcus urinae

Casa 3 Streptococcus bovis

asa . .

Escherichia coli

Casa 4 Micrococcus sedentarius
Enterobacter cloacae

Casa 5 .
Serratia marcescens
Escherichia coli

Casa 6 .
Streptococcus bovis
Escherichia coli

Casa 7 .
Klebsiella oxytoca

Fuente: Elaboracién propia.

Calculo del IRCA

El cdlculo del Indice de Riesgo de la Calidad
del Agua (IRCA) para consumo humano, se

Los pardmetros alterados que indican el in-

dice de riesgo del agua estdn estipulados en
el Articulo 14 de la Resolucién 2115 del
2007.(20)

obtiene mediante la siguiente formula:

IRCA= Sumatoria del puntaje cicz) 1)05 pardmetros alterados <100
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Tabla 5. Pardmetros alterados identificados de importancia en el indice de riesgo de la calidad del agua
de la vereda Rio Sudrez.

Parimetro Puntaje de riesgo

Turbiedad

Hierro

Coliformes Totales

E. coli

25

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 6. Clasificacién segiin el IRCA (Indice de Riesgo de la Calidad de Agua) por muestra.

Muestra Pardmetros Puntaje de Clasificacién
riesgo IRCA segiin el IRCA

Turbiedad

Casa 1 Hierro 31.5 Medio
Coliformes totales

Casa 2 Coliformes totales 15 Medio
E.coli

Casa 3 Coliformes totales 40 Alto

Casa 4 Coliformes totales 15 Medio

Casa 5 Coliformes totales 15 Medio

Casa 6 Colif.ormes totales 40 Alto
E.coli

Casa 7 Colif'ormes totales 40 Alto
E.coli

Fuente: Elaboracién propia.

La resolucién 2115 de 2007, establece que
el agua de consumo humano con un por-
centaje de clasificacién IRCA entre 35.1%
y 80% se cataloga como un indice de ries-
go alto y un puntaje entre 14.1% a 35%
corresponde a un indice de riesgo medio,

por lo tanto se debe notificar a la autoridad
sanitaria correspondiente inmediatamente.
Los hongos aislados en medio PDA perte-
necen al phylum Ascomycota, los cuales se
clasifican como microorganismos ambien-

tales.
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Tabla 7. Identificacién de hongos .

Identificacién de hongos Mucorales

Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas

Colonias de crecimiento
rdpido, algodonosas, al . 1
pico, a'g ’ Hifas hialinas no septadas
principio de color blanco y Rizoid
- . zoide
. luego grisdceo o amarillento. Se .,
Rhizopus spp Esporangiéforo
observan puntos negros o
. . Esporangio esférico
Es de uso industrial en .
., ., Esporas pigmentadas
fermentacion y produccién de
4cidos orgdnicos y enzimas.
Hifas hialinas no septadas
Colonias algodonosas de color Esporangiéforo
Mucor spp blanco de crecimiento rdpido Esporangio esférico
4 dfas Esporangioesporas
Columela

Penicilli polvoriento, crece rdpido 4 f/[o’rtmliloforo
eniciiim spp dias se usa en la elaboracién Fi el:l a
de antibiéticos y como control Cla 1.;.
biolégico post cosecha. onidias
Fuente: Elaboracién propia.
Discusion en la vereda Rio Sudrez (Puente Nacional,

Santander), se selecciond este punto en el
Este estudio es el primer acercamiento a la  trayecto del Rio Sudrez porque el Institu-
evaluacién fisicoquimica y microbiolégica  to de Hidrologia, Meteorologia y Estudios
dela calidad del agua para consumo humano  Ambientales (IDEAM) no registra ningtn
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antecedente de estudio, esta agua no reci-
be ningtn tratamiento y abastece a cerca de
1000 personas habitantes de la vereda Rio
Sudrez.

El anilisis fisico quimico evidencié que
el hierro estd por encima de lo permitido,
segun lo establece la resolucién 2115 de
2007. De acuerdo con estudios realizados
la concentracién de hierro elevada puede
afectar el sabor del agua, producir manchas
indelebles sobre los artefactos sanitarios y
la ropa blanca. El hierro en solucién con-
tribuye con el desarrollo de microorganis-
mos que pueden formar depésitos de éxido
férrico en la red de distribucién (22) y se
asocia con alteraciones en la turbiedad del
agua (23). Un estudio con resultados simi-
lares fue realizado en aguas subterrdneas de
la provincia del Chaco Argentina donde en-
contraron que la mayoria de las muestras
tenian una concentracién promedio de 0.44
mg/L de hierro, mostrando la posibilidad
que al filtrarse el agua por el suelo y pie-
dras puede desprender sustancias, disolver
minerales y asi corroer las tuberfas de dis-
tribucién del agua (24).

Los procesos de microfiltrado se utilizan
para disminuir los niveles de turbiedad del
agua, esto se demuestra en un estudio reali-
zado en el municipio de Bojacd, Cundina-
marca cuyos resultados arrojaron niveles de
turbiedad normales en donde se utilizé este
método (25), a comparacion de los resulta-
dos obtenidos en este estudio en el cual los
niveles de turbiedad superan ampliamente
el valor establecido en la resolucién 2115 de

2007 (2 unidades nefelométricas de turbie-
dad UNT) con 12.6 UNT, lo cual se debe
posiblemente a la presencia de particulas en
suspensiéon o coloides como arcillas, limo,
tierra finamente dividida y la presencia
de microorganismos (22), la turbiedad ha
sido una caracteristica ampliamente aplica-
da como criterio de calidad del agua, tanto
en las fuentes de abastecimiento como en
los procesos de potabilizacién y sistemas de

distribucién (26).

Los coliformes totales pertenecen a un gru-
po de microorganismos utilizados como
indicadores de contaminacién de aguas, su
hallazgo indica un impacto negativo en la
calidad sanitaria del agua (27). Los datos
obtenidos en el recuento de coliformes to-
tales en las aguas de la vereda Rio Sudrez,
superan los valores aceptables establecidos
en la resolucién 2115 de 2007, la presencia
de estos microrganismos en el agua podrian
ser causa de graves problemas de salud de
tipo urinario, gastrontestinal y de piel entre

otros.

En todas las muestras se aislaron microor-
ganismos presuntivamente patégenos como
Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, que se
pueden hallar en la flora intestinal tanto
humana como animal (28, 29).

El indice de riesgo de la calidad del agua
para consumo humano (IRCA), calculado
en el presente estudio obtuvo puntajes que
la clasifican entre riesgo medio y alto. En
todas las muestras se encontraron colifor-

mes totales en elevadas concentraciones
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y E. coli solo en el agua de tres viviendas
(casa 3, casa 6 y casa 7) que otorga mayo-
res puntajes para clasificarlas como agua de
alto riesgo para el consumo humano segin
el Indice de Riesgo de la Calidad del Agua
(IRCA) con una valoracién de 40 que po-
dria indicar contaminacién fecal; las casas
2,4y 5 se clasificaron como aguas de riesgo
medio para el consumo humano ya que solo
tuvieron el puntaje asignado a Coliformes
totales segtn la resolucién 2115 de 2007.
Es de anotar que en una de las muestras
provenientes de origen (quebrada Villamil
-muestra 2), se encontrd E. coli.

Segin lo establecido en la normatividad al
obtener puntajes de medio y alto riesgo en
aguas para uso y consumo humano, se debe
informar a la persona o ente prestador del

servicio, COVE, Alcaldia y / o Goberna-
cién.

En este estudio se identificaron otras bac-
terias como Serratia marcescens, la cual se
encuentra en tierra y medio ambiente (30),
Pseudomonas aeruginosa se ha visto asocia-
da a infecciones nosocomiales, pero tam-
bién se puede encontrar en el medio am-
biente, en vegetales y frutas (31), Bacillus
subtilis y Bacillus cereus se han encontrado
en medio ambiente principalmente, aunque
también en agua vy tierra (32), Corynebacte-
rium bovis, Aerococcus urinaey Streptococcus
porcinus son bacterias que probablemente
estén asociadas a la presencia de animales
cerca de las fuentes que abastecen la pobla-
cién como bovinos, porcinos y aves, estas

bacterias pueden llegar a causar endocardi-

Puente Nacional, Santander

tis y bacteremias, en personas con predis-
posicién (33-35). Micrococcus sedentarius se
puede encontrar como saprofito ambiental
y en la piel (36) y Enterobacter cloacae que se
encuentra principalmente como microbiota
normal del tracto digestivo, también puede
provocar infecciones del aparato urinario y
en algunos casos bacteremia (37), esto po-
dria indicar que la contaminacién puede
provenir de diversas fuentes ambientales
como los cultivos de frutas hallados en las
orillas de las quebradas, tierra y vegetales;
algunos microorganismos pueden provenir
de fuentes animales, ya que también se ob-
servé la presencia de animales de pastoreo
que pueden contaminar indirectamente el
agua con sus desechos orgdnicos como ex-
cremento y orina.

La presencia de las bacterias nombradas
anteriormente puede ocasionar mdltiples,
afecciones en la salud humana como in-
fecciones de tipo gastrointestinal, de piel,
heridas, vias respiratorias y urinarias entre
otras, sobre todo en individuos inmunosu-
primidos y convertirse en un problema se-
rio en la salud publica.

En la vereda Rio Sudrez existen siembras
de cultivo de lulo y fresa a las orillas de las
quebradas, en las cuales se observé que no
hay un control en el desecho de las frutas en
descomposicién que se acumulan a la ori-
lla de las quebradas, pudiendo ser causa de
la presencia de hongos de origen ambiental
como Mucor spp y Rhizopus spp, en el agua,
situacién que a su vez podria facilitar la dis-

persién de las conidias. Los hongos iden-
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tificados en el estudio no se asocian con
enfermedad en el humano, pero si con la
fruticultura, a este respecto Fraire-Cordero
en su estudio “Hongos Patégenos en Fru-
to de Fresa (Fragaria x ananassa Duch.) en
Postcosecha” demuestra cdmo se involucran
los hongos ambientales en los procesos de
pudricién de la fruta en especial fresa, algu-
nos de los microorganismos aislados en su
estudio fueron Aspergillus, Botrytis, Colle-
totrichum, Geotrichum, Mucor, Penicillium,
Pestalotiopsis, Phytophthora, y Rhizopus sto-
lonifer; identificados como hongos saprofi-
ticos (38) y por su parte Koike & Bolda, en
su estudio pudricién de fruta por Rhrizopus
y Mucor en la fresa, muestran resultados si-

milares (39)

Conclusiones

La evaluacién realizada a las caracteristicas
microbioldgicas y fisico-quimicas del agua
de la vereda Rio Sudrez de municipio de
Puente Nacional-Santander, evidencio que
en todos los puntos de muestreo los para-
metros estudiados sobrepasan los rangos
normales aptos para que el agua pueda ser
utilizada con seguridad por la poblacién.

El andlisis fisico-quimico dio a conocer que
el agua en estudio presenta valores de hierro
mayor a 0.3 mg/L y turbiedad mayor a 2
UNT, los cuales pueden afectar el sabor y el

aspecto del agua respectivamente.

Los andlisis realizados con el método filtra-
cién por membrana, demostraron recuentos
microbiolégicos mayores a 0 UFC/100 ml
de acuerdo a la Resolucién 2115 de 2007.

En el andlisis microbioldgico se confirmé la
presencia de bacterias como Eschericha coli,
Aerococcus urinae, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella oxytoca, Bacillus subtilis y Bacillus
cereus que son potencialmente patdgenos y
se asocian con infecciones gastrointestina-
les, de piel y urinarias, entre otras.

Se identificaron hongos como Rhizopus y
Mucor, estos hongos se encuentran en el
ambiente y son causantes de pudricién de
frutas que al ser utilizadas para riego de
huertas caseras pueden trasmitir los hongos.

Al desarrollar la formula representativa del
IRCA, se determinaron valores de 31.5, 15,
40, 15, 15, 40 y 40 que clasificaron el agua
de la vereda Rio Sudrez en el rango de alto y
medio, dando como resultado agua no apta
para consumo humano de acuerdo al De-
creto 1575 de 2007 y la Resolucién 2115
de 2007.
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Produccion de astaxantina bajo factores de estrés
utilizando un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

Astaxanthin production under stress factors using a 5L,
laboratory scale bioreactor

Ana Graciela Lancheros Diaz!, Luis Eduardo Diaz Barrera? Judith Elena Camacho Kurmen?
Resumen

Introduccién. Haematococcus pluvialis es una microalga que produce astaxantina, un beta-
caroteno y antioxidante muy usado en la industria. Para obtener una mayor produccién de
astaxantina se planteé como objetivo utilizar diferentes factores de estrés, en un biorreactor
a escala de laboratorio de 5 litros. Metodologia. Se cultivé la microalga en el medio RM,
pH 6,8, temperatura 20+2°C, aire filtrado, iluminacién con ldmparas blancas 20h luz/4h
oscuridad, irradianza 70 pE m=s™', diferentes concentraciones de acetato de sodio y cloru-
ro de sodio. Se determind crecimiento celular, cambios morfolégicos y cuantificacién de
astaxantina y clorofila por espectrofotometria. Se realizé un andlisis estadistico utilizando
ANOVA (95%). Resultados. Utilizando 0,299 mg/L de acetato de sodio se obtuvo un cre-
cimiento celular de 2,0 x 10* Cel/mL y una concentracién de astaxantina de 2,530 pg/mL,
mientras que con 1,6 mg/L de acetato de sodio el crecimiento celular fue de 3,5 x 10% Cel/
mL y una concentracién de astaxantina de 1,9 pg/ml. El tratamiento al cual se le adicioné
1,6 g/L de acetato de sodio y 6,4 g/L de cloruro de sodio presenté la mayor produccién
astaxantina 7,3 pg/ml. El tratamiento con acetato de sodio 0,320 g/L + cloruro de sodio
1,28 g/L presenté el mayor crecimiento celular con 1,64x10° células/ml. Conclusién. Esta
investigacién destaca la importancia de cultivar inicialmente la microalga utilizando el bio-
rreactor Tecferm de 5 litros y después de su fase exponencial someterla a factores de estrés

con acetato de sodio y cloruro de sodio logrindose asi la mayor produccién de astaxantina

7,325 pg/ml.

Palabras claves: microalgas, crecimiento celular, estrés, betacaroteno, clorofila,
acetato de sodio.
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Abstract

Introduction. Haematococcus pluvialis is a microalgae that produces astaxanthin, a beta-ca-
rotene and antioxidant widely used in industry. In order to obtain a higher production of
astaxanthin, the objective was to use different stress factors, in a 5-liter laboratory-scale
bioreactor. Methodology. The microalgae was cultivated in the RM medium, pH 6.8,
temperature 20 = 2°C, filtered air, illumination with white lamps 20h light/4h darkness,
irradiance 70 pE m~s™!, different concentrations of sodium acetate and chloride of sodium.
Cell growth, morphological changes and quantification of astaxanthin and chlorophyll
were determined by spectrophotometry. Statistical analysis was performed using ANOVA
(95%). Results. Using 0.299 mg/L of sodium acetate a cell growth of 2.0 x 10* Cel/mL
and an astaxanthin concentration of 2.530 pg/mL were obtained, while with 1.6 mg/L of
sodium acetate the cell growth It was 3.5 x 10% Cel/mL and an astaxanthin concentration of
1.9 pg/mL. The treatment to which 1.6 g L of sodium acetate and 6.4 g/L of sodium chlo-
ride were added showed the highest astaxanthin production, 7.3 pg/ml. Treatment with
0.320 g/L sodium acetate + 1.28 g/L sodium chloride showed the highest cell growth with
1.64x10° cells/ml. Conclusion. This research highlights the importance of initially culti-
vating the microalgae using the 5-liter Tecferm bioreactor and, after its exponential phase,
subjecting it to stress factors with sodium acetate and sodium chloride, thus achieving the
highest production of 7.325 pg / ml astaxanthin.

Keywords: microalgae, cell growth, stress, beta-carotene, chlorophyll, sodium acetate.

Introduccion El cultivo de microalgas también tiene la

capacidad de metabolizar los nutrientes

Dentro de la biodiversidad se encuentran
las microalgas que son fuente de un gran
ntimero de compuestos bioactivos de inte-
rés industrial, como los carotenoides que se
utilizan como colorantes naturales en ali-
mentacion animal y humana, asi como en
la industria farmacéutica, cosmética y en
la acuicultura. Ademds, se han propuesto
como agentes efectivos en la prevencién de
una variedad de enfermedades, debido a su
capacidad antioxidante, inmunoreguladora,
anti-inflamatoria y anti-cancerigena.

del medio en donde habitan, los cuales se
utilizan para la biorremediacién de aguas
residuales que son productos derivados de
la actividad industrial, doméstica y la ex-
plotacién agropecuaria, los cuales no deben
ser vertidos directamente a los cuerpos de
agua debido a los problemas sanitarios que
puedan generar. Se tiene como ejemplo el
Cr VI que es un elemento téxico y con po-
tencial carcinégeno el cual debe ser removi-
do de todo tipo de desecho industrial antes

de su disposicién final en rios y rellenos
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sanitarios por lo que la implementacién de
métodos microbiolégicos puede darle un
nuevo enfoque a los métodos de reduccién
utilizados actualmente (28).

El alga unicelular H. pluvialis ha sido es-
tudiada exhaustivamente debido a su ca-
pacidad para acumular astaxantina y otros
carotenoides relacionados. La acumulacién
de este carotenoide en la microalga estd re-
lacionado con la evolucién de diferentes
etapas de la célula vegetativa a la aplanos-
pora en el ciclo de la microalga, pero esta
transicién solo se da cuando esta ha sido
sometida a diferentes condiciones de estrés.
Actualmente se conocen diferentes condi-
ciones de estrés como limitacién de nitrége-
no, deficiencia de magnesio, alta intensidad
de luz, falta de fésforo y estrés salino, las
cuales han demostrado ser una fuente im-
portante de carbono, lo que mejora el creci-
miento y la carotenogénesis, ya que afectan
la ruta de la fotosintesis y aumentan la ex-
presién genética de la enzima BKT.

La realizacién de este proyecto pretende
aprovechar los avances de la ciencia y la
tecnologia basados en la utilizacién de las
propiedades de los organismos en particu-
lar en los niveles celular y subcelular, para
generar y adaptar tecnologias que permitan
obtener compuestos bioactivos a través de
bioprocesos. Es por esto que una estrategia
promisoria para mejorar la produccién de
astaxantina en el H. pluvialis, es el estudio
de las rutas metabdlicas y su regulacién,
con el fin de optimizar las condiciones de

crecimiento, su desarrollo y produccién, ya

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

que la utilizacién del H. pluvialis tiene sus
dificultades en el momento del cultivo y de
obtener el pigmento en cantidades de inte-
rés debido a su ciclo celular complejo. Uno
de los principales inconvenientes es que se
trata de un producto del metabolismo se-
cundario. Durante el crecimiento activo,
no se produce sintesis de astaxantina, solo
cuando cesa la divisién celular se inicia su
sintesis y se acumula en grandes cantidades.

H. pluvialis tiene también unas tasas de
crecimiento bajas lo que debilita sus posi-
bilidades de uso como fuente natural del
pigmento, ademds es susceptible a la con-
taminacion. Estas caracteristicas requieren
cultivos en sistemas cerrados, los cuales
ofrecen ventajas como mejor control del
cultivo, proteccién de la contaminacién
ambiental y produccién de gran cantidad
de biomasa, asi como el desarrollo de un
medio de cultivo éptimo para su crecimien-
to ya que el uso de una adecuada tecnologia
de cultivo incrementa la produccién de bio-
masa hasta niveles éptimos para la produc-
cién del pigmento. De igual forma, un ma-
yor entendimiento de las bases moleculares
de la relacién -condiciones de estrés-induc-
cién- acumulacién de astaxantina en H.
pluvialis, podria ser util para aumentar la
productividad de astaxantina.

Es por esto que la presente investigacién
busca producir astaxantina, ya que actual-
mente se sintetiza quimicamente y esta for-
ma sintética es de alto costo 2500 délares
por kilogramo, ademds esta ha sido prohi-
bida en el mercado por la Administracién
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de Drogas y Alimentos de los Estados Uni-
dos (FDA) debido a su baja biodisponibili-
dad y seguridad. Estas preocupaciones son
debidas a la estereoquimica diferente y el
potencial arrastre de los intermedios de sin-
tesis, haciendo que la astaxantina natural de
H. pluvialis sea una buena opcién de buena
calidad frente a la forma quimica y con res-
pecto a los otros microorganismos que son
capaces de producirla.

Materiales y métodos

Proceso de escalamiento

Microorganismo: Haematococcus pluvialis
UTEX, cepa de referencia (coleccién de cul-
tivos de algas, Universidad de Texas, Austin
TX, USA). Se mantuvo la cepa en medio
sélido y liquido Volvox-MES (sugerido por
la UTEX), a baja irradianza, temperatura
15 - 20°C.

La activacién de la cepa se realizé en medio
liquido Volvox-MES, a baja irradianza y
temperatura ambiente.

Monitoreo de las células del H.
pluvialis durante el cultivo

Para control de calidad de la cepa y del cul-
tivo, se tuvo en cuenta que se trabajé con
una cepa de referencia de la UTEX, la cual
se encuentra caracterizada previamente.

Para ver pureza de la cepa y del cultivo se

monitored, utilizando un microscopio para
determinar el color, tamafno, viabilidad y
morfologia de las células y con cdmara de
Neubauer se determind el promedio de nu-
mero de células y tamafio celular. Ademids
se realizé control del pH.

Preparacion del Inoculo

Para preparar el inoculo se tomé una muestra
de la solucién stock de la cepa de referencia
de la UTEX vy se transfiri6 asépticamente a
un erlenmeyer de 500 ml que contenia 200
ml de medio Volvox-MES fresco (Tabla No
1) y estéril bajo continua iluminacién, CO,
5% en aire, agitacion continua a 25°C por
4 dias. Para todos los experimentos un cul-
tivo de 4 dias fue usado como el inoculo (en

la fase exponencial de crecimiento).

Para establecer la cantidad de inoculo a uti-
lizar se hizo un conteo celular y con esta in-
formacidn se procedié a realizar los célculos
necesarios para saber el volumen a adicionar

del inoculo a los reactores en sistema batch.

Tabla 1. Composicién de medio MES volvox (29)

MEDIO VOLVOX-MES (UTEX)

Ca(NO3)2. 4H20 11,8 ¢/100 ml H20
MgSO4.7H20 4 g/100 ml
Na2glicerofosfato.5H20 0,05 G/L

KCl 0,05G/L

MES 1,95 G/L

PIV METAL SLN. 6 ml/L

NH4Cl 0,026 G/1

Vitamina B12 1ml/L H20

HEPES buffer

BIOTINA 1 ml/L

pH 67

Fuente: Garcia Martin Laura (5).
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Sistema de cultivo

Se realizé el cultivo de H. pluvialis en el
biorreactor TEC — FERM a escala de labo-
ratorio de 5 litros en sistema batch en el

medio RM.

Condiciones de cultivo

Condiciones estdndar: pH 7, ciclo luz/os-
curidad 20h: 4h, temperatura 25°C, agi-
tacién continua, CO, 5% en aire, ilumi-
nacién con ldmparas fluorescentes blancas
(Tlt 20w/54RS marca Philips). El proceso
se desarrollé bajo condiciones normales del
medio y ciclo luz/oscuridad 18h: 6h y con-
diciones de estrés con concentraciones de
acetato de sodio y acetato de sodio + cloru-
ro de sodio en mg/L.

El medio RM estéril con el pH ajustado se
adicioné al biorreactor hasta un volumen
de 2 Litro (Figura 1).

- Se procedié a adicionar el inoculo de la
microalga al 10% (1x 104 Células/ml).

- Se realiz6 el montaje bajo las condicio-
nes establecidas.

- Toma de muestra cada tercer dia en
forma aséptica.

- Conservacién de las muestras en solu-
cién formasalina (1:9), en una propor-
cién 1:1, se tomaron 500 pl y se rea-
lizé control del cultivo (conteo celular
y morfologia) y el resto de muestra se
utilizé para medicién de pH.

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

- Se llevé control de temperatura, pH,
agitacién, CO, en aire, ciclo luz/oscu-
ridad, medios.

- Tiempo del estudio 20 — 40 dias

H. Pluvialis:
Se evalto el crecimiento de H. pluvialis
UTEX 2505 bajo las condiciones de culti-
vo establecidas como medio RM, pH 6.8,

Fase 1 Crecimiento de

ciclo luz/oscuridad 16h: 8h, temperatura
20+20c, agitacién manual una vez al dia
durante 10 segundos, iluminacién con ldm-
paras fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS
marca Philips), irradianza de 70 pE m=s™'
y aire filtrado. Las condiciones de estrés
utilizadas fueron estrés salino usando dife-
rentes concentraciones de acetato y cloru-
ro de sodio, combindndolas con luz blanca
alta. Se realizé conteo celular en Cdmara de
Neubauer por triplicado. Se realizé curva
de crecimiento a partir de los resultados. Se
aplicé modelo logistico por Dmfit.

Fase 2 Cambios morfolégicos celulares. Se
realizé el monitoreo de la microalga utili-
zando un microscopio de luz para deter-
minar el color, tamano, viabilidad y mor-
fologia de las células, realizando registro
fotografico a 10x y 40x.

Fase 3 Cuantificacion de astaxantina y
clorofila. Se utiliz6 método APHA, 1992.
Anilisis estadistico de los datos. Se realizé
un andlisis de varianza ANOVA (95%) para
ver diferencias significativas entre trata-
mientos, usando Excel 2016.
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Resultados

En el primer tratamiento realizado en el
biorreactor TEC — FERM de 5 L (Figura
1), se utilizé6 una concentracién de 0.299
mg/L de acetato de sodio en el medio RM,

bajo las condiciones de trabajo previamente
establecidas, obteniéndose un recuento de
inicial de 1,0 x 10* Cel/mL y un recuento
final del 1 x10? Cel/mL durante los 34 dias
del estudio. El pH presenté fluctuaciones
entre 6,7 a 7,5, cercano a la neutralidad.

Figura 1. Biorreactor TEC-FERM.

Fuente: Garcia Martin Laura (5).

El recuento celular obtenido con el trata-
mieno de 0,299 mg/L de acetato de sodio
indica que la microalga presenta crecimiento
exponencial hasta el dia 13 con un recuento
celular de 2,0x10* Cel/mL hasta el dia 20,
cuando empieza a disminuir el recuento ce-
lular hasta el dia 34 con un recuento celular

de 1 x 10° Cel/mL (Figura 2).

Las tendencias de crecimiento fueron ajus-
tadas al modelo logistico mediante transfor-

macién de los valores de Y a los que se les
calculé su logaritmo en base 10 para obte-
ner log vs t del crecimiento celular. La idea
de realizar el ajuste fue ajustar los datos y
determinar si existian diferencias significa-
tivas en la velocidad de crecimiento de los
tratamientos ensayados.
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un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

Figura 2. Curva crecimiento celular con 0,299 mg/L de acetato de sodio.
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Fuente: Garcfa Martin Laura (5).

Figura 3. Curva crecimiento celular con 1,6 mg/L de acetato de sodio.

Curva de crecimiento 1,6 mg/dL
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Fuente: Garcfa Martin Laura (5).

En el recuento celular obtenido con el tra-
tamieno de 1,6 mg/L de acetato de sodio se
observé de nuevo que la microalga presenta
un crecimiento exponencial hasta el dia 13,
donde alcanzé un recuento de 2,5 x10% Cel/
mL y comienza a disminuir hasta el dia
20, el dia 27 presenta un recuento de 1,7
x10% Cel/mL. En el dia 34 se obtiene un au-

mento del recuento celular de 3,5 x10% Cel/
mL, valor superior al del dia 13, dia en el
que finaliza la fase exponencial de la micro-
alga (Figura 3). El medio de cultivo con ma-
yor velocidad especifica de crecimiento fue
el RM con concentracién de acetato 0,299
mg/L con una velocidad de crecimiento de

0.029 Células/dia (Tabla 2).

Tabla 2. Velocidad de crecimiento de los montajes analizados.

Medio de cultivo Numero de datos Dato minimo Dato maximo Velo‘clqad i Coeﬁc1‘ente.<,ie
crecimiento determinacién

RM y acetato 0,299 mg/L 6 4.204 4,300 0,029 Cel/dia 79%

RM vy acetato 1,6 mg/L 6 4.301 4,540 0,014 Cel/dia 49%

Fuente: Garcfa Martin Laura (5).
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Al realizar el ANOVA (95%), se establecid
que no existen diferencias significativas en-
tre los tratamientos ensayados (P=0,795;
gl=1; F=0,071), lo cual indica que el tra-
tamiento que brinda mejores resultados es
aquel donde se utiliz6 0,299 mg/L de aceta-
to de sodio, ya que con esta concentracién
se obtuvo un mayor crecimiento y la mejor
velocidad de crecimiento mejorando el cre-
cimiento de la microalga que posiblemente
produzca una mayor acumulacién de asta-
xantina.

En cuanto a las concentraciones de astaxan-
tina y clorofila expresadas en pg/mL, en el
tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de
sodio (Figura 4), se pudo establecer que se
encuentra mayor concentracién de clorofi-
la que de astaxantina ambas presentando su
pico médximo en el dia 20, en donde pre-
sentan concentraciones de 28,706 pg/mL
de clorofila y 2,530 pg/mL de astaxantina,
comportamiento que se correlaciona con el
recuento celular y absorbancias obtenidas.

Figura 4. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el montaje de 0,299 mg/L.
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Fuente: Garcia Martin Laura (5).

Figura 5. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el montaje de 1,6 mg/L.
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En cuanto a las concentraciones de asta-
xantina y clorofila expresadas en pg/mL, en
el tratamiento con 1,6 mg/L de acetato de
sodio (Figura 5), se encontré6 mayor con-
centracién de clorofila que de astaxantina
ambas presentando su pico mdximo en el
dia 13, en donde presentan concentraciones
de 17,902 pg/mL de clorofila y 1,991 ng/
mL de astaxantina, comportamiento que se
correlaciona con el recuento celular y ab-
sorbancias obtenidas.

Al realizar el ANOVA (95%), se establecié
que no existen diferencias significativas en-
tre los tratamientos ensayados para la con-

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

centracién de clorofila (P=1; gl=1; F=0) y
astaxantina (P=0,820; gl=1; F=0,054), lo
que significa que en relacién a concentra-
cién de astaxantina no existe diferencias en
usar la concentracién de 0,299 mg/L o usar
la concentracién de 1,6 mg/L de acetato de
sodio, pues los dos van a presentar una con-
centracién similar estadisticamente.

Durante cada montaje se llevé un registro
fotografico microscépico con el fin de eva-
luar la morfologia de la microalga desde sus
formas vegetativas hasta sus formas enquis-

tadas (Tabla 3).

Tabla 2. Velocidad de crecimiento de los montajes analizados.

0,299 mg/L
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0,299 mg/L

Fuente: Elaboracién propia.

En cuanto al registro fotogréfico de los dos
tratamientos 0,299 mg/L y 1,6 mg/L de
acetato de sodio, no existe alguna diferen-
cia morfolégica pues los dos presentaron
formas celulares vegetativas, biflagelas y
palmeloides sin acumulacién de astaxanti-
na, esto gracias a que, aunque si se halla-
ron concentraciones de astaxantina, al mo-
mento de realizar el registro fotografico no
se pudieron observar formas quisticas con
acumulacién de astaxantina.

Entre los dias 13 y 20 fue en donde se ob-
servaron mayor cantidad de formas celula-
res vegetativas verdes sin flagelos, debido a
que el crecimiento exponencial de H. plu-
vialis ha terminado e inicia su fase de de-
ceso, mientras que en los dias finales de los
tratamientos se observaron formas celulares
quisticas debido a que se iban agotando los
nutrientes y estas formas son mds resisten-

tes (Tabla 4) (1,2).



Tabla 4. Comparativo entre el tratamiento de 0,299 mg/L y 1,6 mg/L de acetato sodio.

Lancheros ef al. Produccion de astaxantina bajo factores de estrés utilizando
un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

RECUENTO [ ] DE VELOCIDAD DE
[ ] ACETATO DE SODIO | CELULAR ASTAXANTINA [ /DE (CIHOILE L CRECIMIENTO
Cel/mL pg/mL Hgfm Cel/dia
2,0x10 4 7,5 2,530 28,706
0,299 mg/L 0,029
Dia 20 Dia 34 Dia 20 Dia 20
3,5 x104 8,6 1,991 17,902
1,6 mg/L 0,014
Dia 34 Dia 34 Dia 13 Dia 13

Fuente: Elaboracién propia.

El tratamiento con 0.320 g/L de acetato de
sodio y 1.28 g/L de cloruro de sodio, adi-
cionados desde el dia 15 del estudio al me-
dio RM (RM6), iluminacién con ldmparas
blancas con 20h luz/4h oscuridad y 70 pE
m~2s7! de irradianza tuvo una velocidad de
crecimiento de 1,018 cel/dia, seguido por el

tratamiento RM3, el cual contenia acetato
de sodio 1,6 g/L que se agregd desde el ini-
cio y cloruro de sodio 6,4 g/L que se adicio-
né el dia 15 del estudio, usando la misma
irradianza y fotoperiodo con una velocidad

de crecimiento de 0,696 cél/dia (Figura 6).

Figura 6. Curva de crecimiento T. RM3 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio
6,4 g/L y TRM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L.
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Fuente: Rodriguez, R. L. J. (30).

El anilisis de varianza ANOVA (95%) esta-
blecié con respecto al crecimiento celular que
existen diferencias significativas (F=22,47;
p=0,025; gl=5) entre estos diferentes trata-
mientos. El tratamiento RM6 y RM4 fue-
ron los que presentaron mayor crecimiento,
1,45x10° cel./ml y 1,25 x10° cel./ml, respec-
tivamente. El control (RM1) tuvo un creci-
miento de 2,69 x10° cel./ml (Figura 06).

En el estudio se observaron las dos fases por
las que atraviesa la microalga H. pluvialis:
fase vegetativa y fase roja debido a la combi-
nacién de factores de estrés. Se observan for-
mas de palmella y células enquistadas (RM3)
y aplanosporas (Figura 7).
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Figura 7. Cultivo H. pluvialis T. RM1, RM2, RM3, RM4, RM5 y RM6 Dia 35.

] -

RM1

4 h'#l."»*q.v .ui:.,".‘.v,'

Fuente: Rodriguez, R. L. . (30).

El tratamiento que presenté una mayor con-
centracién de clorofila fue el RM6 obtenien-
do 0,245 microgramos/L, presentdndose
diferencias significativas entre tratamientos

(F=4,307; p=0,003; gl=5). La produccién de
clorofila se correlaciona con el crecimiento
de la microalga porque al aumentar la bio-
masa incrementa el contenido de clorofila.

Figura 8. Concentracion de clorofila (color verde) y astaxantina (color rojo) T. RM3
Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L y TTRM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L
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Fuente: Rodriguez, R. L. J. (30).
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El tratamiento RM3 presentd la mayor con-
centraciéon de astaxantina de 7,325 micro-
gramos/ml, utilizando una concentracién
de acetato de sodio 1,6 g/L desde el inicio
del estudio y cloruro de sodio de 6,4 g/L que
se agregd el dia 15 del estudio (Figura 3). Al
analizar los tratamientos realizados respecto

a la astaxantina no hubo diferencias signifi-

cativas (F=1,687; p=0,165; gl=5).

Discusion

A modo de suplir la necesidad de obten-
cién de astaxantina a gran escala, se utilizé
el biorreactor TEC-FERM de 5 L. El uso
de biorreactores, para el escalamiento, con
sistemas cerrados como el utilizado en este
estudio, proporcionan mejores opciones
para el crecimiento de la mayoria de mi-
croalgas, pues estos protegen el cultivo de
la contaminacién por microorganismos no
deseados y de esta forma se permite que se
tenga un control integral de las condiciones
de cultivo (3, 4). Ademds de esto, toman-
do como base los resultados (4) y el trabajo
(5), se tomé la decisién de utilizar el medio
RM bajo las condiciones de estrés como lo
son las diferentes concentraciones de aceta-
to de sodio (0,299 mg/L Y 1,6 mg/L), pH
6.8, temperatura 20+ 1°C, fotoperiodo 20h
luz blanca y 4h oscuridad, aire filtrado, agi-
tacién fluctuante entre 90 y 180 rpm, todo
con el fin de aumentar el crecimiento del
inoculo inicial 1,0 x10* Cel/mL y asi indu-
cir en la microalga la acumulacién de asta-
xantina en su forma quistica, con lo cual se

pueda corroborar lo dicho por (6).

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

Del mismo modo muchos autores se han
dedicado a investigar cudles son los factores
de estrés que ayudan a la adecuada acumu-
lacién de astaxantina, como el tipo, color y
nivel de intensidad de luz, la agitacién, el
pH los cuales han arrojado buenos resulta-
dos como en (7), en donde se realizé cultivo
en un fotobiorreactor tipo Airlift, manejan-
do elevadas concentraciones de salinidad y
alta intensidad de luz, como condiciones de
trabajo y obtuvo una acumulacién de asta-
xantina de 32,99 pg/mL (8), es por esto que
en este estudio se utiliza el acetato de sodio
como factor de estrés en diferentes concen-
traciones.

Existe la inquietud por investigar nuevos
factores de estrés para H. pluvialis, como
variar las concentraciones de acetato de so-
dio ya que este ayuda a promover el creci-
miento celular (6,4,9), otras investigaciones
afirman que la concentracién de acetato de
sodio se debe controlar ya que con niveles
inapropiados se puede generar la inhibicién
del crecimiento celular (9). En este estudio
se trabajé con concentraciones de acetato
de sodio 0.299 mg/L y 1.6 mg/L a diferen-
cia de Nino, et al (10) que sometié a H.
pluavilis, en el medio RM, a 0.310 mg/L
de acetato de sodio obteniéndose un creci-
miento celular de 7.55 x10°> Cel/mL y una
velocidad de crecimiento de 0,092 Cel/dia
en 36 dias, siendo el RM el que presenté
mejor rendimiento en cuanto a crecimiento
celular y obtencién de astaxantina en com-
paracién con los otros medios ensayados

OHM, BBM (10).
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En el tratamiento con 0,299 mg/L de aceta-
to de sodio, crecimiento de 2,0 x 10* Cel/
mL y velocidad de crecimiento de 0,029
Cel/dia se obtuvo mejor tasa de crecimien-
to, lo que ayuda a la mayor acumulacién
de astaxantina, esto siendo muy consecuen-
te con lo mencionado en Park et al (11),
que realiza sus tratamientos con un fotobio-
rreactor tipo APBR y en sistema batch con
las mismas condiciones de trabajo de este
estudio y obtiene mejores resultados en el
cultivo, tal vez debido a que en él se puede
mantener un mayor control de las condicio-
nes de trabajo (11), a diferencia del biorre-
actor TEC-FERM de 5 L utilizado en esta

investigacion.

Por otra parte, se puede decir que con las
concentraciones de acetato de sodio (0,299
mg/L y 1,6 mg/L) se obtiene mejor tasa de
crecimiento, con recuentos de 2,0 x 10*
Cel/mL y 3,5 x 10* Cel/mL respectivamen-
te, mientras que Gonzélez et al (12), solo
pudo obtener un aumento de 1.0x10* a
1,8x10* cel/ml, lo que nos lleva a validar
su postulado de que la suplementacién de
medios con acetato de sodio ayuda al incre-
mento del crecimiento celular y ala forma-
cién de formas celulares quisticas (12, 13).

Del mismo modo aunque se obtuvo mayor
recuento celular que algunos otros estudios
en los cuales se realizé suplementacién con
acetato de sodio (14,9), se observa que los
recuentos celulares que se obtuvieron entre
los dias 15 y 20 del estudio para los dos
tratamientos estuvieron en un rango de 2,0

x10% Cel/mL y 5x10° Cel/mL para el tra-

tamiento con 0,299 mg/L y para el trata-
miento con 1,6 mg/L se obtuvo un rango
de crecimiento de 2,5x10* Cel/mL y 5x10?
Cel/mL, esto se puede explicar de dos for-

mas diferentes.

En la primera se puede decir que el microor-
ganismo simplemente siguié su ciclo natu-
ral de crecimiento de aproximadamente 15
dias (1,2,13) como lo describe la literatura,
o la segunda mencionada por (15) en don-
de afirma que la concentracién de acetato
deberd ser controlada a niveles apropiados
con el fin de evitar la inhibicién del creci-
miento celular por accién del acetato de
sodio, debido a que en su investigacién con
altas concentraciones de acetato de sodio 50
Mm, obtuvo un rdpido cambio morfolégico
de células vegetativa a forma quistica y rea-
lizaba el blanqueamiento total de las células
quisticas (9), lo que nos lleva a cuestionar-
nos si la adecuada concentracién de acetato

de sodio es de 0,310 mg/L (4).

Un factor a resaltar es que la mayoria de los
estudios suplementados con acetato de so-
dio tienden a tener una mayor produccién
de biomasa que de astaxantina como lo ob-
servado en el presente estudio y es que asi
como se puede hacer referencia a los autores
que han descrito anteriormente que las cé-
lulas de H. pluvialis solo requiere carbono
como principal nutriente en la “etapa de
crecimiento” y este puede ser suministrado
diariamente por inyeccién de CO, o por
aire filtrado como en el presente estudio y
con alta irradiacién, fotoperiodos 20h luz y
4 oscuridad, se proporciona mayor energia
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para la fijacién fotosintética del carbono,
lo que conduce a que haya una mayor tasa
de sintesis de astaxantina (3); lo que lleva a
deducir que en el estudio posiblemente no
hubo la adecuada fijacién fotosintética de-
bido a que el biorreactor TEC-FERM pre-
senta una especie de ventana pequena para
su tamano por donde entra la luz ,lo que
posiblemente, fue un factor determinante
que evitd que se diera una elevada tasa de
sintesis de astaxantina pero si una adecuada
produccién de biomasa.

Actualmente companias dedicadas a la pro-
duccién comercial de astaxantina a partir de
microalgas (Cyanotech y Aquasearch), recu-
rren a un sistema compuesto por dos etapas,
la primera o también llamada “etapa verde”
que consiste en producir biomasa verde en
condiciones éptimas de crecimiento y la se-
gunda o también llamada “etapa roja” que
se inicia cuando la microalga es expuesta a
condiciones ambientales adversas para in-
ducir a la acumulacién de astaxantina (3).
Es aqui donde la suplementacién con aceta-
to de sodio puede ser implementada desde
el dia 15, debido a que va a presentar un
rendimiento adecuado en cuanto a la pro-
duccién de biomasa y ayuda a la formacién
de quistes, los cuales son la forma celular

adecuada para acumulacién de astaxantina.

En cuanto a la concentracién de astaxanti-
na (pg/mL) en el estudio se obtuvo, para el
tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de
sodio, la mayor concentracién de astaxanti-
na en el dia 20 con 2,530 pg/mL y para el
dia 34 fuede 1,161 pg/mL; mientras que el

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

tratamiento con 1,6 mg/L obtuvo una ele-
vada concentracién de astaxantina en el dia
13 con 1,991 pg/mL y para el dia 34 fue de
1,5 pg/mL, resultados que pueden ser co-
rrelacionados perfectamente con el recuen-
to celular obtenido para esos dias. Por otro
lado, en cuanto a la concentracién de clo-
rofila se pude decir que sucedié algo muy
similar, ya que en el tratamiento de 0,299
mg/L en el dia donde se hallé mayor con-
centracién fue en el dia 20 con 28,706 pg/
mL y en el dia 34 fue de 16,637 pg/mL;
mientras que para el tratamiento con 1,6
mg/ L se hallé una mayor concentracién en
el dia 13 con 17,402 pg/mL y para el dia 34
fue de 6,752 pg/mL.

Aunque la concentracién de clorofila fue
disminuyendo a medida que se acercaba
el final del estudio, la astaxantina iba au-
mentando su concentracién, lo cual era lo
realmente importante del proyecto, pero
se observé que durante todo el estudio en
los dos tratamientos realizados la clorofila
y astaxantina fueron inversamente propor-
cionales, lo que coincide con lo descrito por
todos los autores consultados (16, 17,3). Es
aqui donde se reafirma la situacién plantea-
da anteriormente en donde el estudio puede
ser llevado en “etapa verde” hasta el dia 20,
ya que en este dia se obtiene una buena pro-
duccién de biomasa y después de este dia
se puede suministrar inyecciones directas
de CO, ,acetato de sodio y alta irradianza
con fotoperiodos de 20h luz y 4h oscuri-
dad, con el fin de generar el estrés indicado
para la iniciacién de la “etapa roja”, y asi las

células inicien el verdadero estrés y de esta
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forma comience la acumulacién de astaxan-
tina y por lo tanto una buena obtencién de
la misma a futuro.

Las inyecciones de CO, también pueden ser
sustentadas gracias a que este ayuda a regu-
lar el pH, lo que es un claro ejemplo de lo
observado en el tratamiento con 1,6mg/L de
acetato de sodio, donde el aumento de pH
inclinado hacia la alcalinidad, fue una posi-
ble causa de que la velocidad de crecimiento
celular fuera menor, en comparacién al tra-
tamiento con 0,299 mg/L, que presentd
un pH mds neutral y una mejor velocidad
de crecimiento celular, razén por la cual se
sugiere que la inyeccién directa de CO, se
sume a las condiciones de trabajo para los
estudios de escalamiento de H. pluvialis.

Todos los resultados obtenidos hasta el dia
20 se deben a la etapa de crecimiento o “eta-
pa verde”, generalmente dura de 9 a 20 dfas
segtin la relacién entre la biomasa celular y
la actividad celular, lo cual se pudo eviden-
ciar en el estudio debido a que en este tiem-
po fue en donde se obtuvo un mayor creci-
miento celular. Luego llegando a la etapa de
acumulacién de astaxantina o “etapa roja’,
la morfologia de aplanospora cambia por la
disminucién de nutrientes, de esta manera
se deduce que para que el estudio presente
mejores resultados, el estrés con el acetato de
sodio puede ensayarse aplicindolo a partir
del dia 15 o 20 y no desde el primer dia,
ya que los estudios que han tenido mejores
rendimientos han aplicado el estimulo desde
el dia 15 sin importar su fuente de carbono

(17).

El en trabajo en el cual se utilizaron 5 trata-
mientos y un control (RM1), se establecié en
las curvas de crecimiento de la microalga H.
pluvialis, que la fase exponencial se presentd
en diferentes dias del estudio.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
por Nino et al (10), que obtuvieron una
concentraciéon celular mdxima de 7,55x10°
células/ml en medio RM en comparacién
con otros medios como OHM y BBM y de
(18) con una concentracién celular mdxima
de 9,50x10° células/ml en medio RM; se se-
lecciond, el medio RM ya que es bien sabi-
do que el medio de cultivo no solo afecta la
productividad celular, sino también afecta la
composicion celular y el rendimiento de pro-
ductos especificos. Utilizando este medio en
nuestro estudio encontramos una concentra-
cién celular mdxima de 2,69x10° células/ml
en medio RM1, siendo este el control. Estos
resultados sugieren que el medio que provee
los nutrientes adecuados para el crecimiento
de H. pluvialis es el medio RM, similares re-
sultados los obtuvo (19).

En el estudio donde utilizamos 5 tratamien-
tos, se observé que el mayor conteo celular
aparte del control, fue de 1,45x10° células/
ml en el tratamiento RM6 al cual se le adi-
cioné 0,320 mg/L de acetato de sodio y 1,28
mg/L de cloruro de sodio en el dia 31 del
estudio, concluyendo que estas concentra-
ciones de sales no logran el suficiente estrés
para inhibir el crecimiento celular.

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)

de un factor (concentracién celular) para



Lancheros et al. Produccion de astaxantina bajo factores de estrés utilizando

los cinco tratamientos y el control encon-
trando diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados con una confianza

del 95%.

Es de aclarar que segtin el estudio de (20)
donde se utilizé acetato de sodio (1 g/l)
para comparar si se debia anadir este com-
puesto junto con los nutrientes orgdnicos al
comienzo del cultivo como en la mixotrofia
tradicional (TM), o al final de la fase loga-
ritmica en modo fotétrofo como mixotrofia
alternativa (AM), el estudio concluyé que el
peso seco (DW), los pigmentos y especial-
mente el ndmero de células en la mixotro-
fia alternativa (AM) fueron mds altos que la
mixotrofia (TM) tradicional (21).

El niimero de células en AM casi se duplicé
de 21.7 a 42.9 x 10 células mL duran-
te 5 dias de exposicién a acetato de sodio,
mientras que el aumento fue solo 1.2 veces
en TM. Eso quiere decir que en préximos
estudios podria ser mds eficiente agregar el
acetato de sodio de una forma mixotréfi-
ca alternativa o sea al final de la fase expo-
nencial, ya que asi se puede minimizar el
riesgo de contaminacién debido a la menor
exposicion de las células a las fuentes de
carbono orgdnico, sobre todo si el objetivo
es obtener el midximo recuento posible de
la microalga, sin embargo hay que tener en
cuenta la concentracién de acetato de sodio
adicionado porque en el tratamiento donde
se usé acetato de sodio de 1,6 mg/L desde el
principio en el biorreactor TEC-FERM de
5 litros y la adicién a los 15 dias de cloruro
de sodio mejord la produccién de astaxan-

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

tina porque el acetato de sodio fue utiliza-
do como fuente de carbono y generé mayor
produccién de biomasa que luego fue estre-
sada con la combinacién de cloruro de so-
dio y luz blanca alta con fotoperiodo de 20
h luz:4h oscuridad e irradianza de 70 pE,
por el contrario en el tratamiento donde
se utilizé6 combinados el estrés con acetato
de sodio, cloruro de sodio y luz alta con el
fotoperiodo mencionado, no se logré una
buena biomasa ni una buena produccién de
astaxantina con una disminucién del 71%
en su contenido. Observdndose el impacto
de la concentracién de acetato de sodio de
1,6 mg/L sobre el crecimiento celular del
H. pluvialis.

En los medios de cultivo macroscépicamen-
te se observa un cambio de color rojizo en el
medio RM3 desde el dia 1 y medios RM2,
RMS5 y RMG en el dia 24 del estudio (Fi-
gura 7), que son congruentes con la obser-
vacién microscépica realizada para analizar
la evolucién de la morfologia de la micro-
alga mediante su proceso de produccién
de astaxantina, observindose los cambios
en morfologia desde las formas vegetativas
verdes hasta las aplanosporas y enquista-
das con color rojo. Siendo estos resultados
congruentes con el estudio de Su et al (22)
donde al estresar la microalga con una alta
intensidad de luz y acetato de sodio logra-
ron evidenciar que a los dos dias las células
se volvian ligeramente rojizas indicando la
transicién a aplanospora (22).

Respecto a los resultados obtenidos de pro-
duccién de astaxantina se logra evidenciar
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un aumento en el contenido de este pig-
mento, simultaneo con una disminucién de
la concentracién de clorofila, congruente
con los resultados obtenidos en (23) donde
en su experimento después de 9 dias de es-
trés, el contenido total de clorofila en todos
los tratamientos fue un 90% menor que el
de las células méviles verdes al inicio (23).

En el estudio de Wayama et al (24), se reali-
z6 una evaluacién volumétrica, el resultado
de estas imdgenes 3D logré evidenciar que
existian cambios drdsticos en la transicién
entre la etapa verde y la etapa roja. En la
etapa verde, los cloroplastos representa-
ron el 41.7% del volumen total de células,
mientras que el volumen total de astaxan-
tina fue de 0.2% donde se observaron los
cloroplastos altamente desarrollados en la
periferia y pocos grinulos de astaxantina
rodeando el nicleo. En la etapa roja, las
gotas de aceite que contenian astaxantina
predominaron con un 52% y el volumen
total de cloroplastos disminuy6 a 9.7% ob-
servindose gotas de aceite grandes en toda
la célula, los cloroplastos estaban altamente
degenerados y localizados en el espacio in-
termedio entre las gotas de aceite, que les
daba una apariencia de red. Es importan-
te aclarar que los cloroplastos no desapare-
cieron completamente, esto puede deberse
a que serdn utilizados en una recuperacién
rdpida cuando las condiciones ambientales
se reestablezcan y la descomposicién de clo-
rofila ha sido inducida por la deficiencia de
nutrientes (24), lo cual también se observé

en esta investigacion.

Segtin los resultados obtenidos el medio
RM3 al cual se le adicioné 1,6 mg/L de ace-
tato de sodio desde el inicio del cultivo en el
biorreactor TEC-FERM de 5 L. y la adicién
de 6,4 mg/L de cloruro de sodio el dia 15
del cultivo presenté la mayor produccién de
astaxantina con una concentracién de 7,3
microgramos/L, que es congruente con los
resultados obtenidos por Dominguez et al
(25) que utilizo 1g/L de acetato de sodio
junto a iluminacién continua y obtuvo una
produccién mdxima de astaxantina de 98
mg/g de biomasa y también con los resulta-
dos de Cifuentes et al (6) donde quiso des-
cubrir condiciones éptimas para la produc-
cién de biomasa y astaxantina al someter
la microalga a condiciones mixotréficas, es
decir acetato de sodio con concentraciones
de 4,8,12 mM bajo alta irradianza de luz y
el cloruro de sodio al 0,8%. Se obtuvo un
contenido de astaxantina por peso seco de
10,3 mg g-1 (1% p / p) y también se ha ob-
servado que la adicién simultdnea de aceta-
to de sodio / NaCl en una concentracién de
4.4 mM /17.1 mM aumenta la produccién
de astaxantina (6).

Segtin el andlisis de expresién de genes re-
lacionados con la produccién de carotenoi-
des durante la induccién de estrés realiza-
do por Vidhyavathi et al (26) nos dice que
la adicién de acetato de sodio y cloruro de
sodio producen una transcripcién tempra-
na y regulacién mdxima positiva de genes
como BKT (B-caroteno cetolasa) que se
encarga de la transformacién de zeaxantina
a adonixantina y adonixantina a astaxanti-

na, desde tres dias de estrés hasta tres meses
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después (26). Esto explicaria los resultados
obtenidos en el estudio donde se observa una
mayor produccién de astaxantina al someter
la microalga a estrés salino, ya que como se
menciondé previamente la combinacién de
estos dos factores de estrés con la alta irra-
dianza con luz blanca y fotoperiodo de 20h
luz:6h oscuridad, aumenta su produccién,
ya que estos carotenoides se acumulan en es-
tructuras especiales tales como plastoglébu-
los de pléstidos o cuerpos lipidicos citoplas-
madticos, jugando roles en prevenir el exceso
de la energfa luminica del alcance de la ma-

quinaria fotosintética (27-29).

Conclusiones

Los biorreactores de sistemas cerrados como
el utilizado en este estudio, el biorreactor
Tecferm de 5 Litros, proporcionan condi-
ciones adecuadas para el crecimiento de la
microalga H. pluvialis, ya que protegen el
cultivo de la contaminacién por microor-
ganismos no deseados y de esta forma se
permite que se tenga un control integral de
las condiciones de cultivo, las cuales fueron
establecidas segtn la revisién tedrica reali-
zada. El biorreactor se utilizé para producir
biomasa de la microalga en la calidad y can-
tidad adecuadas conservando su morfologia
y también se produjo el colorante astaxan-
tina.

El crecimiento de la microalga en el biorre-
actor con el tratamiento con 0,299 mg/L
de acetato de sodio y las demds condiciones

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

establecidas para el proceso fue de 2,0 x 10*
Cel/mL con una velocidad de crecimiento
de 0,029 Cel/dia, mientras que el trata-
miento con 1,6 mg/L de acetato de sodio
obtuvo un crecimiento celular de 3,5 x 10*
Cel/mL con una velocidad de crecimiento
de 0,014 Cel/dia, resultados obtenidos en
los 34 dias del estudio, lo que nos indica
que el tratamiento con 0,299 mg/L de ace-
tato de sodio presentd una velocidad de cre-
cimiento 2 veces mayor al tratamiento con
1,6 mg/L. No se observaron diferencias sig-
nificativas entre tratamientos (P>0.05).

En el tratamiento RM3, medio RM con
una concentracién de acetato de sodio de
1,6 mg/L y al cual se adicioné a los 15 dias
del cultivo cloruro de sodio en una concen-
tracién de 6,4 mg/L se produjo la mayor
cantidad de astaxantina de 7,325 pg/ml a
los 29 dias de tratamiento, correlacionado
con las caracteristicas macroscépicas y mi-
croscopicas obtenidas para este tratamien-
to. Esta investigacién destaca por lo tanto
la importancia de cultivar inicialmente la
microalga utilizando el biorreactor Tecferm
de 5 litros y después de su fase exponencial
someterla a factores de estrés.
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In vitro antimicrobial activity of Douro wines against
clinical helicobacter pylori strains

Actividad antimicrobiana in vitro de los vinos del Duero sobre cepas clinicas
de helicobacter pylori

Lidia Po Catalao Dionisio’, Alejandro Manuel Labella?, Maria Palma?, Juan José Borrego*

Abstract

Aim. /n vitro antimicrobial activities of seven wines (5 reds and 2 whites) from the Douro
region (Iberian Peninsule) against eleven clinical strains of Helicobacter pylori were evalua-
ted. Methods. The disk diffusion method, using Columbia Agar supplemented with horse
blood (CAB), were used to determine the antimicrobial properties of some wine compo-
nents against H. pylori strains. Potential interactions of antioxidants contained in the wines
and two antimicrobials (amoxicillin and metronidazole) were studied by the disk diffusion
method. Results. All the tested strains showed growth in CAB supplemented with 9%
of the tested wines but none of them grew in media supplemented with 45% and 67.5%
of wine. Similarly, all the tested strains grew in media with the concentration of proan-
thocyanidins present in the different types of the studied wines. The Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) values of the wine antioxidant components tested (benzoic acid,
catechin, quercetin, and resveratrol) indicate that resveratrol was the most powerful inhi-
bitory substance against H. pylori. An effect of potentiation between amoxicillin and me-
tronidazole and the antioxidants tested was also established. The interaction of amoxicillin
and resveratrol or metronidazole and catechin increased the antimicrobial activity against
H. pylori. Conclusions. The results obtained suggested a potential role of resveratrol as a
chemopreventive agent for H. pylori infection.
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resveratrol, proanthocyanidins.
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Resumen

Objetivo. Se evalué las actividades antimicrobianas iz vitro de siete vinos (5 tintos y 2
blancos) de la regién del Duero (Peninsula Ibérica) frente a once cepas de Helicobacter
pylori de origen clinico. Métodos. Para determinar las propiedades antimicrobianas de
algunos componentes del vino sobre las cepas de H. pylori se utilizaron las técnicas de
difusién en disco en placas de agar Columbia suplementado con sangre de caballo (CAB).
La potential interaccién entre las sustancias antioxidantes presentes en los vinos y dos
antimicrobianos (amoxicilina y metronidazol) se determiné usando la técnica de difusién en
disco. Resultados. Todas las cepas ensayadas mostraron crecimiento en CAB suplementado
con el 9% de los vinos analizados, pero no se obtuvo crecimiento de ninguna de las cepas en
medios suplementados con el 45% y el 67,5% de vino. Asimismo, todas las cepas ensayadas
crecieron en medios con la concentracién de proantocianidinas presentes en los diferentes
tipos de vinos estudiados. Los valores de concentracién minima inhibitoria (CMI) de los
componentes antioxidantes de los vinos ensayados (dcido benzoico, catequina, quercetina
y resveratrol) indican que el resveratrol fue la sustancia mds potente en la inhibicién del
crecimiento de H. pylori. También se establecié un efecto de potenciacién entre amoxicilina
y metronidazol y los antioxidantes ensayados. Las interacciones amoxicilina + resveratrol
y metronidazol + catequina aumentaron la actividad antimicrobiana contra H. pylori.
Conclusiones. Los resultados obtenidos sugieren un papel potencial del resveratrol como
agente quimiopreventivo de la infeccién por H. pylori.

Palabras claves: helicobacter pylori, antioxidantes, actividad antimicrobiana, vinos del
Duero, resveratrol, proantocianidinas.

Introduction bacterial survival in the stomach lumen un-

til it enters the mucus layer by means of

Helicobacter pylori is accepted to be the cau-
sative agent of acute and chronic gastritis,
and a major predisposing factor for peptic
ulcer disease, gastric carcinoma, gastric lym-
phoma and mucosa-associated lymphoid
tissue (MALT) (1, 2). This microorganism
is a spiral-shaped Gram-negative bacterium
endowed with a very powerful urease acti-
vity and with polar flagella. Urease activity
buffers the pH at the cell surface, allowing

their flagella, which is a protective barrier
against the high proton concentration (3).
To colonize the host stomach, H. pylori ex-
presses several virulence factors that can
play a role in pathogenesis, being the most
important the vacuolating VacA, a cyto-
toxin associated with gene A (CagA), the
neutrophil-activating protein (NAP), and
the urease activity (4).
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Peptic ulcer disease and other H. pylori-as-
sociated disorders usually regress or even
heal completely after treatment with an-
timicrobials. The most effective and best
tolerated combinations consist of a triple
therapy which includes bismuth salts or
proton pump inhibitors with two antibio-
tics (clarithromycin and amoxicillin, clari-
thromycin and metronidazole, or amoxici-
llin and metronidazole), and a quadruple
therapy, including a proton pump inhibitor
plus a bismuth salt and the antibiotics me-
tronidazole and tetracycline (5, 6). Howe-
ver, the available antimicrobial therapies
for H. pylori infection have several shortco-
mings: (i) limited efficacy in vivo of the an-
timicrobials due to both inability of drugs
to achieve appropriate levels in the gastric
mucus layer, and/or inactivation of drugs
at low pH (7); and (ii) the development
of antimicrobial resistance for H. pylori
(8-10). Consequently, an optimal therapy
against H. pylori infection is not available
yet, therefore, novel approaches are needed,
including vaccine development (11), use of
antimicrobial peptides (12), and utilization
of naturally occurring compounds with an-
timicrobial activity, such as porphyrins, es-

sential oils and plant polyphenols (13-15).

Several epidemiological studies have de-
monstrated that the modest consumption of
alcoholic drinks may influence spontaneous
eradication of H. pylori (16, 17). Alcoholic
beverages, mainly wine, have a strong anti-
microbial activity, as has been shown both
in vitro and in vive (18, 19); however, other
conditions depending on the beverage type,

helicobacter pylori strains

dose, host physiological conditions, to
name a few, affect to the H. pylori mecha-
nisms of action and may explain the incon-
sistent results obtained by several authors
(19, 20). Marimon et al (21) carried out an
in vitro analysis of the bactericidal action of
red wine, HCl solution (pH 3.5), a solution
containing 12% ethanol, and 12% ethanol
at pH 3.5 on H. pylori. Red wine exerted
a higher bactericidal effect upon H. pylori
than that other observed for the other solu-
tions. However, no explanation was found
for the mechanisms by which wine exerts
an in vitro bactericidal effect independently
of its alcohol concentration, nor have the
substances responsible been identified to
date.

In the present study, the antibacterial effect
of different wines from the Douro region
(Iberian Peninsule) and their main com-
ponents (proanthocyanidins, pH, alcohol
content and four antioxidant compounds)
on H. pylori strains (isolated from gastric
biopsies) has been evaluated. In addition,
the potential interactions between amoxi-
cillin or metronidazole and the antioxidant
components of the wine have also been eva-
luated.

Materials and methods

Bacterial strains, culture and
identification

Eleven clinical strains of H. pylori isolated

from gastric biopsies and a reference stra-
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in (CCUG 15813) from the Culture Co-
llection of the University of Gothenburg
(Sweden) have been used in this study.
Strains were subcultured on Columbia
Agar (Oxoid, Hampshire, UK) supplemen-
ted with 10% of defibrinated horse blood
(Oxo0id) (CAB) and in CAB with Dent’s
supplement (SR 147, Oxoid). Subcultures
were incubated at 36 + 1°C under microae-
rophilic conditions using jars with Gas ge-
nerating kits for Campylobacter (Oxoid) for
48-72 h (22). All isolates were identified as
H. pylori using the phenotypic and bioche-
mical tests described previously (23). The
urease activity was performed using Urea

Broth Medium (Oxoid) with the SR20 20K
supplement (Oxoid).

Antibiotic susceptibility assays and
PCR-based genotyping

Disk diffusion testing was performed by
standard CLSI methods (24) using CBA for
the evaluation in vitro of the antibiotic sus-
ceptibility of H. pylori strains against the fo-
llowing antimicrobials, used frequently for
treatment of H. pylori infection, supplied
by Oxoid: metronidazole, clarithromycin,
erythromycin, amoxicillin, ciprofloxacin,
moxifloxacin, levofloxacin, rifabutin, fu-
razolidone, and tetracycline. Inocula were
prepared from two agar plates of a 2-day
fresh growth on CBA, which were scraped
and suspended in 5 ml of Columbia broth
(CB) (Oxoid) to achieve the turbidity equi-
valent to a McFarland standard of 3 to 4.
Serial dilutions of the bacterial suspensions

were performed to yield a colony count of
about 4 x 108 CFU/mL. After incubation
period (48-72 h) at 36 + 1°C under a mi-
croaerophilic atmosphere, inhibition zone
diameters (in mm) were read with the aid
of callipers. Bacterial isolates were classified
as resistant, sensitive or intermediate accor-
ding to the National Committee for Clini-
cal Laboratory Standards breakpoints (25).
Genomic DNA of H. pylori isolates was ex-
tracted as described by Oleastro et al (26).
Genotyping of the virulence factors vacuo-
lating gene (vacA) and cytotoxin-associa-
ted gene (cagA) was performed by PCR in
accordance to protocols and primers des-
cribed previously (27, 28).

Determination of the Minimal
Inhibitory Concentrations (MICs)

E-test strips supplied by AB Biodisk (Solna,
Sweden) were used to determine the MICs

CBA

plates were allowed to dry for 10 min and

of amoxicillin and metronidazole.

the strips were kept on the bench for 10-
15 min to attain room temperature. Colo-
nies from pure cultures of H. pylori were
transferred using a sterile loop into a sterile
tube containing 4.5 ml of CB and adjusted
to standard 2 of the MacFarland scale. The
solution was flooded over the plate (CBA)
and excess fluid was removed with a pipe-
tte. After drying for 15-20 min, an E-test
strip was placed on each plate and then in-
cubated under microaerophilic conditions
at 36 + 1°C for 48-72 h. Results from E-test
were interpreted by recording the point of
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intersection of the growth elliptic margin
zone with the MIC scale value on the E-test
strip. MIC breakpoints of >2 pg/ml and >8
pg/ml were used for amoxicillin and metro-
nidazole, respectively.

Susceptibility assays of the wines and
their components

Seven different wines of Douro region, 5
reds and 2 whites, were used to determi-
ne the susceptibility of H. pylori strains.
Four red wines were product of monocastes
each one named Touriga Nacional, Touriga
Brasileira, Tinta Roiz, and Tinta Barroca.
The fifth one was a mixture of castes Negra
mole, Castelao and Trincadeira. The wines
were previously filtered through membrane
filters of 0.45-um pore-size (Millipore Co.,
Belford, MA, USA), and several concentra-
tions of each filtered wine were added to
culture media in aseptic conditions. Four
different assay media were prepared; all of
them were composed of 39 g/L of CAB and
variable percentages of filtered wine (9%
for medium 1, 22.5% for medium 2, 45%
for medium 3, and 67.5% for medium 4).

To control the effect of alcohol graduation
in the growth of H. pylori, several compo-
sitions of CAB supplemented with ethanol
were performed. The final proportion of
alcohol in media tested were 12.69° (v/v),
13° (vlv), 14.55° (v/v) and 14.8° (v/v). In
addition, H. pylori was grown in CAB pla-
tes at low pH values (from 4.49 to 4.89) by
adding of lactic acid (10%).

helicobacter pylori strains

Proanthocyanidins were isolated from se-
veral red wine grapes originating from the
Douro region. The pips were carefully re-
moved from 150 frozen grapes and then
lyophilized. The dry extract was stored at
-20°C until use. Proanthocyanidins of the
extract were separated and identified by
HPLC following the protocol described by
Roggero et al (29). The detection of proan-
thocyanidins was performed by the mo-
nitorization of the absorbance detected at
535 nm in a DAD (Merck, Madrid, Spain).
The proanthocyanidin concentrations were
calculated attending to the calibration line
obtained by the use of maldivin as pattern.
Different concentrations of proanthocya-
nidins in distilled water according to the
values of HPLC of the tested wines (0.93
g/L for Touriga Nacional, 0.63 g/L for Tin-
ta Barroca, 0.50 g/L for Tinta Roriz, and
0.34 g/L for Touriga Brasileira) were added
to the CAB to achieve a concentration of
67.5% (v/v). Inoculated plates were incu-
bated at 36 + 1°C under a microaerophilic
atmosphere for 72 h.

Considering the total phenol index as the
equivalent to gallic acid units calculated
by the Folin-Cicocalten’s method. The to-
tal phenolic compounds of the wines were
determined by the absorbance values at
725 nm of different concentrations of ga-
llic acid. The agar dilution method (30)
was used to determine the MICs of the an-
tioxidant compounds present in the wines.
The antioxidants used were benzoic acid
(Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid,
Spain), catechin (Sigma-Aldrich), quercetin
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(Sigma-Aldrich) and resveratrol (Sigma-Al-
drich), and they were prepared in deioni-
sed water. Media consisted of CBA with the
antioxidant compounds tested at concen-
trations of 0.01 to 0.1 mg/mL in doubling
dilutions. Inocula of 10 pL of bacterial sus-
pension of each H. pylori strain (about 4 x
10® CFU/mL) were applied on the surface
of the growth medium. Plates were incu-
bated at 36 + 1°C under a microaerophilic
atmosphere for 72 h. The lowest concentra-
tion of antioxidant compound showing no
growth was recorded as the MIC. All the
susceptibility assays were three-times repli-
cated.

To determine the possible interaction be-
tween amoxicillin and/or metronidazole
and the wine antioxidants, 10 pg of each
antioxidant agent tested was added to each
aqueous antibiotic solution containing
amoxicillin (25 pg) or metronidazole (5
pg). Later, the antibiotic solutions supple-
mented with the antioxidants were tested
according to the broth microdilution me-
thod (25). A t-student test was applied to
determine the statistical differences of the
susceptibility of the bacterial strains to the
antimicrobials and to the interactions anti-

microbial-antioxidant agents.

Results

Characterization of the H. pylori
strains

All the isolates collected from endoscopic
biopsies were confirmed as H. pylori accor-
ding to 23 phenotypic features tested spe-
cified by Megrauf and Lee (23) (data not
shown). The molecular characterization of
the H. pylori isolates using a PCR-based
method allowed the discrimination of the
isolates in three groups on the basis of the
presence/absence of the virulence factors
CagA and VacA (Table 1). Group 1 (Cag
A +/Vac A sl/ml, urease +) composed to
7 strains; group 2 (Cag A +/Vac A s1/m2,
urease +), 3 strains; group 3 (Cag A -/Vac
A s2/m2, urease +), 2 strains. Overall, ten
strains (83.3%) presented the cytotoxin
CagA, whereas all the strains showed the
vacuolating factor VacA and the urease ac-
tivity (Table 1). Antibiotic susceptibility of
H. pylori showed that all the strains were
susceptible to 10 antimicrobials tested, but
only 4 strains were resistant to the concen-

tration tested (50 pg) of metronidazole (Ta-
ble 1).

Table 1. Distribution of Helicobacter pylori genotypes and antibiotic susceptibility using the disk diffusion method.

Strains | Genotypes Me C E AMO | Cp MO LE Rf F Te
E2 CagA +/VacAsl/m2 | Sa S S S S S S S S S
E4 CagA +/VacAsl/ml |S S S S S S S S S S
ES CagA +/VacAsl/m2 |S S S S S S S S S S
E9 CagA-/VacAs2/m2 | Rb S S S S S S S S S
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helicobacter pylori strains

Strains Genotypes Me C E AMO Cp MO 19 Rf F Te
E10 Cag A +/Vac A s1/m1 R S S S S N N S S S
E28 Cag A +/Vac A s1/m1 S S S S S N S S S S
E120 Cag A +/Vac A s1/m1 S S S S S N S S S S
E123 Cag A -/Vac A s2/m2 S S S S S S S S S S
E126 Cag A +/Vac A s1/m2 R S S S S S S S S S
E128 Cag A +/Vac A s1/m1 R S S S S S N S S S
E149 Cag A +/Vac A s1/m1 S S S S S S S S S S
CCUG Cag A +/Vac A s1/ml S S S S S S S S S S

Me: metronidazole; C: clarithromycin; E: erythromycin; AMO: amoxicllin; Cp: ciprofloxacin;

MO: moxifloxacin; LE: levofloxacin; Rf: rifatubin; F: furazolide; Te: tetracycline.

:S: sensitivity; °R: resistance

Source: Authors.

Effect of the types and concentrations
of wine, pH, alcohol concentration and
proanthocyanidins on H. pylori strains

All strains tested showed growth in medium
1 composed of CAB supplemented with 9%
of all the wines assayed. On the contrary,
none of the strains grew in media 3 and 4
(45% and 67.5% of wine, respectively). In
the case of the medium 2, variable results
were obtained depending on the type of
wine tested, for example, only 7 strains (E2,
E4,E8,E28,E123,E126 and E149) showed
growth at 22.5% of Siria white wine, and
3 strains (E120, E128 and CCUG 15813)
grew at 22.5% of Negra-Castalao red wine.

All H. pylori strains tested grew in media
without wine at pH values ranging 4.49 to
4.89. Similarly, all the strains showed an
optimal growth at the ethanol concentra-
tions tested (12.69°, 13°, 14.55° and 14.8"°
vlv).

Similarly, all the H. pylori strains showed
growth in CAB supplemented with the con-
centration of proanthocyanidins present in
the different types of wines (Table 2). Urea-
se test was used to study the changes of H.
pylori strains after growth with wine (9%)
and proanthocyanidins (Table 2). Only
the strain E126 loss the urease activity af-
ter grown in CAB supplemented with wine
or proanthocyanidins; on the contrary, E8
and E128 strains maintained their urease
activity for all the conditions assayed. An
inverse but significant relationship was ob-
tained between the response of the urease
activity and the total phenol index of the
red wine tested [y = -48 x + 33, 12 = 0.914,
p < 0.001, where y is the absorbance at 750
nm and x is the concentration (mg/mL) of

gallic acid].
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Table 2. Response of the urease test of the Helicobacter pylori strains growth in CBA supplemented with
9% red wine and proanthocyanidins (TPT).

Wine type E2 E4 E8 E9 E10 E28 E120 E123 E126 E128 E149 CCUG
T. Roriz + + + - + - - + - + - +
TPT (0.5¢/L) |- - + - - - - - . + - +
T. Nacional + - + + - - - - . + - ¥
TPT (0.93 g/L) | - - + - - - - - - + - -
T. Barroca + + + + - + + + - + + +
TPT (0.63g/L) |+ - + - - - - - - ¥ - _
T. Brasileira + - + + - + - - - + - +
TPT (0.34 g/L) | + - + - - + - - . ¥ - -

Source: Authors.

Effect of antioxidant agents on
H. pylori growth

The inhibitory activity exerted by the an-
tioxidant compounds tested on the H. pylo-
ri growth depending both of the strain and
the concentration of the antioxidants. The
benzoic acid did not demonstrate to possess
any effect on the tested strains at any as-
sayed concentrations. On the contrary, the

resveratrol showed the highest growth inhi-
bition rates for all the tested strains, even
at the lower concentration assayed (0.1 mg/
mL), and 91.7% of the strains possessed a
(MIC) lower than 50 pg (Table 3). On the
other hand, only 33.3% of the tested stra-
ins presented a MIC lower than 50 pg for
quercetin, and 58.3% of them have MIC
lower than 50 pg for catechin (Table 3).

Table 3. MIC values (ug/mL) determined by the dilution agar test of several antioxidant compounds present
in red wine on H. pylori strains.

Antioxidants E2 E4 E8 E9 E10 E28 E120 E123 E126 E128 E149 CCUG

Benzoic acid >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100

Catechin 10-50 >100 10-50 >100 50-100 | 10-50 >100 10-50 10-50 10-50 >100 10-50
Quercetin >100 >100 >100 >100 10-50 10-50 >100 >100 >100 <10 >100 10-50
Resveratrol 10-50 <10 10-50 10-50 10-50 10-50 <10 <10 <10 10-50 50-100 | <10

Source: Authors.
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Interaction between antimicrobial
agents and antioxidants tested

Amoxicillin and metronidazole were choose
to perform the interaction effects with an-
tioxidant compounds on the basis of their
susceptibility patterns on H. pylori strains
tested (Table 1). Table 4 presents the results
of potentiation or antagonism that produ-
ced the combination of antimicrobials and
the antioxidant agents. The results obtai-
ned were very variable, depending both of
the combination and the strains tested.

In the case of amoxicillin, resveratrol was the
antioxidant that provoked a higher number
of potentiation of the antimicrobial agent,
since 50% of the H. pylori strains (E4, ES,
E10, E120, E126 and CCUQG) increased

helicobacter pylori strains

their susceptibility with the combination
antimicrobial-antioxidant. However, two
strains (E28 and E149) decrease their sen-
sitivity with the combination compared to
the effect of the antimicrobial alone. For
metronidazole, the antibiotic-resistant stra-
ins E9, E10, E126 and E128 showed sus-
ceptibility to the antibiotic supplemented
with catechin or benzoic acid. For the other
strains tested, the combination metronida-
zole and antioxidant compounds only pro-
voke potentiation effect in strains E120 and
E123 with the combinations metronidazo-
le-catechin, metronidazole-quercetin and
metronidazole-resveratrol. On the contrary,
in the strains E§, E28, E149 and CCUG an
antagonism effect was recorded with all the
combinations tested (Table 4).

Table 4. Interactions between antimicrobials and wine antioxidants on the susceptibility of H. pylori strains.

Combinations

Amoxi.cillir.l + NS P NS Ac NS NS NS NS P P A P
Benzoic acid

Amoxl(.jlllln + NS P NS A NS A NS NS P P NS P
Catechin

Amoxici.llin + NS P NS A NS A NS P P NS A P
Quercetin

Amoxicillin + NS P P NS P A P NS P NS A P
Resveratrol

Metro.nida.zolc “1a NS A P NS A A NS NS NS A A
Benzoic acid

Metron.idazole I Ns NS A NS P A P P P P A A
Catechin

Metroni.dazolc I Ns NS A NS NS A NS P NS NS A A
Quercetin

Metronidazole + NS NS A NS NS A P P NS NS A A
Resveratrol

“NS: No significant effect; *P: Potentiation (significant at p<0.05 level, t-student test);

°A: Antagonism (significant at p<0.05 level, t-student test)

Source: Authors.
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Discussion

The frequent used of a limited number of
antibiotics for anti-H. pylori therapy has
resulted in the development of resistance
mechanisms in H. pylori strains (1, 8, 31).
Therefore, it is necessary to study other
approaches to control the H. pylori-related
chronic inflammatory processes and media-
tors responsible for carcinogenesis. Phyto-
ceuticals is a term for plant products that
are active on biological systems. Some of
them, present in red ginseng, green tea, or
red wine, are known to inhibit H. pylori
colonization, decrease gastric inflammation
by inhibiting cytokine and chemokine re-
lease, and repress precancerous changes by
inhibiting nuclear factor-kappa B DNA
binding, inducing profuse levels of apopto-
sis and inhibiting mutagenesis (31, 32).

The results obtained in the present study
show that red wines from the Douro region,
at concentration of 22.5%, inhibited the
in vitro growth of all the H. pylori strains
tested. However, the two white wines tes-
ted allowed the growth of some H. pylori
strains at this concentration (22.5%) (data
not shown). The inhibitory effect of wines
on the growth of several enteropathogens,
including to H. pylori, has been previously
described (33-35). Marimon et al (21) de-
monstrated that red wine exerted a marked
bactericidal effect upon H. pylori, and this
effect could not be attributed to the acid
pH of wine or at its alcohol concentration.
Similar results have been obtained in our

study, since none of the strains tested were
inhibited by the four ethanol concentra-
tion tested (from 12.69° to 14.8° v/v) and
for the pH range (from 4.49 to 4.89). Our
results suggested that the viability of the
H. pylori strains grown in wine might de-
pend on the antioxidant and other pheno-
lic components of the wine. A relationship
between the phenotypic characteristics and
virulence factors of the strains might be es-
tablished with the susceptibility to 22.5%
of wine. However, no convincing explana-
tion has yet been found for the mechanism
by which wine exerts and in vitro bacterici-
dal effect independently of its alcohol con-
centration. /n vivo mechanisms that could
contribute to the protective effect of wine
might be the rise in acid secretion, and the
increase in intestinal motility (18).

Polyphenols are plant secondary metabo-
lites, which have. Wine, particularly red,
contains a variety of polyphenols derived
from the skin of the grape, including fla-
vonols (quercetin), stylbenes (resveratrol),
flavanols (catechin), gallic acid, condensed
tannins (catechin polymers), and polyme-
ric anthocyanins (36). These polyphenolic
compounds potential health benefits on the
human organism, mainly as antioxidants,
anti-allergics, anti-inflammatories, anticar-
cinogenics, decrease platelet aggregation
and endothelial adhesion, and decrease the
level of high-density lipoprotein cholesterol
(37-39). Several authors have demonstrated
that the main active phenolic compound
present in the red wine against H. pylori
is the resveratrol (33, 40, 41). Resveratrol
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exhibits a number of biological activities,
including anti-inflammatory, antioxidant,
platelet antiaggregatory and anticarcinoge-
nic properties, and modulation of lipopro-
tein metabolism (42). The results obtained
in the present study for resveratrol assays
showed higher inhibitory effects on H. pylo-
ri strains tested that those obtained for the
other phenolic compounds tested, catechin
and quercetin (Table 3). Similar results
have been reported by Mahady et al (43),
who obtained a MIC of 12.5 pug/mL (range
of 6.25-25 pg/mL) for H. pylori VacA and
CagA +. However, in our study a no sig-
nificant difference on the resveratrol effect
on the sensitivity of H. pylori CagA + and
CagA — strains was obtained. The mecha-
nisms of action of resveratrol are very wide
(44), and related to H. pylori, Tombola et
al (15) suggested that this phenolic com-
pound potently inhibit the VacA, a cytoto-
xin that plays an important role in the H.
pylori colonization and survival in the sto-
mach, and, in addition, it causes epithelial

damage (45, 40).

H. pylori is susceptible to many antibio-
tics in vitro, although only a few of them
can be used in vivo to treat the microbial
infection. Several authors have suggested
that several phytoceutical substances can
be used either as monotherapy or in com-
bination with antimicrobials (8, 12). In the
present work, we have studied the potential
interaction between two antimicrobials fre-
quently used in the H. pylori therapy and
the antioxidants present in red wine. The
combination of amoxicillin with resveratrol

helicobacter pylori strains

showed the higher inhibitory effect; on the
contrary, for metrodizadole only a signi-
ficant effect was obtained in the resistant
strains for the catechin. Similar potentia-
tion effects between antioxidants and anti-
biotics have been reported previuosly (47,
48). However, alcoholic drinks cannot be
consumed under metronidazole treatment
because of a disulfiram-like reaction.

In short, the results obtained in this study
demonstrate that red wine and resveratrol
inhibit the growth of H. pylori strains in
vitro and may support their role as chemo-
preventive agents of the bacterial infection
or the insurgence in H. pylori infected indi-
viduals. However, due to the clinical guide-
lines for the treatment of dyspepsia recom-
mend the stopping of ingestion of alcoholic
beverages, further studies based on the
effect of the ingestion of antioxidant subs-
tances, such as resveratrol, which has shown
an inhibitory effect on in vitro growth of
H. pylori strains, could be necessary for the
development of clinical treatments using
resveratrol as chemopreventive agent.
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Politicas del editorial

Enfoque y alcance.

NOVA es una publicacién cientifica de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
(Colombia), cuyo fin primordial consiste en la difusién de trabajos originales que
contribuyen a ampliar los conocimientos en las ciencias biomédicas. Todo material
propuesto para publicacién en NOVA es revisado por el Comité Editorial y enviado para
evaluacién externa a dos evaluadores o pares cientificos. El editor informa a los autores
sobre la recepcién de los trabajos, sobre los comentarios de los evaluadores y sobre la
decisién final que se tome para su publicacién. La revista NOVA se reserva el derecho de
aceptar o rechazar los articulos y podrd hacer sugerencias o cambios que tiendan a mejorar
su presentacion.

Los originales de los articulos permanecerdn en los archivos de la revista hasta por un ano.
El autor principal recibird, libre de costo, 3 ejemplares de la revista.

NOVA — Publicacién Cientifica en Ciencias Biomédicas estd Indexada en:

Indice Latinoamericano — LILACS, de la Plataforma BIREME; Indice Mexicano de Revistas
Biomédicas Latinoamericanas -IMBIOMED; Red de Revistas Cientificas de América
Latina y el Caribe, Espana y Portugal — REDALYC; Base de Datos de Revistas Accesibles
en Formato Electrénico -FARO de la Universidad y EBSCO Information Services.

Proceso de revision por pares.

El proceso de evaluacién de un manuscrito consta de una preseleccion y revisién general
por el comité editorial seguida de una evaluacién doble ciega solicitada a pares especialistas
en la materia. Una vez realizada la evaluacién por parte del par académico, los autores
recibirdn el concepto de Aprobado, Aprobado con modificaciones menores, Aprobado
con modificaciones mayores 6 No aprobado. En aquellos casos en que el manuscrito sea
aprobado con modificaciones el autor recibird también las sugerencias y comentarios
realizados por los evaluadores. Los autores contardn mdximo con un mes de plazo a partir
de la entrega de las evaluaciones, para hacer los ajustes del caso y enviar la versién corregida
del manuscrito de nuevo al editor de la revista, acompanada de una carta explicativa
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detallada de los ajustes incorporados. El comité editorial verificard la incorporacién de los
cambios al manuscrito y si lo considera pertinente la enviard de nuevo al par evaluador
para su concepto. La decisién final sobre la publicacién del manuscrito estard sujeta a la
conformidad del par académico y del comité editorial con respecto a la inclusién de las
modificaciones solicitadas al autor. En caso de ser aceptado el manuscrito para publicacién
los autores deberdn firmar una declaracién de originalidad y una autorizacién de los
derechos de publicacién y reproduccién del mismo y de la inclusién en bases de datos,
pdginas web, o pdginas electrénicas, nacionales o internacionales.

Frecuencia de publicacion.

La Revista NOVA es publicada dos veces al afo a partir del 2005.

Politica de acceso abierto.

Esta revista proporciona un acceso abierto a su contenido, basado en el principio de que
ofrecer al ptblico un acceso libre a las investigaciones ayuda a un mayor intercambio global
del conocimiento.

Directrices para autores/as

La revista NOVA, que es una publicacién de acceso abierto sin ningdn tipo de costo para
someter y visualizar articulos, publicard las siguientes categorias de trabajos:

Articulo original: es un trabajo inédito derivado de una investigacién biomédica que
aporta informacién nueva sobre aspectos especificos y contribuye de manera relevante
al conocimiento cientifico. La estructura generalmente utilizada contiene cuatro apartes
importantes: introduccién, metodologia, resultados y discusién.

Articulo de revision: Estudio y andlisis critico de la literatura reciente y pertinente a un
tépico especial mds los puntos de vista del autor al tema (de modo impersonal). Consiste
en un «estado del arte» del tema propuesto, e incluye dos categorias de manuscritos:

A. solicitado directamente por el Comité Editorial a personas expertas en el tema,

B. ofrecido por profesionales interesados en un tépico particular, caso en el cual deben

observar las siguientes recomendaciones:



i) Enviar carta de solicitud en la que se indique por qué el tema escogido es pertinente
para los lectores de Nova;

ii) Proporcionar una breve descripcién de los apartes que serian cubiertos, asf
como algunas referencias claves; ademds, indicar su probable extensién y el nimero
aproximado de ilustraciones;

iii) Si la revisién se acepta para enviarla a evaluacién, debe incluir, preferiblemente,
un resumen con énfasis en el significado de los hallazgos recientes, una corta
introduccion al tema, senalando hitos pasados y desarrollos presentes, asi como otros
encabezamientos en el texto, con el objeto de hacer mds provechosa su lectura. El
desarrollo del tema queda a discrecién del autor pero se aconseja que incluya tablas y
figuras que hagan 4gil el texto y ofrezcan una comprensién mds ripida de su contenido.

Guia académica: es un trabajo enmarcado dentro delos procesos de investigacién formativa,
proyeccién social y/o procesos pedagdgicos de interés para la comunidad universitaria
desarrollados en las instituciones de educacién superior, sobre un tema especifico, con la
participacién de docentes y estudiantes.

Comunicacién breve: cs el informe de resultados parciales o finales de una investigacién
cuya divulgacién rdpida es de importancia. Nota: es un trabajo de 1.000 palabras méximo,
con un numero de figuras y tablas no mayor de 2 y cuyo resumen no debe pasar de 100
palabras. Los métodos, resultados y discusién se presentan agrupados en una tnica seccién.

Nota técnica: es un escrito breve, en el que se describe en detalle una técnica de laboratorio
novedosa o modificaciones realizadas a una técnica ya establecida, enfatizando las ventajas

que tiene el procedimiento o la innovacién desarrollados.

Ensayo: es un escrito breve, filoséfico, literario o cientifico, que presenta la opinién
sustentada del autor sobre un tema especifico.

Cartas al editor: los lectores solicitan aclaraciones o presentan comentarios sobre cualquier
material publicado en la revista. Asi como posiciones criticas analiticas o interpretativas
sobre los documentos publicados en la revista, que a juicio del Comité editorial constituyen
un aporte importante a la discusién del tema por parte de la comunidad cientifica de
referencia.

Comentarios bibliogrdficos: son escritos breves, criticos, sobre libros de biomedicina.
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Preparacion del manuscrito

Cinase a las indicaciones publicadas por el International Committee of Medical Journal
Editors, uniform requirements for Manuscripts submitted to biomedical journals. ]
pharmacol pharmacother. 2010; 1(1): 42-58 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/
PMC3142758/)

La versi6on en castellano se puede consultar en la revista Acta Médica Colombiana (Acta Med
Colomb 1997; 22:199-211)o0 en http://www.actamedica.es/. Cada una de las secciones del
manuscrito debe aparecer en una nueva pagina en el siguiente orden: portadilla, resumen,
texto, agradecimientos, referencias, cuadros, pies de figuras y tablas.

Portadilla: ademis del titulo del trabajo y del titulo corto para los encabezamientos de las
pédginas, debe contener los nombres completos de los autores, su afiliacién institucional y
el nombre de la institucién en donde se llevé acabo el trabajo. También se debe anotar el
nombre del autor responsable de la correspondencia con su direccién completa, nimero
telefénico, fax y direccién electrénica.

Resvimenes y palabras clave: el trabajo debe tener resumen en espafiol y en inglés, cada
uno de 250 palabras como mdximo. Evite el uso de referencias en los resimenes. Para la
seccién de las 6 palabras claves en espafiol, consulte los descriptores de Ciencias de la Salud
(DeCS) del Indice de Literatura Latinoamericana y del Caribe en Ciencias de la Salud
(LILACS) en la dltima versién publicada en disco compacto o en http://decs.bvs.br; para
la seccién de las 6 palabras clave en inglés, consulte los Medical Subject Headings (MeSH)
del Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/mesh/).

Texto: todo el documento, incluso la pdgina del titulo, los resimenes, las referencias, los
cuadros y los pies de figuras, debe estar escrito a doble espacio, por un solo lado de la hoja,
sin dejar espacios extras entre pdrrafo y pdrrafo; deje un solo espacio después del punto
seguido o aparte. Use la fuente Arial de tamafio 12 puntos y no justifique el texto. Use
letra bastardilla o itdlica para los términos cientificos; por favor, no los subraye. Formato
electrénico: envie medio electrénico del documento en procesador de palabra MS Word,
para PC. Incluya las gréficas en formato TIFF o JPG a 300 DPI como minimo. La fuente
preferida para las gréficas es Arial Narrow. Si sus archivos provienen de un computador
Apple — Macintosh, conviértalos a plataforma PC. Incluya una lista de los archivos enviados

y el programa en que fueron desarrollados.



Los articulos originales deben contener 7 partes bdsicas, asi:

1. Titulo (en espanol e ingles). El titulo en mayisculas, preciso y sin abreviaturas. Los
nombres cientificos en latin y en bastardilla. Apellidos y nombres del o de los autores,
institucion, direccion postal completa, niimero de fax y correo electrénico del autor
responsable para la correspondencia y fecha de envio.

2. Resumen (espaniol e inglés). De no mds de 250 palabras en espanol e inglés, debe enunciar
las propuestas de la investigacidn, los procedimientos bdsicos, los resultados principales y
las conclusiones. Se requiere suministrar entre 6 y 10 palabras claves.

3. Introduccion. Distribuir el contenido segiin la conveniencia del tema, con subtitulos o
apartes.

4. Materiales y métodos.

5. Resultados.

6. Discusidn.

7. Referencias.

Agradecimientos:
Dirigidos a personas con aportes que no justifican acreditacién como autor, por ayuda

técnica recibida, por tipo de apoyo material y financiero.

Referencias:

* Asignele un ndmero a cada referencia citada, en orden ascendente, incluyendo las del
texto, los cuadros y las figuras. Anote los niimeros de las referencias entre paréntesis y no
como indice ni subindice.

* Cuando hay mds de una cita, éstas deben separarse mediante comas, pero si fueran
correlativas, se menciona la primera y la tltima separadas por un guién.

* Cuando en el texto se menciona un autor, el ndmero de la referencia se pone tras el
nombre del autor. Si se tratase de un trabajo realizado por méds de dos autores, se cita el

primero de ellos seguido de la abreviatura “et al” y su nimero de referencia.

1. Articulo estiandar.
Autor/es*. Titulo del articulo. Abreviatura** internacional de la revista. ano; (volumen

nimero): pdgina inicial-final del articulo.

Kolovou G, Daskalova D, Mikhailidis DP. Apolipoprotein E polymorphism and
atheros-clerosis. Angiology. 2003;54(2): 59-71.
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* Si los autores fueran mds de seis, se mencionan los seis primeros seguidos de la

abreviatura et al.

** Las abreviaturas internacionales pueden consultarse en “Journals Database” de
PubMed. Las espanolas en el Catdlogo C17 (http://www.c17.net/) 6 bien en el DREV
(htep://bvsalud.isciii.es/php/index.php) de la BVS del Instituto de Salud Carlos IIl y en
la base de datos de Revistas de Biomedicina del IHCD de Valencia. (https://bddoc.csic.
es:8180/inicioBuscarSimple.html?estado_formulario=show&bd=IME&tabla=revi).

1.1 Incorporacién opcional de nimero de identificacién tinico de bases de datos
en la referencia:

La mayoria de bases de datos o documentos electrénicos incorpora un numero de
identificacién univoco en cada referencia (PubMed: PMID; Cocrhane Library:CD;
DOI), que pueden incorporarse a la referencia bibliogrdfica para su perfecta

identificacidn.

Lépez-Palop R, Moreu ], Ferndndez-Vizquez F, Herndndez Antolin R; Working Group
on Cardiac Catheterization and Interventional Cardiology of the Spanish Society of
Cardiology. Registro Espanol de Hemodindmica y Cardiologia Intervencionista. XIII.
Informe Oficial de la Seccién de Hemodindmica y Cardiologia Intervencionista de
la Sociedad Espanola de Cardiologia (1990-2003). Rev Esp Cardiol. 2004; 57(11):
1076-89. Citado en PubMed PMID 15544757.

The Cochrane Database of Systematic Reviews 1998, Issue 3 [base de datos en
Internet]. Oxford: Update Software Ltd; 1998- [consultado 28 de diciembre de 2005].
Wilt T, Mac Donald R, Ishani A, Rutks I, Stark G. Cernilton for benign prostatic
hyperplasia. Disponible en: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/14651858.
CD001042.pub2/abstract ¢ http://www.update-software.com/clibplus/clibplus.asp.
Citado en Cochrane Library CD001042.

1.2 Organizacion o equipo como autor
Grupo deTrabajo de la SEPAR. Normativa sobre el manejo de la hepmotisis amenazante.

Arch Bronconeumol 1997; 33: 31-40.

2. Libros
Autor/es. Titulo del libro. Edicién. Lugar de publicacién: Editorial; afo.



Jiménez L, Montero FJ. Compendio de Medicina de Urgencias: guia terapéutica. 22
ed. Madrid: Elsevier; 2005.

Nota: La primera edicion no es necesario consignarla. La edicion siempre se escribe en
niimeros ardbigos y abreviatura: 24 ed. Si la obra estuviera compuesta por mds de un
volumen, citarlo a continuacion del titulo del libro.

2.1 Organizacién como autor
Comunidad de Madrid. Plan de Salud Mental de la Comunidad de Madrid 2003-
2008. Madrid: Comunidad de Madrid, Consejeria de Sanidad; 2002.

2.2 Capitulo de libro

Autor/es del capitulo. Titulo del capitulo. En*: Director/Coordinador/Editor del libro.
Titulo del libro. Edicién. Lugar de publicacién: Editorial; afio. pagina inicial-final del
capitulo.

Mehta SJ. Dolor abdominal. En: Friedman HH, editor. Manual de Diagndstico
Médico. 52 ed. Barcelona: Masson; 2004. p.183-90.

3. Comunicacién presentada a un congreso
Autor/es de la ponencia. Titulo de ponencia. En: Titulo oficial del Congreso. Lugar de
Publicacién: Editorial; ano. pdgina inicial-final de la comunicacién/ponencia.

Castro A, Escudero J. El Area del Corazén del Complejo Hospitalario “Juan Canalejo”.
En: Libro de Ponencias: V Jornadas de Gestién y Evaluacién de Costes Sanitarios.
Bilbao; Ministerio de Sanidad y Consumo, Gobierno Vasco; 2000.p. 12-22.

Nota: Esta misma estructura se aplica a Jornadas, Simposios, Reuniones Cientificas etc.

4. Informe cientifico o técnico
Autor/es. Titulo del informe. Lugar de publicacién: Organismos/Agencia editora; afo.
Ntmero o serie identificativa del informe.

Organizacién Mundial de la Salud. Factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares:
nuevas esferas de investigacién. Informe de un Grupo Cientifico de la OMS. Ginebra:

OMS; 1994. Serie de Informes Técnicos: 841.
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5. Tesis Doctoral
Autor. Titulo de la tesis [tesis doctoral]*. Lugar de publicacién: Editorial; ano.

Muiiz J. Estudio transversal de los factores de riesgo cardiovascular en poblacién
infantil del medio rural gallego [tesis doctoral]. Santiago: Servicio de Publicaciones e
Intercambio Cientifico, Universidad de Santiago; 1996.

6. Patente
Joshi R, Strebel HP, inventores; Fumapharm AG, titular. Utilizacion de derivados de
dcido fumdrico en la medicina de trasplante. Patente Europea. ES 2195609T3. BOPI
1-12-2003.

7. Articulo de revista en Internet
Autor/es del articulo. Titulo del articulo. Nombre de la revista [revista en Internet]*
***]

ano [fecha de consulta]**; volumen (numero): [Extensién/pdginas***]. Direccién

electrénica.

Francés I, Barandiardn M, Marcelldn T, Moreno L. Estimulacién psicocognoscitiva en las
demencias. An Sist Sanit Navar [revista en Internet]* 2003 septiembre-diciembre. [acceso
19 de octubre de 2005]; 26(3). Disponible en: http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=51137-66272003000500007 &Ing=en&nrm=iso&tlng=en.

* Puede sustituirse por: [Revista on-line], [Internet], [Revista en linea]
** [acceso....], [consultado...], [citado...]

*** Si constasen.

8. Base de datos en Internet
Institucién/Autor. Titulo [base de datos en Internet]. Lugar de publicacién: Editor;

Fecha de creacién, [fecha de actualizacién; fecha de consulta]. Direccién electrénica.

PubMed [base de datos en Internet]. Bethesda: National Library of Medicine; 1966-
[fecha de acceso 19 de diciembre de 2005]. Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/PubMed/

Cuadpros y figuras: elabore los cuadros usando la utilidad de tablas del procesador de palabras
y no por columnas y tabulados en el texto mismo del manuscrito; envie los nombres de los

archivos. Para las figuras en blanco y negro, envie el original y dos copias de la ilustracién
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correspondiente acompanadas de su versién en medio magnético en formato tiff o jpg. a
300dpi. como minimo de resolucién y en un tamafo media carta. Gréficas desarrolladas en
Excel, favor remitir el archivo original. Si son fotografias en blanco y negro, debe enviar tres
copias de excelente calidad junto con la versién en medio magnético, en formato tiff o jpg
a 300dpi como minimo de resolucién; si son transparencias, envie la diapositiva original y
no una copia, junto con dos impresiones en papel (fotocopia o escdner, adjuntando copia
en medio magnético, formato tiff a 300dpi como minimo de resolucién) de la misma
imagen para el envio a los evaluadores del manuscrito. En las preparaciones de microscopio,
mencione la coloracién y el aumento segtin el objetivo utilizado.

Lista preliminar para la preparacion de envios.

Como parte del proceso de envios, los autores/as estdn obligados a comprobar que su envio
cumpla todos los elementos que se muestran a continuacién. Se devolverdn a los autores/
as aquellos envios que no cumplan estas directrices.

1. El envio no ha sido publicado previamente ni se ha sometido a consideracién
por ninguna otra revista (o se ha proporcionado una explicacién al respecto en los
Comentarios al editor/a).

2. Elarchivodeenvio estd en formato OpenOffice, Microsoft Word, RTF o WordPerfect.
3. Siempre que sea posible, se proporcionan direcciones URL para las referencias.

4. El texto tiene un interlineado sencillo, un tamafno fuente de 12 puntos, se utiliza
cursiva en lugar de subrayado (excepto en las direcciones URL), y todas las ilustraciones,
figuras y tablas se encuentran colocadas en los lugares del texto apropiados, en vez de
al final.

5. El texto retine las condiciones estilisticas y bibliograficas incluidas en Pautas para el
autor/a, en Acerca de la revista.

6. En el caso de enviar el texto a la seccién de evaluacién por pares, se siguen las
instrucciones incluidas en Asegurar una evaluacién anénima.

Aviso de derechos de autor.
NOVA por http://www.unicolmayor.edu.co/publicaciones/index.php/nova se distribuye
bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial-SinDerivar 4.0

Internacional.

Asi mismo, los autores mantienen sus derechos de propiedad intelectual sobre los articulos.
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Declaracion de privacidad.

Los nombres y las direcciones de correo electrénico introducidos en esta revista se usardn
exclusivamente para los fines establecidos en ella y no se proporcionardn a terceros o para
su uso con otros fines.



